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Osszefoglalas

A PACAP egy olyan neuropeptid, amely a kozponti idegrendszeren kiviil szamos
periférias szovet €lettani folyamatainal jelentoséggel bir, koztiik a reproduktiv szervekben is.
Bizonyos hatarértékig védi a szoveteket az oxidativ folyamatok kérositd hatasatol. E destruktiv
folyamatok a jelen dolgozatban tanulméanyozott Alzheimer-korban és az endometriosisban is
szerepet jatszanak a korképek kialakulasa soran.

Kisérleteinknél célunk volt a PACAP nemi szervek miikodésében betoltott szerepérdl
szerzett tudast bdviteni. A kutatds harom témarészbdl all: a neuropeptid jelatvitelének
vizsgalata Alzheimer-kort modellezd egerek heréiben, a mitétileg kinyerheté méhnyalkahartya
molekularis kisérletekbe valé bevondsa problémainak ismertetése, valamint a PACAP altal
l1étrehozott mRNS expresszios valtozasok feltardsa human endometrium és endometriosis
mintakban.

A him gonddokat PCR, Western blot, immunhisztokémiai és szOvettani festési
eljarasokkal tanulmanyoztuk. A méhnyalkahartya mintak alkalmassagat klinikai retrospektiv
vizsgalattal tartuk fel. Az eutopids és ectopias endometrioid szoveteket egy alalunk kidolgozott
szovettenyésztési modszer segitségével tartottuk fenn és kezeltiik az RT-PCR vizsgélatok
elvégzése elott.

A PACAP jelatvitel a neurodegenerativ korképben hasonlé modon karosodik a herében,
mint az agy esetében. A neuropeptid szignalizaci6 valtozasai hozzajarulhatnak a him gonadban
megfigyelhetdé mikroszkopikus eltérésekhez. A méhnyalkahartya-mintdk alapkutatasokban
valo alkalmazhatosdganak esélyét fokozza egy altalunk felallitott, bevonasi ¢és kizarasi
feltételeken alapul6 klinikai kritériumrendszer. Az endometrium és endometriosis mintakban
ellentétes mRNS expresszios valtozasok detektalhatok a PACAP néi nemi hormonokkal egyiitt
torténd adagolasa mellett.

A neuropeptid jelatvitelének tanulményozéisa bizonyitékul szolgal arra, hogy
Alzheimer-korban az agytol eltéré szervben is vizsgalhatok a korképben megfigyelhetd
szignalizacios eltérések. A PACAP adagolas altal létrehozott valtozasokkal feltartuk, hogy
alapvet6 kiilonbségek lehetnek az ép €s a koros endometrioid szovetek molekularis folyamatai
kozott.

A kiilonbozd korallapotok vizsgalatanal elengedhetetlen a megfeleld modell, illetve

szovet kivalasztasa.



I. Bevezetés
1.1. A PACAP és jelatvitele, élettani és korélettani hatdasai

A PACAP — azaz a hypophysis adenilat-ciklaz aktivaldo polypeptid — egy olyan
neuropeptid, amelyet eldszor 1989-ben extrahaltak birka hypothalamusbol. A PACAP-ot tobb
fajban (koztilk emberben és egérben) is vizsgaltak, illetve a kozponti idegrendszeren (KIR)
kiviil szamos periférias szovetben igazoltak a jelenlétét. A neuropeptid a VIP-secretin-GHRH-
glucagon szupercsalad tagja. A biologiailag aktiv izoformak koziil ketté ismert: a PACAP38 és
a PACAP27.

A neuropeptidet koté receptorok koziil harmat azonositottak. Ezek a PAC1, a VPACI
¢s a VPAC2 receptorok. A PACAP és VIP szekvencidlis hasonldsdga miatt mindhédrom receptor
képes a két peptid kotésére, azonban a PACIR a PACAP-ot joval nagyobb affinitassal,
specifikusan koti, mig a masik kettd receptor esetén a kotésaffinitas azonos. A PACAP-koto
receptorok dontd tobbségben transzmembran Gs-proteinekhez kapcsolodnak, ritkabban
azonban Gi/0 és Gq/11 proteinekhez is. A neuropeptid (Gs-protein kapcsolt) receptorhoz vald
kotodése hatasara elinduld kanonikus jelatviteli kaszkad a cAMP kozvetitette szignalizacid. Az
ily médon aktivalodod protein kindz A (PKA) tobb transzkripcids faktor (pl.: CREB)
foszforilalasaval, és 1igy azok magi transzlokéiciojaval szadmos gén expresszidjat
eredményezheti. A PACAP fokozhatja mas receptorok (pl.: NMDA-receptor) és mas jelatviteli
utak aktivitasat is (pl.: MAPK, koztiik az ERK aktivitasat). Tovabba, a neuropeptid szdmos
szignalizacios utat befolyasol crosstalk mechanizmus segitségével. Ilyenek a BMP, a Notch, a
Hedgehog és a TGFB-jelatviteli utak.

A kozponti idegrendszerben a PACAP legnagyobb mennyiségben a hypothalamusban,
mig a periférias szovetek koziil a legnagyobb mennyiségben a herében expresszalodik. A
PACAP-kot6 receptorok esetében az adott agytertiilet, illetve periférias szovet expresszalhatja
mindhdrom féle receptort, de az is eléfordul, hogy csak kettét vagy egyet. Tobb publikacio
Osszevetésébdl megallapithato, hogy a neuropeptid elsésorban idegsejtek, simaizmok, valamint
endokrin és exokrin mirigyek miikodésében bir jelentdséggel, azonban egyéb hameredetli
szovetek (pl.: gonadok és vese), és egyéb mesenchymalis eredetli szovetek (pl.: porc-, és
csontszovet) élettani folyamataira is hatassal van. A PACAP fiziologids szerepére a
szovetekhez adagolt neuropeptid hatasaibol, a kiilonbozd korfolyamatokban megfigyelt
jelatviteli valtozasaibol, valamint a hidnyabol (PACAP-KO és PACAP-receptor KO modellek)
lehet kovetkeztetni. A PACAP szovetekben betoltott altaldnos jelentdsége a sejtvédelem

(cytoprotectio), azaz a szoveteket karositd folyamatok ellenében hat. Ezt az antiapoptotikus,



anti-inflammatorikus és antioxidans tulajdonsaganak koszonheti. A kiilonb6z6 publikaciok
tanulmanyozasabol feltételezhetd, hogy a neuropeptid szerepe azokban az élettani és koros
folyamatokban jelentds, ahol a fokozottabb anyagcsere miatt megndvekednek a szoveteket érd
stresszhatasok (pl.: fokozottabb oxidativ stressz). Fontos megemliteni tovabba, hogy az életkor
elorehaladtdval csokken a neuropeptid mennyisége a szervezetben, igy az Oregedés
folyamataiban a PACAP is részt vesz.

Tekintettel arra, hogy a tobb ezer PACAP kutatést felolelé publikacid ismeretanyaga
meghaladja jelen dolgozat kereteit, a teljesség igénye nélkiil, felsorolas szintjén emlitjiik azokat
a szerveket, amelyekben szerepét leirtak. Ezek a kozponti idegrendszer szamos teriilete, az
érzékszervek (a szem, a bels6 fiil), a hormontermeld szovetek (pl.: agyalapi mirigy,
pajzsmirigy, hasnyalmirigy), a gyomor-bélhuzal kiilsé elvalasztasu mirigyei €s simaizomzata,
a parenchymas szervek (sziv, tiidok, vesék és m4j), valamint a vazrendszer (csontok és porcok)
¢s a reproduktiv traktus. Utobbi miikodésében a neuropeptid szerepe nélkiilozhetetlen. A
PACAP-ot a here szinte minden sejttipusa expresszalja, még a himivarsejtek acrosomajaban is
kimutathatd. A neuropeptid esszencidlis a him gonad embrionalis és pubertaskori fejlédése
soran, a Sertoli- és Leydig-sejteken hatva, valamint az FSH és LH felszabaditisa révén
kozvetleniil és kozvetetten is részt vesz a himivarsejtképzés (spermatogenezis) folyamataiban,
tovabba segit fenntartani a vér-here barrier intakt allapotat. A PACAP hidnya nem csokkenti
koros mértékben a fertilitast, ugyanakkor sériil a spermatogenezis folyamata, a vér-here gat
kéarosodik, illetve morfoldgiai anomalidk figyelhetok meg a spermiumok alakjaban is. A
neuropeptid szerepét leirtak tovabba kiilonb6zd korfolyamatokban is. Példaként emlithetok a
neurodegenerativ korképek (pl.: Alzheimer-kor, Parkinson-kor, Huntington-kor €s amyotropias
lateralsclerosis), a migrén, a glaucoma, a diabetogén ¢€s hypertonids retinopathidk, a

szivelégtelenség, illetve az allergias asthma.
L.2. A kutatas sordan vizsgalt szovetek: a here

A here az allatvilagban a him egyedek himivarsejt-képzéséért és androgén hormonok
felszabaditasaért felelds paros szerv. ElObbi a reprodukcids képességet, utobbi a szexualis
magatartas fenntartasat, a spermiumok képzesét, illetve bizonyos fajoknal (koztiik az embernél)
a masodlagos nemi jellegek kialakitasat biztositja.

A herét kétféle sejttipus épiti fel: a csirasejtek és a tdimogatd somaticus sejtek. E16bbihez
tartoznak a spermatogoniumok, utobbihoz a dajkasejtek (Sertoli-sejtek), az interstitialis sejtek
(Leydig-sejtek), a peritubularis sejtek (myoid sejtek) és az ellatd képletek sejtjei (pl.: az erek
endothel sejtjei).



A him gonad szovettani allomanyat a herecsatornacskak és az interstitium adja. Utdbbi
a tubulusok kozotti teret tolti ki. A herecsatornacskak vazat az epithelialis sejtek altal termelt
lamina basalis adja. Ennek a rétegnek a f6 fehérjekomponense a IV-es tipust kollagén. A lamina
basalison nyugszanak a Sertoli-sejtek és a spermatogonium sejtek. Az egymassal szomszédos
Sertoli-sejtek kozti tavolsagot azok oldalnyulvanyai hidaljak at. Ezek kozott tight junction
segitségével szoros kapcsolokomplexusok jonnek 1étre. Emiatt a herecsatornacskakon beliil két
kompartment alakul ki: a lamina basalishoz kozelebbi basalis, illetve a tubulus lumenéhez
kozelebbi adluminaris rekeszek. Eldobbiben a spermatogonia foglal helyet, utobbiban a
spermatocytak és a spermatidak. A here interstitiuma két alegységre oszthat6: a peritubularis és
az intertubularis régidkra. Elébbiben foglalnak helyet a simaizom tulajdonsadgokkal biro,
Osszehuzodasra képes peritubularis sejtek, amelyek kozos, perisztaltikus 6sszehtizodasai segitik
a tubularis folyadékban elhelyezked6 himivarsejteket a mellékhere csatornaja felé terelni. Az
intertubularis részben pedig a Leydig-sejtek foglalnak helyet. A reprodukcié szempontjabol
fontos himivarsejtképzés folyamata a spermatogenezis, melynek soran a diploid DNS
allomanyu spermatogoniabol haploid spermiumok keletkeznek.

A spermatocytdk, a spermatidak és a himivarsejtek DNS alloménya lényegében eltér a
testi sejtek DNS 0sszetételétdl. Emiatt az immunrendszer megtamadna ezeket a sejtféleségeket.
Ennek elkeriilése érdekében fejlodott ki a vér-here gat (vagy vér-here barrier), amely
lehetetlenné teszi a fehérvérsejtek €s szdmos karositd anyag atjutasat a basalis kompartmentbdl

az adluminaris térbe, igy megeldzve a reprodukciot fenyegeté immunreakci6 kialakulasat.
1.3. A kutatas soran vizsgalt szovetek: a humdan endometrium

Az endometrium a méh (uterus) nyalkahartyaja, amely a zsigeri szerv legbelso rétegét
alkotja. E szovet felel a megtermékenyitést kdvetden az embrid befogadasaért, illetve
taplalasaért, kozeget teremt annak bedgyazddasdhoz, valamint a meéhlepény kialakulésat
kovetden vérarama segitségével biztositja az anyagcserét a magzat €s az anya szervezete kozott.

A méhnyalkahartya a reproduktiv életkorban — mikroszkopikus szerkezetét tekintve —
egy dinamikusan valtoz6 szovet: a menstruacios ciklusban koveti a hormonélis valtozasokat.
Ennek koOszonhetéen harom faziskép azonosithatd6 a huméan endometrium esetében:
menstruacios, proliferacios €s szekrécios fazisképek. Utdbbi kettd esetében két szovettani réteg
definialhato, amelyek strukturdlisan és funkciondlisan is kiilonbéznek egymastol: a méh
simaizomrétegéhez (myometrium) kapcsolodo bazélis réteg (stratum basale), és az ezzel
Osszefiiggd, méh lumenéhez kozelebb 1évé funkcionalis réteg (stratum functionale). A

megtermékenyités és az embrid bedgyazddasdnak hianydban a ndéi nemi ciklus soran a



funkciondlis réteg degradalodik és vérzés kiséretében lelokddik a megmarado bazalis rétegrol,
majd kiiiriil a méh iiregébdl a hiivelyen (vagina) at a kiilvilagba. Ez a folyamat a menstruacio,
amely a méhlepényes emldsok kozott egy egyediilallo folyamat. Néhany allatfaj (pl.:
foemlOsok) kivételével egyik emldsben sem figyelhetd meg. A legtobb méhlepényes faj
endometriuma ugyanis menstruacios ciklus helyett az un. oestrus ciklus valtozasait koveti.

Els6 megtekintésre a human endometrium két f6 egységbdl all: endometrialis
mirigyekbdl és egy sejtdus, gazdag extracellularis allomdnyt tartalmaz6 endometrialis
stromabol. A méh lumene felé¢ az endometriumot egy egyrétegli hamréteg, az endometrialis
epithelium boritja, a mirigyek ennek stromaba vald leflizodéseinek tekinthetok. A
méhnyalkahartyat (a belek nyalkahartyajaval ellentétben) a méh simaizomzatatol nem valasztja
el submucosa, a két réteg egy szabalytalan, hullamos vonal mentén kapcsolodik egymassal: ez
az endo-myometrialis junctio.

A méhnyalkahartydban tobbféle sejttipus talalhatd, amelyek egy komplex szoveti miliét
hoznak 1étre. Az epithelialis hamsejteken, a mirigyhdmsejteken és a stromalis sejteken kiviil
szamos 0ssejt és terminalisan differencidlodott sejt vesz részt az endometrium felépitésében.

A menstruacios ciklust a hypothalamus-hypophysis-gonadalis tengely finomhangolt
hormontermelése szabdlyozza. Végeredményben, a petefészekben (ovarium) felszabadulod
hormonok szabélyozzak az endometrium véltozasait. gy a menstruacios ciklus fogalma az
ovarialis és endometrialis ciklusokat foglalja magéaba. Az ovarialis ciklus harom {6 fazisbol all:
follikularis (kb. 11 nap), ovulaciés (kb. 5 nap) és lutedlis (kb. 12 nap) fazisok. A petefészkek
altal termelt két f6 hormon az 0sztrogén és a progeszteron (P4). Az 6sztrogén Osztron (E1),
osztradiol (E2), 6sztriol (E3) és Osztetrol (E4) hormonok keveréke, amelyek koziil a legnagyobb
¢lettani jelentésége az Osztradiolnak van. Az E2 termelddése a petefészek aromataz-enzim
aktivitasanak koszonhetd, amely a gonddban termel6dd androgén hormonokat néi nemi
hormonokk4 alakitja az androgén szteranvazas molekuldk aromatizalasaval.

A menstruacios ciklus elsd napjat az endometrialis ciklus menstruacios vérzés elso
napjatol szamitjuk. Az endometrialis ciklus hdrom fazisbol all: menstruécios, proliferacios €s
szekrécios fazisokbol. A szekrécids fazis utolsd napjaiban a stromasejtek decidualizacidja
kezdetét veszi, pre-deciduasejtek képzodnek. Az endometrium mirigyszerkezetének
morfologiaja a legjobban a szekréciods fazisban érthetd meg. Ujabb kutatasok feltartik, hogy a
human (és a valoszinlileg a menstrudlo fajok) endometrium szerkezete teljesen eltér a tobbi

méhlepényes emldsétdl. A stratum basaléban ugyanis vakon végzddd mirigyvégkamrak helyett



rizomahoz (bizonyos novények egymassal kapcsolodo gyokérhajtasai) hasonld, egymassal
Osszefiiggésben levo, haldzatos szerkezetli mirigyrendszer talalhato.

A szekrécids fazis végén, amennyiben a megtermékenyités €s az embrid bedgyazddasa
nem torténik meg, a mai napig nem teljesen tisztazott folyamatok (foként a progeszteron
szérumszint csokkenése) miatt bekovetkezik a funkcionalis réteg levalasa. Igy elkezdédik a
menstruacid, és tjraindul a menstruécios ciklus.

Egy egészséges n6 reproduktiv életszakasza soran nagyjabol 400 alkalommal menstrudl.
Az els0 menstruaciét menarchénak nevezziik. A reproduktiv életszakasz végén, az utolso
mensest kovetden, amennyiben 12 honapon beliil nincs vérzés, megjelolhetjiik a menopausa

idépontjat.
1.4. A kutatas sordn vizsgalt betegségek: az Alzheimer-kor

Az Alzheimer-kor a leggyakoribb a kognitiv zavarokat és demenciat okozé betegségek
koziil az idéskori (65 év feletti) populacidban. Egy lassan progredidldé neurodegenerativ
korallapot, amelyet a kiilonféle koros szerkezettl, illetve korosan halmozddé fehérjék jelenléte
¢s az idegsejtkarosodas jellemez, elsésorban az agyvelében.

A haldl utani (postmortem) vizsgalatok makroszképosan, mikroszkoposan ¢€s
molekularis vizsgalatokkal igazolhato elvaltozasokat is kimutattak az Alzheimer-kor
patogenezisének hatterében, ezek allandd gyulladasos folyamatokat tartanak fenn, amelyek
toxicitast és oxidativ stresszhatast eredményeznek a kozponti idegrendszerben. Mindez a

Az Alzheimer-kor oka a mai napig ismeretlen. Az évek soran kiilonboz6 elméletek (pl.:
cholinerg hipotézis, amyloid hypotézis, mitokondridlis kaszkad elmélet) sziilettek a betegség
kialakuldsara. A rizikotényezék kozt emlithetk genetikai okok, nemi (hormonalis)
kiilonbségek, a gyomor-bélrendszer mikrobiom egyensulyanak felboruldsa, bizonyos
korokozok altal okozott fertdzések, cardiovascularis kérfolyamatok (pl.: obesitas, diabetes,
hypertonia és atherosclerosis okozta érkarosodasok), a mozgésszegény életmadd, kiilonbozo
étkezési szokasok, bizonyos fémek okozta toxicitas és az dregedés.

Mivel az Alzheimer-kér a demencidk egyik tipusa, ezért tlinetei k6zé tartoznak a
demencia tiinetei, amelyek klinikai megnyilvdnuldsa harom pilléren alapszik: a
neuropszicholdgiai (kognitiv) €s a neuropszichiatriai (nem kognitiv) tiineteken, valamint a
mindennapi tevékenységek elvégzésének valtozasain.

Megemlitendd, hogy allatkisérletek bizonyitjak, az Alzheimer-koérban az agyveldn kiviil

egyéb szervek is érintettek lehetnek. Ilyen a sziv, a mdj és a ves€k, amelyekben szintén



képzddhetnek koros fehérjék. A periférias szovetek tiineti manifesztacidit azonban eddig
kevésbé kutattak.

Az Alzheimer-kor napjainkig is gyogyithatatlan betegség. A jelenlegi kezelési
lehetdségekkel kizardlag a korkép progresszidja lassithatd, valamint a kiilonbozd tiinetek
mérséklése lehetséges. Az aktiv fizikai mozgas bizonyitottan jotékony hatasu. A korkép
patogenezisében résztvevd molekuldris folyamatokat alapul véve, a gyodgyszeres kezelési

lehetdségeket igyekeztek és igyekeznek kifejleszteni.
L5. A kutatas sordn vizsgalt betegségek: az endometriosis

Az endometriosis a méh iiregén kiviil a szervezeten beliil barhol megtaldlhaté
endometrium, amely szdveti felépitésében valoban hasonlit a méhnyalkahartyahoz (az angol
terminologia megfogalmazasaban ,,endometrial-like tissue”, azaz endometrium-szera szovet).

Az endometriosis leggyakoribb lokalizacidi a testen beliil a petefészkek (ovarium), a
kismedencei hashértya (peritoneum) és az infraperitoneélis kdtdszovetes tér (foként a septum
rectovaginale, a hiively és a végbél kozti kotdszovetes tér. Ennek alapjan harom f6 tipusa
kiilonboztethetd meg: ovarialis (endometrioma, OMA), felszines peritonealis (superficial
peritoneal endometriosis, SPE) ¢és mélyen infiltraldo endometriosis (deep infiltrating
endometriosis, DIE). Az emlitett lokalizacidkon kiviil az ectopids szdvet egyéb testteriileteken
is jelen lehet.

Az endometriosis koreredetének oka ismeretlen, kialakulasara azonban szamos elmélet
szlletett. Ezek koziil a mai napig legelfogadottabb a Sampson-féle retrograd menstruacios
teoria. Emellett emlitést érdemelnek a coeloma metaplasia, az embrionalis maradvany(sejt)
(embryonic rest) és a transzplantacios (lymphovascularis metastasis) elméletek. A leglijabb
kutatasok az endometriosis kialakuldsat az dssejt teoriaval (stem cell theory) magyarazzak,
migracids, proliferacios €s invazios kapacitasa ismeretlen ok(ok) miatt megndvekszik, igy azok
ectopias helyre vandorolnak és ott telepeket képeznek. Az irodalom sok ,,0ssejt transzkripcios
faktor” megnovekedett expresszidjat irja le, amelyek az emlitett valtozasokért felelnek. A
leggyakrabban vizsgalt transzkripcios faktorok az Oct4, a Nanog és a Sox2, amelyek a sejtek
pluripotencia kapacitasanak fenntartasaért feleldsek. Az emlitett faktorok a TGFp-jelatvitel
aktivalodasara expresszalodnak, a TGFB-1 fokozott jelenlétének szerepét az ectopids szdvet

képzddésénél igazoltak.



Az endometriosis kialakuldsa oki hatterében feltételeznek koros immunfolyamatokat,
genetikai eltéréseket, kornyezeti hatdsokat, s6t, az endometrium bakteridlis mikroflorajanak
megvaltozasat is. Az endometriosis egy kronikus gyulladdsos folyamatot fenntarté korallapot.

Az endometriosis 0Osztrogénfliggd szdovet, amely az eutopids méhnyalkahartydhoz
hasonléan kovetheti a n6i nemi ciklus hormonalis valtozasait. gy a menstruacié alatt levalhat
és vérezhet. Tinetek lehetnek a menstruacid soran jelentkezd kifejezett fajdalom
(dysmenorrhoea), a peritonealis 6sszenovések ¢€s a idiilt gyulladas miatt a kronikus kismedencei
fajdalom (chronic pelvic pain), valamint a fajjdalmas nemi egylittlét (dyspareunia). Tovabbi
tiinetek lehetnek a belek érintettsége esetén motilitasi zavarok, vérszékelés (haematochesia) és
fajdalmas székelés (dyschesia), a hugyholyag érintettsége esetén holyagiiritési zavarok,
fajdalmas vizeletiirités (dysuria) és vérvizelés (haematuria). Az endometriosis jelenlétére
gyakran a medddség kivizsgaldsa soran deriil fény, az infertilitds gyakori oka.

A korkép diagnosztizalasa altalaban tobb Iépésben torténik, amelyek kdzott non-invaziv
¢s invaziv eljarasok egyarant rendelkezésre allnak. Az ectopias endometrium szdveti felépitése
hasonld, mint az eutopias nyalkahartyaé: endometrialis mirigy és endometrialis stroma sejtek
alkotjdk. A testbdl ki nem {irithetd, felgyiilemld vért a szdveti macrophagok igyekeznek
eltavolitani, igy haemosiderin pigmenteket halmoznak fel. Az eltavolitott ectopids szovetben
az endometrialis mirigyek, az endometrialis stroma sejtek és a haemosiderin tartalmu
macrophagok koziil kettd jelenléte igazolja a korképet, illetve megerdsiti az endometriosis

diagnozisat. Napjaink kutatdsai alatdmasztjak, hogy az endometrioid laesiokban a mirigyek és

crer

crer

Az endometriosis kezelése a mai napig sem megoldott kérdés. Nincs egyontetii
protokoll a koérallapottal kapcsolatos problémak megoldéaséara, csupan terapias lehetdségek és
terapias (protokoll) ajanlasok. A kezeléseknek két f6 célja lehet: az ectopids szovet eliminacioja
¢s az altala okozott szovodmények megsziintetése, megoldasa, illetve mérséklése. A terapia
modja tobb dologtol fligg, koztiik a tiinetektdl (pl.: infertilitas, fajdalom), valamint a laesio
helyétdl és kiterjedésétol. A kezelési modszerek kozott vannak konzervativ és operativ
lehetdségek is, amelyek egymassal kombinalhatok. Lényegében az 6sszes harom f6 irdnyelvet
képvisel: a termékenység megdrzését és fenntartasat, a fajdalomcesillapitast és az ectopias laesio
eliminacigjat, illetve kiujulasanak megel6zését. Fontos az is, hogy az endometriosis

sokszinlisége miatt a terdpia egyénre tervezett legyen.
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I1. Célkitiizés

Jelen dolgozat kutatdsi munkaja soran célom volt a PACAP ivarszervek patologias
folyamataiban betoltott szerepének felderitése. A kisérletek alatt Alzheimer-kort modellez6
egerek heréit, illetve az endometriosis jelatvitelét vizsgaltam. A kutatdst harom részre
osztottam, €s a dolgozatban a kisérletek soran felhasznalt anyagokat és mddszereket, valamint
a kapott eredményeket is e szerint a felosztas szerint ismertetem.

Az els6 kutatasrészben célom volt annak feltarasa, vajon megfigyelhetok-e elvaltozasok
az Alzheimer-kért modellez6 egerek heréiben, és ha igen, szerepet kap-e ebben a
neurodegenerativ betegségben sériil6 PACAP-jelatvitel. Kivancsi voltam tovabba arra, hogy a
koérképben ismerten hasznos fizikai aktivitds képes-e befolydsolni az esetlegesen észlelt
eltéréseket.

Az endometriosis tanulmanyozdsa sordn sziikséges azt Osszehasonlitani egy hozza
hasonl6 kontroll szovettel, a human endometriummal. A fizioldgias nyalkahartya kinyerése és
kisérletes felhasznalasa komoly nehézségekbe litkozik. A masodik kutatdsrészben ezért célom
volt annak feltdrdsa, hogy a miitéti eljarasokkal nyerhet6 endometrium mintdk mekkora
hanyada alkalmas molekularis kisérletekbe vald bevonasra, illetve az endometriosissal vald
Osszehasonlitasra.

Ennek meghatarozasa utan pedig a harmadik kutatasrész soran célom volt feltarni azt,
hogy az endometriotikus szovetekben expresszalodnak-e a PACAP, valamint a neuropeptidet
kot receptorok. Emellett célom volt annak felderitése is, hogy a PACAP adagolas befolyasolja-
e az endometriosis kialakulasa soran megfigyelheté molekularis elvaltozasokat, kiemelten a

TGFB-jelatvitel eltéréseit.
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III. Anyagok és médszerek

Il 1. A7 elso kutatdasresz soran alkalmazott anyagok és modszerek

II1.1.1. A kutatasban alkalmazott allatok

A kutatas soran Alzheimer-transzgenikus (B6C3-Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/J) és
transzgenikusan nem modositott vad tipusu himivara egereket hasonlitottunk Ossze. Az
egyedek harom kisérleti csoportba oszthatok: transzgenikusan nem modositott és aktiv
testmozgést nem végzo egerek (WT), Alzheimer-transzgenikus €s aktiv testmozgéast nem végzo
egerek (AD), illetve Alzheimer-transzgenikus, aktiv testmozgast végz6 egerek (TAD). Minden

kisérleti csoportban 5-5 egyed vett részt.
I11.1.2. A szovetek HE festése és elemzése

A kutatasban résztvevé egereket 3 honapos korukban terminaltdk. Egy allatbol
eltavolitott mindkét herét horizontalis sikban elfeleztiik. A mintat fixalast, paraffinalast és
bedgyazast kovetden az atvagott felszinnel parhuzamosan metszettik le szilanizalt
targylemezekre. Ezt kovetden, a metszeteket hematoxilin-eozin (HE, Sigma-Aldrich, MO,
USA) szovettani festési eljarassal megfestettiik. A gonddokban a kanyarulatos csatornak
membrana basalis vastagsdgat mértiikk, valamint harom sejttipusat (spermatogonium,
spermatocyta €és spermatozoa), tovabba az interstitium Leydig-sejtjeit szamlaltuk meg. A
membrana basalis vastagsaganak leméréséhez ImagelJ 1.40 g freeware programot hasznaltunk.
A szoftver segitségével a membrana basalis hossztengelyére meréleges vonalakat rajzoltunk.
Ezek pixelszamat lemérve, az eredményeket mikrométer értékekre konvertaltuk. A kiilonboz6
sejtek meghatarozasa mikroszkopos morfoldgiai jellegzetességeik azonositasa alapjan tortént.
A sejtek szamlalasat 10x-es nagyitds mellett 3 kutatdo egymastol fliggetleniil végezte el 10

kanyarulatos csatornan, 5 kiilonallo latotérben.
I11.1.3. Konvenciondlis RT-PCR

Egy éllatbol az elfelezett gonadokbol egy felet konvencionélis RT-PCR segitségével
vizsgaltunk. A mintat mechanikai ztizas utan TRIzol reagens (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) segitségével oldottuk fel, majd a gyartd6 RNS izolalasi protokolljat alkalmazva, 30
perc 4°C-os inkubacits id6t kdvetden az izolalt totdl RNS-t nukledzmentes vizben oldottuk fel.
Az 6sszes minta azonos RNS koncentracidra torténd higitasat kovetden, a reverz transzkripciot
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

segitségével végeztik el. A kutatds soran a kovetkezd molekuldk mRNS expressziojat
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vizsgaltuk: PACIR, VPACIR, VPACZ2R, PKA, Sox9, Sox10, PP2A, IV-es tipusu kollagén, IX-
es tipust kollagén és testatin. Haztartasi génként az aktin bizonyult a legstabilabbnak.

A kiilonb6z0 gének primerjeit PrimerBlast freeware program alkalmazaséaval terveztiik,
melyetaz IDT (Integrated DNA Technologies, Interleuvenlaan, Belgium) gyartott le. A vizsgalt
gének amplifikaciojat Thermal Cycler (Labnet MultiGeneTM 96-well Gradient Thermal
Cycler; Labnet International, Edison, NJ, USA) segitségével kiviteleztiik. A PCR termékek
futtatasa 1.2%-os, etidium-bromid tartalmt agar6éz-gélen tortént. Ezt kovetden a gél savjait
FluorChem E géldokumentacidés rendszer (FluorChem E, ProteinSimple, CA, USA)
segitségével UV fény alkalmazasaval fotd6 dokumentaltuk. A PCR termékek megfeleld
savjainak integralt denzitasértékét Imagel] 1.40 g freeware program segitségével hataroztuk
meg. Minden gén integralt denzitdsértékét a sajat haztartasi gén integralt denzitdsértékére

normaltunk, majd ezt kovette a statisztikai kiértékelés.
I11.1.4. Western blot

Egy allatbol az elfelezett gonadokbol egy felet Western blot segitségével vizsgaltunk.
Egy mintat mechanikai zizést kovetéen 100 puL proteaz-gatlod tartalmia RIPA puffer oldatban

homogenizaltunk. A szuszpenzidt 30 masodpercig 40 A pulzacioval szonikaltuk (Ultrasonic

crer

crer

sor abszorbancia-gorbéjéhez  viszonyitottuk a mintdk abszorbancia értékét. Az
abszorbanciaértékeket 570 nm-es hulldimhosszon Hidex microplate reader (Hidex, Turku,
Finland) segitségével detektaltuk. Ezt kovetden, a fehérjeszuszpenzidk denaturalasat és az
egységes fehérjekoncentracio elérését 1x-es Laemmli puffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) hozzaadésaval értiik el. Egy minta fehérjéinek tomeg szerinti szeparalasat 7,5%-0S
SDS-poliakrilamid gélen vald futtatassal végeztiik el. Ezt kdvetdéen az elektroforetikus
fehérjetranszfer nitrocellul6z membranra tortént. A kutatds sordn a kovetkezd molekuldk
fehérjeexpressziojat vizsgaltuk: PACIR, VPACIR, VPAC2R, PKA, Sox9, P-Sox9, Sox10,
PP2A, IV-es tipust kollagén, IX-es tipust kollagén és testatin. Bels6 kontrollként az aktin
fehérjeexpressziojat detektaltuk.

A nitrocellul6z membran fehérjesavjait kemilumineszcens kit (Advansta Inc; CA, USA)
alkalmazésaval, a gyart6 ajanlasanak megfeleléen, FluorChem E géldokumentacids rendszer
(FluorChem E, ProteinSimple, CA, USA) segitségével fotdo dokumentaltuk. A vizsgalt fehérjék

megfeleld kDa tomegii savjainak integralt denzitasértékét Imagel 1.40 g freeware program

13



segitségével hataroztuk meg. Minden fehérje integralt denzitasértékét a sajat belsé kontroll

(aktin) integralt denzitasértékére normaltunk, majd ezt kdvette a statisztikai kiértékelés.
1I1.1.5. Immunhisztokémiai festés

A kutatés soran a kovetkez6 molekuldkat detektaltuk: P-Sox9 és IV-es tipusu kollagén.
A herékbdl készitett metszeteket deparaffindlast, valamint leszall6 alkoholsorral és PBS
oldatokkal torténd hidralast kovetden elokészitettiik a festési eljarasra. A preparatumok nem
specifikus kotohelyeit 1%-os BSA (Amresco, OH, USA) tartalmu PBS oldattal blokkoltuk.
PBST oldatos mosast kdvetden a mindenkori vizsgalt molekula ellen termeltetett primer antitest
bekotddési reakcidja egy éjszakan at zajlott. A fluoreszcens festékkel jelolt szekunder antitestek
(Alexa FluorTM antibody, Life Technologies Corporation-Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
CA, USA) bekdotodési reakcidja sotétkamraban, szobahomérsékleten zajlott. Az antitesek
higitasanak ardnya PBST oldatban 1:1000 volt. Ezt kovetden a preparatumok fedését DAPI-
tartalmii  Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, Peterborough, England)
fedéanyaggal végeztiik. Az immunfluoreszcens metszetek fotddokumentaldsa DP74 kameraval
ellatott Olympus Bx53 mikroszkdoppal (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) tortént cellSense
Entry 1.5 szoftver (Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan) hasznalataval.

111.1.6. Statisztikai analizis

Jelen kutatasban a harom vizsgalt csoportbol (WT, AD és TAD) nyert eredményeket
hasonlitottuk 0ssze. Egy csoportban 5-5 egyedet vizsgaltunk. Az AD csoport eredményeita WT
csoport, a TAD eredményeit pedig az AD csoport eredményeivel hasonlitottuk dssze. A PCR
és a WB kisérletekben minden denzitdsértéket a haztartasi gén, illetve a haztartasi fehérje
(mindkét esetben az aktin bizonyult a legstabilabbnak) denzitasértékére normaltunk. A vizsgalt
csoportjok kontrolljahoz viszonyitott szignifikans eltéréseit kétmintas t-proba alkalmazasaval
mutattuk ki. A szignifikancia kiiszobértékét p<0,05 értékben hataroztuk meg. A vizsgalt
csoportokndl a kontroll csoportjdhoz viszonyitas mértékét 0,0-1,0 értékben adtuk meg.

II1.2. A masodik kutatdsrész soran alkalmazott anyagok és modszerek

1I1.2.1. A klinikai adatok gyiijtése

A Kklinikai adatok gylijtése a Debreceni Egyetem Egészségiligyi Finanszirozasi és
Kontrolling Igazgat6sag Betegdokumentacios Osztaly altal biztositott lista alapjan a DE KK E-
MedSolution rendszerébdl tortént. Az altalunk kért lista a 2017 januarja és 2020 marciusa

kozott DE KK Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikarol DE KK Patologia Intézetbe

14



»Szabalytalan havivérzés k.m.n.” (N9260) BNO koddal feladott mitéti mintdk, illetve az
operalt betegek adatait tartalmaztak. Osszesen 1162 eset zarojelentését és az eltavolitott mintak
korszovettani leletét tanulmanyoztuk &t. Minden esetben egy tablazatban rogzitettik a
kovetkezO adatokat: a beteg €letkora, az elvégzett miitét tipusa, a mitét indikacioja, a minta
korszovettani diagnozisa, illetve volt-e a paciens korelézményében endometriosis vagy

adenomyosis.
1I1.2.2. A korszovettani diagnozisok csoportositisa

Az dsszes eltavolitott méhnyalkahdrtya minta esetében 21 féle korszovettani diagndzis
keriilt leirasra. Patologus kolléga javaslatara, annak céljabol, hogy attekinthetdbb legyen az
eredmények értékelése, a hasonld tulajdonsaggal bird korszovettani diagnozisokat nagyobb
csoportokba soroltuk. Ezzel a moédszerrel 10 korszdvettani csoport szamadatait tudtuk
attekinteni és mindezekbdl kovetkeztetéseket levonni. Az emlitett csoportok a kovetkezok
voltak: proliferacios fazisképli endometrium, szekrécios fazisképli endometrium, menstruacios
fazisképli endometrium, exogén hormonhatas jeleit mutatdé endometrium, menopauzalis
endometrium, tovabbi korszovettani elemzésre alkalmatlan endometrium, endometrium

polypus, endometrium hyperplasia, malignus tumor és endometritis.
111.2.3. A klinikai és a korszovettani kizdrdsi és bevdlogatdsi kritériumok

Az operaci6 soran egy betegbdl eltavolitott szovet korszovettani diagnozisa ismeretlen
a mitét idopontjdban. Ahhoz, hogy ndveljiik annak esélyét, hogy egy alapkutatasokat
(molekularis kutatasokat) végz6 laboratériumba egészséges méhnyalkahartya szovet érkezzen,
célszerl klinikai szempontok alapjan kizarasi és bevalogatasi kritériumokat alkalmaznunk.

Minden olyan koriilmény kizarando tényezot jelent, amely az endometrium koros
allapotara utalhat. Ennek figyelembevételével kizarasra keriiltek azok az esetek, ahol az operalt
beteg 45 évnél iddsebb volt, illetve ahol a preoperativ vizsgalatok az endometrium koros
allapotat bizonyitottdk, vagy annak gyanuja mertiilt fel. Kizarasra keriiltek tovabba azok az
esetek, ahol a méhnyalkahartya kinyerése csupan kiegészitd része volt egy ndgyogyaszati
miitétnek, valamint ahol a beteg koreldzményében a méhnyalkahartya igazolt elvaltozésa,
illetve endometriosis szerepel. Mindezek mellett kizarasra keriiltek olyan korallapotok,
amelyek megvaltoztathatjak, illetve befolyasolhatjak az endometrium élettani folyamatait.

A felsorolt kizarasi kritériumokat figyelembe véve, klinikai szempontok alapjan
molekularis vizsgélatra valo bevondsra keriiltek a kdvetkezd esetek (bevalogatasi kritériumok):

ahol az operalt beteg 45 évnél fiatalabb volt, valamint a négydgyaszati mitét kizardlag az
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endometrium méhiiregbdl valo kinyerését célozta. Ezek a miitétek a méhnyalkahartya kaparas
(D&C: curettage, fractionalt curettage, abrasio, fractionalt abrasio), illetve a méhnyalkahdartya
biopszias (HSC: HSC + endometrium biopszia és TCRE) mitétek voltak. Bevalogatasra
keriiltek tovabba azok az esetek, ahol a miitét javallata vérzészavar miatt tortént (pl.: elhuzodo,
bo hiivelyi vérzés, irregularis menzesz).

A minta korszdvettani diagnozisa csak a minta patoldgiai vizsgalata utan valik ismertté.
Retrospektiv vizsgalattal igy csak az egészséges szovetek keriilhetnek alapkutatasos vizsgalatra
valo bevonasra. Ennek alapjan korszovettani bevalogatasi kritériumot jelentett a proliferacios

¢s a szekrécios fazisképet mutaté endometrium.
111.2.4. Matematikai analizis

A korabban emlitett 10 vizsgalati csoport eseteinek szamadatait szdzalékos értékre

konvertaltuk, hogy az eredmények és azok kiértékelése atlathatobba valjon.

111.3. A harmadik kutatdsrész soran alkalmazott anyagok és modszerek

111.3.1. A szovettenyésztési eljards

A kutatdst a DE KK Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika munkatarsaival
kollaboracioban végeztiik, akik kétféle mintat biztositottak szamunkra: ovarialis endometrioid
cysta fal részletet (ectopias endometrium minta), illetve HSC miitét sordn méhiirbdl nyert
méhnyalkahartya szovetet (eutopias endometrium minta). Mindkét tipustt mintat csak az alabbi
esetekben fogadtuk be: az operalt betegek életkora 18 és 45 év kozé esett, a pacienseknek nem
volt kronikusan kezelt tarsbetegsége, illetve nem alkalmaztak kronikusan gyodgyszereket. A
mitét soran eltavolitott szoveteket atszallitasig steril fizioldgids sdéoldatban taroltdk. Minden
minta esetében tajékoztatast kértliink az operalt beteg életkorarol (sziiletési datum), az utolséd

Mind az eutopids, mind az ectopids mintak esetében a kutatas soran 5 kezelési csoportot
alakitottunk ki. A kontroll csoporton kiviil, a mintakat n61 nemi hormonokkal, vagyis 6sztradiol
(E2) és progeszteron (P4) oldatokkal, PACAP oldattal, valamint hormonokkal és PACAP-pal
egylittesen kezeltiink. Tovabba egy etanolos kontroll csoport kialakitasa is sziikséges volt,
mivel a progeszteront abszolut etanolban oldottuk fel. A miitét napjan beérkezett mintat ennek
megfelelden 5 egyenld részre osztottuk, a szdvetdarabokat 60%15 mm-es sejtkulttra
tenyésztésére alkalmas petri csészékben (Eppendorf, New York, NY, USA) helyeztiik el. A

felosztott szovetdarabok tenyésztd csésze feliiletéhez valod tapadésa érdekében a petri csészék
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aljara 15 pL matrigel cseppet (Cultrex® BME, Type 2) oszlattunk el. Tenyésztd médiumként
4,5 g/l glikoézkoncentracioja DMEM (HG-DMEM) oldatot (Lonza, Bend, OR, USA)
hasznaltunk, melyet a kezelés id6tartalma alatt minden nap cseréltiink. Az URM-1. ismeretében
a kezelés idOtartama a menstruacios ciklus 24. napjaig tartott. A mintak aktualis ciklusallapotat
(azaz amelyik ciklusnapon a szovet eltavolitasa megtortént) szintén az URM-1. ismeretében
szamoltuk ki.

A hormonokkal kezelt csoportok esetében célunk volt in vitro koriilmények kozott
imitalni a menstruaciés ciklus soran in vivo megfigyelheté hormonalis valtozasokat. Ennek
elérésére célunk volt tovabba, hogy a tenyésztd médiumban a hormonok végkoncentracidja
megegyezzen a szérumban mérhetd hormonkoncentracidkkal. Emiatt négyféle hormonoldatot
készitettiink az ovarialis ciklus eltéré hormonallapotainak megfeleléen. A hormonoldatok
végkoncentracidja a médiumhoz vald adagolast kovetden megegyezett a korai follikuldris
fazisban, a follikularis fazisban, az ovulacios fazisban és a lutealis fazisban mérhetd szérum
hatarérték koncentraciok atlagaval.

A hormonkezelt csoportok esetében a kezelést a minta mindenkori ciklusallapotanak

crer

a minta egy Uj ciklusallapotd napot ért el, az adott ciklusstatusznak megfeleld

crer

A PACAP-kezelt csoportok esetében PACAP 1-38 oldatot hasznaltunk. Korabbi
szovettenyésztési  tapasztalatokbol  kiindulva a  PACAP  médiumban  mérhetd
eutopids mintat hasznaltunk fel.

111.3.2. A szovetek HE festése és korszovettani elemzése

Jelen kutatas alapfeltétele volt, hogy az ectopids mintdk esetében korszovettani
vizsgalattal igazoljuk az endometriosist, illetve eutopids mintdk esetében kizardlag
patologiamentes méhiliri endometriumot (azaz proliferaciés vagy szekrécios fazisképii)
vizsgaljunk. A laborba érkezé minta méretének fiiggvénye volt, hogy egy kis darab szdvetet
HE festési eljarassal vizsgaljunk tovabb, igy igazolva a kérszdvettani statuszat. Amennyiben a
minta mérete ezt nem tette lehetévé, a DE-KK E-MedSolution rendszerben utdlagosan
ellendriztiik, hogy az egy betegbdl eltavolitott, patologiai vizsgalatra kiildott minta
korszovettani vizsgalata sordn mit diagnosztizaltak.

Egy-egy mintadarabot HE festési eljarassal vizsgalatuk tovabb. A HE festett szovetek

korszovettani elemzése patologus kolléga segitségével tortént.
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111.3.3. Konvencionalis RT-PCR

A fentebb részletezett szovettenyésztési rendszert alkalmazva, mind az ectopids, mind
az eutopias mintak esetében a kezelések utolso napja a 24. ciklusnap volt. A 25. ciklusnapon
tortént a mintakbol torténd RNS izolalas. Az RNS kinyerésére spin-oszlop alapelven miikodo
InvitrogenTM PureLinkTM RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific. Waltham, MA, USA)
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) késziilékkel detektaltuk.
Az Osszes vizsgalati csoport azonos RNS koncentraciora torténd higitasat kovetden, a reverz
transzkripciot High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) segitségével végeztiik el. A kutatas soran a kdvetkezd molekuldk mRNS
expressziojat vizsgaltuk: prePACAP, PACIR, VPACIR, VPAC2R, TGFB-1, TGFBR-I,
TGFBR-II, Smad2, Smad3, Oct4, Nanog, Sox2, p21, VEGF ¢és Aromataz. Haztartasi génként a
GAPDH bizonyult a legstabilabbnak. A kiilonb6z6 gének primerjeit PrimerBlast freeware
program alkalmazasaval terveztik, melyet az IDT (Integrated DNA Technologies,
Interleuvenlaan, Belgium) gyartott le.

a korabban leirtakkal azonos moédon kiviteleztik. A PCR termékek megfelelé savjainak
integralt denzitasértékét ImagelJ 1.40 g freeware program segitségével hataroztuk meg. Minden
gén integralt denzitasértékét a sajat haztartasi gén integralt denzitasértékére normaltunk, majd

ezt kOvette a statisztikai kiértékelés.
111.3.4. Statisztikai analizis

Jelen kutatdsban 6 ectopids mintdbdl és 3 eutopids mintabol nyert eredményeket
hasonlitottuk 6ssze. Egy mintanal a kezelési csoportokon beliill a PACAP kezelt csoportot a
kontroll csoport eredményeihez viszonyitottuk (ectopias mintanal az ECT+PACAP csoportot
az ECT+0 csoporthoz, eutopias mintanal az EUT+PACAP csoportot az EUT+0 csoporthoz). A
hormonkezelt, illetve a hormon- és PACAP-kezelt csoportokat pedig az alkoholos kontroll
csoporthoz (ectopids mintandl az ECT+E2+P4 ¢és ECT+E2+P4+PACAP csoportokat az
ECT+etanol csoporthoz, cutopids mintaknal az EUT-+E2+P4 és EUT+E2+P4+PACAP
csoportokat az EUT+etanol csoporthoz). A kontroll csoportok normalt denzitasértékét 100%-
nak tekintettiik. A kiilonbozd kezelési csoportok normalt denzitasértékét ehhez viszonyitva

konvertaltuk %-os értékre, azaz egy minta esetében azt vizsgaltuk, a kezelési csoportok
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génexpresszioja hany szazaléka a kontroll csoportokhoz viszonyitva. A 6 ectopias, illetve a 3
eutopias minta egyes kezelési csoportjainak kontroll csoporthoz viszonyitott szignifikans
eltéréseit kétmintas t-proba alkalmazasaval mutattuk ki. A szignifikancia kiiszobértékét p<0,05

értékben hataroztuk meg.
IV. Eredmények

IV.1. Az elso kutatasrész eredményei

1V.1.1. A here kanyarulatos csatorndinak sejtdenzitisa és a membrana basalis vastagsdaga

Az AD egerekben minden sejttipus szdma szignifikdnsan lecsokkent a herében a WT
allatokhoz képest. A TAD egerekben szintén minden sejttipus szdma alacsonyabb volt a WT
egyedekhez képest. Megallapithatd azonban, hogy a sejtszam értékek normalizalodtak, illetve
minden sejttipus szdma szignifikdnsan novekedett az AD 4llatok sejtszdmahoz képest.

Az AD egerekben a membrana basalis vastagsaga szignifikdnsan lecsokkent a WT
allatokéhoz képest. Annak ellenére, hogy a TAD egyedekben a szOvettani réteg vastagsaga
szignifikansan novekedett az AD egerekhez képest, a vastagsag mértéke nem érte el a WT

egerekben mérhetd értéket.
1V.1.2. A PACAP receptorok és a PACAP jelatviteli elemek expresszidja

A kutatas soran a harom PACAP kot6 receptor mRNS és fehérjeexpresszidjat vizsgaltuk
meg: PACIR, VPACIR ¢és VPAC2R. Az AD egerekben a PACIR expresszidja alig
detektalhatd, szignifikdnsan lecsokkent a WT egyedekhez képest. A TAD egerekben a receptor
mRNS expresszidja kozel azonos volt, mint a WT 4allatoké, a korrigdlt denzitas értéke
szignifikansan novekedett az AD egyedekhez képest. Hasonld, ezzel korrelald valtozast
figyeltiink meg a Western blot analizis soran. Az AD egerekben szignifikansan lecsokkent a
PACIR expresszioja a WT egyedekhez képest. A TAD allatokban pedig a fehérjeexpresszid
szignifikdnsan novekedett az AD dallatokhoz képest, mérttke a WT egyedekben
megfigyelhetével azonos volt.

A VPACIR mRNS expresszidja tendenciozusan csokkent a WT egyedekhez képest, az
AD ¢és TAD egerekben egyarant. A TAD éllatokban azonban a receptor fehérjeexpresszidja
szignifikdnsan megnovekedett az AD egerekhez képest. Az AD allatokban a VPACIR
fehérjeexpresszidja alig tért el a WT egyedekhez képest.

A VPAC2R mRNS-¢t alig lehetett detektalni a mintakban, egyik vizsgalati csoportban

sem figyeltink meg eltérést az expresszioban. A fehérjeexpressziot vizsgalva azonban

19



kimutattuk, hogy a TAD allatokban a receptor alig detektdlhatod, expresszidjanak mértéke
szignifikansan alacsonyabb volt a tobbi vizsgalati csoporthoz képest.

A PACAP jelatviteli elemek koziil a kovetkezd molekuladk mRNS expresszidjat
vizsgaltuk: PKA, Sox9, Sox10 és PP2A. Western blot segitségével ugyanezen molekulak
mellett a PKA ¢és Sox9 foszforilalt formdinak fehérjemennyiségét is detektaltuk. A P-Sox9
lokalizaciojat immunhisztokémiai festés segitségével is vizsgaltuk.

A PKA mRNS expresszioja a WT allatokhoz viszonyitva szignifikansan lecsokkent az
AD egerekben, mig a TAD egyedekben megndvekedett. A TAD egerekben detektalt valtozas
szignifikdns volt az AD allatokhoz viszonyitva. A molekula fehérjeexpresszidja szintén
szignifikansan csokkent az AD egerekben, mig a TAD allatokban megkdzelitette a WT
egyedekét. A TAD egerekben a PKA fehérjeexpresszid szignifikdnsan novekedett az AD
allatokhoz képest. A PKA aktivabb, foszforilalt formajanak mennyisége A TAD egyedekben
kétszerese volt a WT egerekben detektalhatd értékhez viszonyitva és szignifikdnsan nagyobb
az AD egerekben mérhetéhdz képest. Az AD éllatokban a P-PKA mennyisége szignifikdnsan
alacsonyabb volt a WT egyedekhez képest.

A Sox9 mRNS expresszidja az AD és TAD csoportban egyarant csokkent a WT
egyedekhez képest. A valtozas nem volt szignifikans az AD és WT, illetve a TAD és AD egerek
Osszehasonlitasa soran. A molekula fehérjeexpresszioja az AD és TAD egerekben is magasabb
volt a WT egyedekhez képest. A valtozas szignifikans volt az AD és WT, illetve TAD és AD
egerek Osszehasonlitdsa soran. A Sox9 aktivabb, foszforilalt forméjanak mennyisége a WT és
AD egerekben kozel azonos volt, mig a TAD allatokban megemelkedett. A valtozas az AD
egyedekhez viszonyitva szignifikans volt a TAD egerekben.

Immunhisztokémiai festés soran kimutattuk, hogy mig a WT egerekben a P-Sox9
immunpozitivitds a herecsatornacskakban aranyosan oszlott el, és dominaléan a sejtmagok
koriil lehetett detektalni, addig az AD éllatokban az immunreaktivitas joval alacsonyabb volt,
és a tubuli seminiferi testis perifériasabb részein lehetett megfigyelni. A TAD egerekben a WT
egerekhez hasonld immunreaktivitast figyeltiink meg: a P-Sox9 jelenlétét dontden a sejtmagok
kortl lehetett detektalni.

A Sox10 mRNS expresszioja szignifikdnsan lecsokkent az AD 4allatokban, a WT
egyedekhez viszonyitva. A TAD egerekben a molekula expresszidja meghaladta a WT
allatokban detektalhatot. Ez a valtozas szignifikdns volt az AD egyedekhez képest. A Sox10
fehérjeexpresszigjat alig tudtuk detektalni a WT és AD egerekben, mig a TAD éallatokban

szignifikansan megndvekedett a molekula expresszioja.
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A PP2A mRNS expresszioja kozel azonos volt a WT és az AD egerekben, mig a TAD
allatokban tendencidozusan ndvekedett. Ezzel ellentétben, a PP2A fehérjeexpresszioja
szignifikansan lecsokkent az AD egerekben, mig a TAD allatokban kétszerese volt a WT
egyedekben detektalhatod értéknek. Ez a novekedés szignifikdns volt az AD allatokkal valo

Osszehasonlitds soran.
1V.1.3. A here membrana basalis komponenseinek expresszioja

A kutatds soran a kovetkezO membrana basalist felépitdé molekula mRNS ¢és
fehérjeexpresszidjat vizsgaltuk meg: IV-es tipusu kollagén, IX-es tipust kollagén és testatin. A
IV-es tipust kollagén jelenlétét immunhisztokémiai festéssel is detektaltuk.

A 1V-es tipusu kollagén mRNS expresszidja az AD egerekben szignifikdnsan
lecsokkent, mig a TAD allatokban meghaladta a WT egerekben detektalhatd értéket. Ez a
novekedés szignifikans volt az AD egerekhez képest. Hasonlo valtozast észleltiink a molekula
fehérjeexpressziojaban: a IV-es tipust kollagén expresszidja a WT egyedekhez képest
szignifikansan lecsokkent az AD egerekben, mig a TAD 4llatokban tobb, mint kétszeresére
emelkedett. Ez a novekedés szintén szignifikans volt az AD allatokhoz képest.

A WT egerek herecsatornacskdi membrana basalisdban a IV-es tipust kollagén
immunreaktivitisa egyenletes eloszlast mutatott. Az AD 4llatokban a fehérje
immunpozitivitdsat alig észleltiik. Ezzel ellentétben, a TAD egerekben a fehérje
immunreaktivitasa fokozott volt, a membrana basalisban jobban akkumulalodott.

A IX-es tipusu kollagén mRNS expresszidja hasonlo6 volt a IV-es tipust kollagén mRNS
expressziojahoz: a molekula expresszidja tendencidzusan csokkent az AD allatokban, mig a
TAD egereké meghaladta a WT egyedekben mérhetd denzitasértéket. Ez a ndvekedés szintén
szignifikans volt az AD allatokhoz képest. Erdekes modon, a fehérjeexpresszio nem korrelalt
az mRNS expresszional megfigyelheté valtozasokkal. A IX-es tipusi kollagén
fehérjeexpresszioja az AD és TAD allatokban is alacsonyabb volt, mint a WT egyedekben. A
valtozas szignifikans volt mind az AD és a WT, mind a TAD ¢és az AD egyedek 6sszehasonlitasa
soran.

A testatin mRNS expressziojaban szignifikans eltérések egyik csoportban sem voltak a
WT egyedekhez képest: az AD 4allatokban tendencidzusan csdkkent, mig a TAD egerekben
enyhén novekedett. Ezzel ellentétben, az AD és a TAD allatokban a testatin fehérjeexpresszidja
novekedett a WT egyedekhez képest. Ez a valtozas szignifikdnsnak bizonyult mind az AD és a

WT, mind a TAD ¢és az AD csoportok 6sszehasonlitasa soran.
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IV.2. A masodik kutatasrész eredményei

A korszovettani leletek alapjan, az 1162 Osszesetszam 17,64%-at és 10,67%-at
diagnosztizaltak proliferacids és szekrécios fazisképli endometriumként. A fennmarado esetek
kérszovettani diagnozisa a kovetkezd volt: 1,46% menstruaciods fazisképli endometrium, 4,56%
menopauzalis endometrium, a kéros allapotot mutaté mintdk kozil 13,51% endometrium
polypus, 24,01% endometrium hyperplasia, 4,04% malignus tumor és 1,72% endometritis. Az
eltavolitott méhnyalkahartya mintdk kozil 16,18% alkalmatlannak bizonyult tovéabbi
korszovettani elemzésre, 6,20% pedig exogén hormonhatas jeleit mutatta.

Az 1162 mintavétel koziil 949 miitét célozta kizarolag a méhnyalkahartya kinyerését a
méhtirb6l. A fennmaradé 213 esetben az endometrium reszekcidja csupan jarulékos része volt
egy masik négyogyaszati operacionak.

A 949 esetbdl 833 endometriumot méhkapardsos modszerrel nyertek ki a méhtirbol. A
korszovettani vizsgalatok soran ezek 14,17%-at és 9,84%-at diagnosztizaltak proliferacios és
szekrécios fazisképl endometriumként.

A 949 esetbdl 116 endometriumot hysteroscopia soran végzett biopsziaval nyertek ki a
méhiirb6l. A korszovettani vizsgalatok soran ezek 21,55%-at és 11,21%-at diagnosztizaltak
proliferacios és szekrécids fazisképi endometriumként.

A mintdk korszovettani diagnozisanak ismerete nélkiil, csak a korabban leirt klinikai
kizarasi és bevalogatasi kritériumok alkalmazasaval, a 949 esetb6l 145 (15,28%) bizonyult
alkalmasnak tovabbi alapkutatds kisérletekbe vald bevonasra. A korszovettani eredmények
retrospektiv vizsgéalataval meghatdrozhatd, hogy e 145 minta 22,07%-at és 15,86%-at
diagnosztizaltak proliferacios és szekrécids fazisképli endometriumkeént.

A klinikai kritériumok alapjan valogatott 145 alkalmasnak tlind esetbdl 116
endometriumot méhkaparasos modszerrel nyertek ki a méhiirbdl. A kérszovettani vizsgéalatok
soran ezek 19,83%-4at és 17,24%-at diagnosztizaltak proliferacios €s szekrécios fazisképii
endometriumként.

A klinikai kritériumok alapjan vélogatott 145 alkalmasnak tiind esetb6l 29
endometriumot hysteroscopia sordn végzett biopsziaval nyertek ki a méhiirbdl. A korszovettani
vizsgalatok soran ezek 30,03%-at és 10,34%-at diagnosztizaltak proliferacios és szekrécios
fazisképli endometriumként.

Amennyiben az endometriumot kontroll szovetként szeretnénk tanulmanyozni, csak a

proliferacios és a szekrécids fazisképet mutatd méhnyalkahartya alkalmas tovabbi kisérletes
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kritériumok alkalmazéséaval €s a korszovettani diagnozisok ismerete nélkiil, 145 (15,3%) minta
bizonyult alkalmasnak alapkutatdsos vizsgalatokra vald bevonasra. Ebb6l 116 endometriumot
méhkaparasos modszerrel, 29 endometriumot pedig hysteroscopia soran végzett biopsziaval
nyertek ki a méhtirb6l. A molekularis vizsgalatokra ténylegesen alkalmas esetek csak a mintak
korszovettani eredményének ismeretében hatarozhatok meg retrospektiv modon. A
korszovettani kizarasi és bevalogatasi kritériumokat alkalmazva Osszesen 32 minta volt
alkalmas tovabbi kisérletes vizsgalatokra. Ez a teljes esetszam (949 minta) 3,37%-a, valamint
a klinikailag valogatott esetek (145 minta) 22,07%-a. A 32 ténylegesen alkalmas mintabol 28
endometriumot méhkaparasos modszerrel tavolitottak el a méhiirbdl. Ez a teljes méhkaparasos
esetszam (833 minta) 3,36%-a, valamint a klinikailag valogatott méhkaparasos esetek (116
minta) 24,14%-a. A 32 ténylegesen alkalmas mintabol 4 endometriumot hysteroscopia soran
végzett biopszidval nyertek ki a méhilirbol. Ez a teljes biopszids esetszdm (116 minta) 3,45%-a,

valamint a klinikailag valogatott biopszias esetek 13,79%-a.

1V.3. A harmadik kutatdsrész eredményei

IV.3.1. A PACAP receptorok és a prePACAP mRNS expresszioja méhnydlkahdrtya

mintakban

A PACAP receptorok koziil a PACIR és a VPAC2R mindharom vizsgalt mintaban
expresszalodott, mig a VPACIR-t az egyik mintdban nem lehetett detektalni. Szignifikans
valtozas egyik kezelési csoportnal sem figyelheté meg.

A PACIR expresszidjaban tendenciozus csokkenés észlelhetd az EUT+E2+P4+PACAP
csoport esetében a kontroll csoporthoz viszonyitva, mig az EUT+E2+P4 és EUT+PACAP
csoportokndl valtozas alig detektalhatd, illetve az expresszi6 novekedés mértéke
elhanyagolhato.

A VPAC2R expresszioja esetén mindhdrom kezelési csoportnal (EUT+E2+P4,
EUT+PACAP, EUT+E2+P4+PACAP) tendencidozus ndvekedés figyelhetdé meg a kontroll
csoportokhoz képest.

A prePACAP mRNS-ét csupan 1 mintaban lehetett kimutatni, igy a detektalt valtozasok

statisztikailag irrelevansak a valtozasokat illetden.

1V.3.2. A PACAP receptorok és a prePACAP mRNS expresszioja endometriosis

mintakban
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A PACAP receptorok koziil a VPACI1R minden vizsgalt mintaban expresszalddott, mig
a VPAC2R-t a hatbol 5 mintdban, a PACIR-t pedig 4 mintdban lehetett detektalni.

A VPACIR expresszidjaban az ECT+PACAP ¢és az ECT+E2+P4 csoportok esetében
tendenciozus csokkenés figyelheté meg, mig az ECT+E2+P4+PACAP csoportnal a csdokkenés
mértéke szignifikans a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A VPAC2R expresszidjaban szignifikans valtozasok egyik csoportnal sem figyelhetdk
meg: PACAP-kezelt csoportoknal (ECT+PACAP ¢és ECT+E2+P4+PACAP) kismértékii
tendenciozus csokkenés, az ECT+E2+P4 csoportnal kismértékii tendencidzus novekedés
detektalhato.

A PACIR esetében szignifikans valtozas az ECT+E2+P4 csoportnal figyelheté meg,
ahol a receptor expresszidja novekedett. A tobbi kezelési csoportnal kismértékii tendencidzus
novekedés detektalhato a kontroll csoportokhoz képest.

A prePACAP mRNS-¢ét a hatbdl csupan 2 mintdban lehetett kimutatni. Mivel egy
statisztikailag értékelhetd eredményhez legalabb 3 minta sziikséges, a prePACAP
minta esetében a prePACAP expresszidja kismértékben tendenciézusan novekedett az Gsszes

kezelési csoportnal.
1V.3.3. A TGEp jelatvitel elemeinek mRNS expresszioja méhnydalkahartya mintikban

A TGFB-1 expresszioja az EUT+E2+P4 csoportban csokkent, mig az EUT+PACAP
csoportban novekedést mutatott a kontroll csoportokhoz képest. A hormonok és a PACAP
egyiittes adagolasa hatdsara (EUT+E2+P4+PACAP) a TGFB-1 mRNS expresszidja
megkozelitette a kontroll csoportban detektalhatod expresszido mértékeét.

A TGFBR-I expresszidja mindhdrom kezelési csoportban tendenciézusan novekedett
(EUT+E2+P4, EUT+PACAP, EUT+E2+P4+PACAP). Szintén novekedés figyelheté meg a
TGFBR-II expressziojadban a PACAP-kezelt csoportoknal (EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP), a hormonkezelt csoportban azonban a receptor mRNS expresszidja
csOkkenést mutat (EUT+E2+P4).

A TGFBR-II expresszidjadhoz hasonlod valtozasok figyelhetok meg a Smad2 mRNS
expressziojaban: a PACAP-kezelt csoportokndl az expresszido novekedett (EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP), mig a hormonkezelt csoportndl (EUT+E2+P4) az mRNS expresszid

mértéke alig valtozott a kontroll csoportban detektalhatohoz képest.
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A Smad3 expressziojaban szintén a TGFBR-II expresszidjdhoz hasonld valtozasok
figyelheték meg: a hormonkezelt csoportban csokkenés, a PACAP-kezelt csoportoknal

kismértékii novekedés detektalhato.

1V.3.4. A TGFp jelatvitel elemeinek mRNS expresszidja endometriosis mintakban

A TGFB-1 expresszioja az ECT+PACAP ¢s az ECT+E2+P4 csoportokban alig tért el a
kontroll csoportokhoz képest, elobbinél kismértékben tendencidézusan ndvekedett. Az
ECT+E2+P4+PACAP csoportndl azonban tendencidzus csdkkenés detektalhato.

A TGFBR-I esetében minden kezelési csoportnal tendencidzus csokkenések figyelhetdk
meg a kontroll csoportokhoz képest.

A TGFBR-II expresszidja az ECT+E2+P4 csoport esetén kismértékii tendencidzus
novekedést mutatott, mig a PACAP-kezelt csoportoknal csokkenés detektalhatdé a kontroll
csoportokhoz képest. Az ECT+E2+P4+PACAP esetében szignifikans a csokkenés mértéke.

A Smad2 expresszioja minden kezelési csoportnal tendenciézusan csdkkent a kontroll
mintakhoz képest.

A Smad3 esetétben a Smad2-héz hasonld valtozdsok figyelhetok meg, az

ECT+E2+P4+PACAP csoportnal azonban az expresszio csokkenés mértéke szignifikans volt.
1V.3.5. Az Ossejt transzkripcios faktorok mRNS expresszioja méhnydlkahdartya mintikban

Az  Oct4d  expresszibja a  PACAP-kezelt  csoportok  (EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP) esetében ndvekedett, mig a hormonkezelt csoportban (EUT+E2+P4)
kismértékben csokkent a kontroll csoportokhoz képest.

A Nanog esetében mindharom kezelési csoportban (EUT+E2+P4, EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP) expresszio emelkedés figyelhetd meg, amely a hormonkezelt
csoportnal kismértékii a kontroll csoportéhoz viszonyitva.

Az Osszes vizsgalt molekula koziil a Sox2 mRNS expresszidja az egyik, amelynél
szignifikdns valtozads figyelhetd meg az eutOpids mintdkban: az EUT+E2+P4+PACAP
csoportban az expresszid mértéke szignifikansan csokkent a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Az EUT+PACAP csoportban tendenciézus novekedés, az EUT+E2+P4 csoportban csokkenés

detektalhatd a Sox2 expresszidjaban.
1V.3.6. Az ossejt transzkripcios faktorok mRNS expresszioja endometriosis mintakban

Mig a Nanog és Sox2 minden mintaban expresszalodott, addig az Oct4-et csak a mintak

felében lehetett detektalni.
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A Nanog esetében minden kezelési csoportnal expresszio csokkenés figyelheté meg a
kontroll csoportokhoz képest. Mig az ECT+E2+P4 és az ECT+PACAP csoportoknal a
csokkenés tendenciozus, addig az ECT+E2+P4+PACAP csoportnal a csokkenés mértéke
szignifikéans volt.
csOkkenések figyelhetok meg a kontroll csoportokhoz képest, a szignifikans valtozast azonban
nem az ECT+E2+P4+PACAP, hanem az ECT+E2+P4 csoportnal detektaltuk.

A korabban emlitett 3 mintaban, amelyekben az Oct4 detektalhatd, a molekula mRNS
expresszioja a PACAP-kezelt csoportoknal tendencidozusan emelkedett, mig az ECT+E2+P4

csoportndl tendencidézusan csokkent a kontroll csoporthoz képest.

1V.3.7. Az endometriosis kialakuldsaban jelentos egyéb molekulak mRNS expressziojanak

vizsgalata méhnydlkahdrtya mintakban

Az Osszes vizsgalt molekula koziil az Aromataz mRNS expresszidja szintén az egyik,
amelynél szignifikdns valtozasok figyelhetdk meg az eutopias mintdk esetében. A
hormonkezelt csoportokban (EUT-+E2+P4, EUT+E2+P4+PACAP) szignifikans emelkedés
figyelhetd6 meg az Aromatdz expresszioban, mig az EUT+PACAP csoportban az mRNS
expresszio alig tért el a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A p21 expresszidja mindhdrom kezelési csoportban (EUT+E2+P4, EUT+PACAP,
EUT+E2+P4+PACAP) novekedett a kontroll csoportokhoz viszonyitva.

Az 0sszes vizsgalt molekula koziil a VEGF mRNS expresszidja az utolso, amelynél
szignifikans valtozas figyelhet6 meg az eutopias mintak esetében: az EUT+E2+P4 csoportnal
az expresszié szignifikansan novekedett a kontroll csoporthoz viszonyitva. A PACAP-kezelt
csoportokndl (EUT+PACAP, EUT+E2+P4+PACAP) tendencidzus novekedés figyelheté meg
a VEGF expresszigdjaban.

1V.3.8. Az endometriosis kialakuldsaban jelentds egyéb molekulak mRNS expresszidjanak

vizsgalata endometriosis mintakban

Mindharom molekula esetében expresszid csokkenések figyelhetok meg a hormon- és
a PACAP-kezelt csoportoknal is.

Az Aromataz esetében, mig az ECT+E2+P4 ¢s az ECT+PACAP csoportoknal az
expresszio csOkkenése kismértékii, addig az ECT+E2+P4+PACAP csoportnal a valtozas

mértéke szignifikans a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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A p21 molekulat vizsgalva megallapithaté, hogy az ECT+E2+P4 csoport mRNS
expresszioja alig tér el a kontroll csoporthoz képest, mig az ECT+PACAP csoportnal a
tendenciozus csokkenés mértéke joval nagyobb. Az ECT+E2+P4+PACAP csoportnél pedig az
expresszio csOkkenés mértéke szignifikans.

A VEGF esetében egyik kezelési csoportnal sem detektaltunk szignifikans valtozast a
kontroll csoportokhoz képest. Mig az ECT+E2+P4 csoportban alig tért el az mRNS expresszio
mértéke, addig a PACAP-kezelt csoportoknal a tendencidzus csokkenés joval nagyobb mértékii

volt.
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Eredmények megbeszélése és az értekezés ij tudomanyos eredményei

A PACAP nem tartozik azok kozé az endogén anyagok kozé, amelyek a szervezetben
prominens valtozasokat hoznak létre. Ennek ellenére szamos élettani €s koéros folyamatban
fontos szereppel bir: a jelenléte, illetve a hianya is befolyasolja a szdovetek biokémiai
folyamatait. Jelen kutatasokban az Alzheimer-korban és az endometriosisban betoltott szerepét
vizsgaltuk. Mindkét Dbetegség kialakuldsanak  hatterében  gyulladdsos, oxidativ
stresszfolyamatokkal jard patogenezist feltételeznek. Az Alzheimer-korban a PACAP jelétvitel
him gonadban megfigyelhetd eltéréseit, az endometriosisnal a neuropeptid eutopias és ectopias
szovetre gyakorolt hatdsait tanulményoztuk.

Az Alzheimer-kor egy olyan degenerativ korkép, amely a kozponti idegrendszeren kiviil
periférids szoveteket is érinthet, koztiik a him gonddot is. Ismert, hogy a betegségben a KIR
bizonyos teriiletein a PACAP jelatvitele sériil. Az agy ¢€s a here sejtkdzotti kapcsolatait (neuron-
gliasejt és Sertoli-csirasejt) és vér-szoveti barriereit (vér-agy gat és vér-here gat) tekintve
hasonlosagokat mutatnak egymassal. Nem meglep6 tehat, ha azt feltételezziik, hogy bizonyos
neurodegenerativ betegségek a kozponti idegrendszeren kiviil periférias szdvetekben is
bizonyos mértékben manifesztdlodnak. Az Alzheimer-koér patogenezisének hatterében az Ap-
peptid koéros mennyiségben vald termelddését, illetve akkumulalodasat feltételezik. Ez a
molekula az APP-bdl képzoédik, amely nemcsak a kozponti idegrendszerben, de a herében is
termelddo és megtalalhato fehérje. Az ép szovetekben az amyloidgenezis kontrollalt folyamat.
Ezzel szemben Alzheimer-korban patologias amyloid képzddik. Igazoltuk, hogy az Alzheimer-
korban romlik a him gonad szoveti felépitése: csokken a heretubulusok sejtszama, illetve sériil
a vér-here barrier felépitése is. A mikroszkoposan igazolhat6 karosodasokban szerepet jatszik
a PACAP szignalizacio alulmiikodése. A rendszeres fizikai aktivitds, amely a KIR-ben is
lassitja a neurodegenerativ betegség progresszidjat, jotékony hatassal van a here miikddésére
i1s: a mozgas normalizdlja a PACAP jelatvitel eltéréseit a him gonadban. A neuropeptid
szignalizacioja nagy valoszinliséggel egyike azoknak a biokémiai folyamatoknak, amelyek a
fizikai tevékenység soran aktivalodnak. Feltételezziik tovabba, hogy az Alzheimer-kort
modellezd egerek kisérletekbe valo bevonasa alkalmas lehet a here degeneracios folyamatainak
tanulmanyozasara. Tovabba, a him gonad megfeleld szerv lehet a fizikai aktivitas altal aktivalt
biokémiai folyamatok és a szdveti regeneraciés mechanizmusok vizsgalata soran.

Az endometriosis szerkezeti és viselkedésbeli hasonlosagokat mutat az
endometriummal, a legelfogadottabb elméletek szerint is az eutopids szovetbdl ered. A koros

€s egészséges szovet Osszehasonlitisa biztosithatja a molekularis folyamataik kozti
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kiilonbségek feltarasat. Ezek az eltérések jelenthetik az endometrisosis eliminacidjaban
alkalmazhato terapias lehetéségek megteremtését. Nehéz azonban megfeleld kontrollt talalni az
eutopias szovet vizsgalatara, a sejtvonalak és az allatmodellek tanulméanyozéasa nem fedi le a
humén endometrialis szovetek biokémiai folyamatainak minden aspektusat. A
méhnyalkahartya egy komplex szovet, amelyet sokféle sejttipus épit fel: az endometriumot
alkot6 dssejtek és termindlisan differencialodott sejtek. Ez a diverz populacid egy olyan szoveti
miliét hoz létre, amely finomhangolt, ¢lénk sejtkdzi kommunikéacion alapuld folyamatokkal
biztositja a nyalkahartya ciklusonkénti felépiilését, megtjulasat és ép funkcidjat. Az ectopids €s
eutopias szovet mikroszkoposan (korszovettanilag) azonos sejtekbdl épiil fel. Az endometrium
vizsgalatara hasznalt sejtvonalakat gyakran patologids eutopias meéhnyalkahartyabol, vagy
menstruaciés vérbol izolaljak, és altalaban csak egyféle sejttipusat tartalmazzak a szovetnek.
Réadasul sok sejtvonal immortalizalt. Ezeknek, és a koros nyéalkahartyabol izolalt sejteknek a
molekularis folyamatai sok ponton eltérnek az ép szovet miikodésétdl. A legtobb emlds —
koztiik a kisérletekre leggyakrabban hasznalt egyedek — méhnyalkahartyaja menstruacids ciklus
helyett oestrus cikluson megy keresztiil a reproduktiv életszakasz soran. Néhany allatfaj (pl.:
foemldsok) kivételével menstruacids ciklusa csak a human endometriumnak van. A menstrualo
emldsokkel valo kisérletezés hatranya, hogy a ,,hozzéaférhetdségiik” rendkiviil nehéz, tartasuk
koltséges, illetve a veliik valo kisérletezés sulyos etikai problémakat vet fel. Mindezeken tul,
az endometriosis szintén ,,humanspecifikus” korallapot, ugyanis ectopids endometrium spontan
kizarolag az emberben és a menstruald fajokban alakul ki. Komoly akadalyokba iitkdzik
ugyanakkor az a kutatd is, aki a legalkalmasabbnak tiind méhiiregi nyalkahartya molekularis
mechanizmusait tanulmanyozza. Ugyanis csak az egészséges endometrium jelent valodi
kontroll szovetet az endometriosissal vald Osszehasonlitas soran. A mitéti eljarasokkal
kinyerhetd méhnyalkahartya nagy része azonban koros, igy molekularis folyamataik is szdmos
ponton eltérnek az egészséges szovetétdl. Nem tulzas kijelenteni azt, hogy a legtobb korabbi
kutatas eredménye, amely soran az endometriumot tanulmanyoztak, kell6 kritikaval kezelendd.
Retrospektiv analizisiinkkel bizonyitottuk, hogy a vizsgdlandd endometrium mintak
kivalasztasandl a klinikai bevélogatasi és kizdrasi kritériumok alkalmazasa ndveli annak
esélyét, hogy az alapkutatas soran ép méhnyalkahartyaval dolgozunk. Tovabba minden minta
korszovettani vizsgalata elengedhetetlen a megbizhatd eredmények elfogaddsa érdekében. A
koros szovet igazolasa kizarasi feltételt jelent.

A PACAP endometriumban €s endometriosisban betoltott szerepét korabban még nem

vizsgaltak. Kutatasunk soran eldszor igazoltuk, hogy mindkétféle szovetben expresszalddnak
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PACAP-ko6t6 receptorok, annak ellenére, hogy a neuropeptid maga nem expresszalodik minden
esetben. El6szor imitaltuk tovabba a ndi nemi ciklus hormonélis valtozasait, amely az eutopias
¢s ectopids szovetek mitkddésére is hat a szervezeten beliill. A PACAP adagolasa hormonalis
kozegben eltérd, a kontrollhoz viszonyitott ellentétes expresszids valtozasokat eredményez az
endometrium ¢és az ovarialis endometrioid mintdkban. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek
természetesen ennek megerdsitésére. Jelen kisérleti eredmények ismeretében ugy tlnik, a
PACAP endometriosisban bizonyos mértékben gatolja azokat a mechanizmusokat, amelyek az
ectopias szovet kialakitasdban szerepet jatszanak, mig a méhnyalkahartyaban a koros szovet
képzési folyamatainak irdnyaba hat. Utobbi esetén kérdés, hogy mi a hatar a kontrollhoz
viszonyitott expresszids valtozasoknal, amely a rendszeres id6kdzonként differencialodo és
proliferald szovet ujraépitését eldsegiti, illetve amely az ectopids szovet 1étrejottét okozza. Nem
valoszinii, hogy a jovoben a PACAP Onmagaban elegendd lesz az endometrioid szdvet
eliminalasara, ugyanakkor kombinalt terapidban val6 alkalmazésa potencialis lehetdség lehet a
korallapot kezelésében. A PACAP adagolds altal létrehozott expresszids valtozasok
bizonyitékul szolgalnak arra, hogy alapvetd kiilonbségek vannak az eutopids és ectopias

szovetek biokémiai folyamatai kozott.

30



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam: DEENK/147/2025.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jeldlt: Szegeczki Vince
Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola
MTMT azonositd: 10064876

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Szegeczki, V., Fazekas, L., Kulcsar, M., Reglédi, D., Torok, P., Orlik, B., Lagana, A. S., Jakab, A.,
Juhasz, T.: Endometrium as Control of Endometriosis in Experimental Research: assessment
of Sample Suitability.

Diagnostics. 12 (4), 1-17, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/diagnostics 12040970
IF: 3.6

2. Szegeczki, V., Horvath, G., Perényi, H., Tamas, A., Radak, Z., Abraham, D., Zakany, R., Reglédi,
D., Juhasz, T.: Alzheimer's Disease Mouse as a Model of Testis Degeneration.
Int. J. Mol. Sci. 21 (16), 1-16, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms21165726
IF: 5.924

Tovabbi kézlemények

3. Fazekas, L., Szabd, B., Szegeczki, V., Fillér, C., Varga, A., Godd, Z., Téth, G., Reglédi, D.,
Juhasz, T., Németh, N.: Impact Assessment of Pituitary Adenylate Cyclase Activating
Polypeptide (PACAP) and Hemostatic Sponge on Vascular Anastomosis Regeneration in

Rats.
Int. J. Mol. Sci. 24, 1-24, 2023. ~TEN]
LS
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms2423 16695 /;;1"
<
IF: 4.9 f

[

4. Jozsa, G., Fildp, B. D., Kovacs, L., Czibere, B., Szegeczki, V., Kiss, T., Hajdu, T, TamaszAs

Helyes, Z., Zakany, R., Reglédi, D., Juhasz, T.: Lack of Pituitary Adenylate‘Cy@aﬂse- " Oy
Activating Polypeptide (PACAP) Disturbs Callus Formation. a4 ﬁ:{‘:gi’gﬁi

J. Mol. Neurosci. 71 (8), 1543-1555, 2021.

DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s12031-019-01448-z

IF: 2.866

31



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

4

5. Szegeczki, V., Perényi, H., Horvath, G., Hinnah, B., Tamas, A., Radak, Z., Abraham, D., Zakany,
R., Reglédi, D., Juhasz, T.: Physical Training Inhibits the Fibrosis Formation in Alzheimer's
Disease Kidney Influencing the TGF[béta] Signaling Pathways.

J. Alzheimers Dis. 81 (3), 1195-1209, 2021.
DOI: http://dx.doi.org/10.3233/JAD-201206
IF: 4.16

6. Perényi, H., Szegeczki, V., Horvath, G., Hinnah, B., Tamas, A., Radak, Z., Abraham, D., Zakany,
R., Reglédi, D., Juhasz, T.: Physical Activity Protects the Pathological Alterations of
Alzheimer's Disease Kidneys via the Activation of PACAP and BMP Signaling Pathways.
Front. Cell. Neurosci. 14, 1-14, 2020.

DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fncel.2020.00243
IF: 5.505

7. Szegeczki, V., Bauer, B, Jingling, A, Fllop, B. D., Vago, J., Perényi, H., Tarantini, S., Tamas, A.,
Zakany, R., Reglédi, D., Juhasz, T.: Age-related alterations of articular cartilage in pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) gene-deficient mice.

GeroScience. 41 (6), 775-793, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s11357-019-00097-9

8. Szentléleky, E., Szegeczki, V., Karanyicz, E., Hajdu, T., Tamas, A., Toth, G., Zakany, R., Reglédi,
D., Juhasz, T.: Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide (PACAP) Reduces
Oxidative and Mechanical Stress-Evoked Matrix Degradation in Chondrifying Cell Cultures.
Int. J. Mol. Sci. 20 (1), 168, 2019.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms20010168
IF: 4.556

9. Reglédi, D., Cseh, S., Somoskéi, B., Fiilop, B. D., Szentléleky, E., Szegeczki, V., Kovacs, A,
Varga, A., Kiss, P., Hashimoto, H., Tamas, A., Bardosi, A., Manavalan, S., Bako, E., Zakany,
R., Juhasz, T.: Disturbed spermatogenic signaling in pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide-deficient mice.
Reproduction. 155 (2), 127-137, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1530/REP-17-0470
IF: 3.125

32



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail. publikaciok@Ilib.unideb.hu

A

10. Jézsa, G., Szegeczki, V., Palfi, A., Kiss, T., Helyes, Z., Flilop, B., Cserhati, C., Daréczi, L.,
Tamas, A., Zakany, R., Reglédi, D., Juhasz, T.: Signalling Alterations in Bones of Pituitary
Adenylate Cyclase Activating Polypeptide (PACAP) Gene Deficient Mice.

Int. J. Mol. Sci. 19 (9), 2538, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/ijms 19092538
IF: 4.183

A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora: 38,819

A kozlé folyodiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kozleményekre):
9,524

A DEENK a Jelolt altal a Tudostérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai ellendrzését a
tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2025.04.11.

33



