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1. El6zmények

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivaldo polipeptid
(PACAP) a szekretin/glukagon/VIP peptid szupercsalad
legkonzervativabb tagja a nukleotidok és aminosavak
hossza- és szekvenciaazonossaga tekintetében. Erds
konzervaltsaga arra utal, hogy a PACAP fontos élettani
folyamatokban vesz részt. Szerepet jatszik a kilonb6z6
neuronalis es nem neuronalis sejttipusok
sejtosztddasanak finomhangolasaban. Szabalyozza a
sejtciklus ledllasat, a differencialédast, valamint részt
vesz a sejtek apoptozissal szembeni védelmében és az
apoptozis kivaltasaban is.

A PACAP széles korben megtaldlhaté a
kilonbdz6 agyi régidkban, illetve a periférias szervekben.
Széles korben kifejez6dik a gyomor-bélrendszerben, ahol
tobbek kozott részt vesz a gyulladasos allapotok és a
neuronalis karosodast kovetd helyreallitasi
folyamatokban, valamint az intoxikacié és a neoplasztikus
folyamatok szabalyozasaban, Megtalalhaté a
hasnyalmirigyben, stimuldlja az inzulin felszabadulasat.
A PACARP és receptorai széles kor( elterjedését irtak le a

vesében és az als6 hugyutakban, ahol szerepet jatszik a



vizeleturitésben, a vérellatasban, a hormontermelésben
és a gyulladasi folyamatok szabalyozasaban.

A koézponti kardiorespiratorikus szabalyozasban a
szerepe még nem egyértelmiien tisztazott. Megfigyelhet6
a szivben és az aortdban. Tovabba receptora
megtalalhatd az erekben, beleértve az artériakat,
arteriolakat és kapillarisokat. Megfigyelték jelenlétét a
légutakban is, kezdve a légcsd simaizom kotegein, erein
at, egészen a bronchiolusokig és kritikus szerepet jatszik
az Ujszulottkori 1égzés szabalyozasaban.

Az elmult 30 évben, a PACAP kutatasa soran
megdfigyelték, hogy tobb szinten is befolyasolja a
termékenységet és a reprodukciot. Primer hypophysis
sejtkulturan  medfigyelték, hogy szabdlyozza a
gonadotropinok termelédését, mind kdzvetlen, mind
kézvetett modon. Fokozza a GnRH-val stimulalt
hypophysis sejtek LH (luteinizadld6 hormon) és
follikuluszstimulalé hormon (FSH) szekréciojat. Tovabba
a peptid és receptorai széles korben és stadium
specifikusan el6fordulnak a gonadokban és jelenlétiket
szamos mas reproduktiv szervben is kimutattak.
Medfigyelték, hogy a gonadotropinok a PACAP mRNS
indukcidjat okozzak a preovulatorikus follikulusok

granuldzasejteiben, amely elnyomja a tisz6 sejtjeinek
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apoptozisat és serkenti a preovulatorikus tlisz6k
progeszterontermelését, ezzel serkentve a luteinizaciot. A
GnRH stadiumfliiggé modon szabalyozza a PACAP
génexpressziot. Mig az éretlen tiszdk granuléza
sejtieiben a GnRH gatlé hatassal volt a PACAP mRNS
szintjére, addig a preovulatorikus tlisz6k
granulézasejtjeiben serkentbleg hatott. A PACAP
expresszidja tehat differencialtan szabalyozott a ciklus
soran és fontos szerepet jatszik a preantralis folliculusok

Az endogén PACAP hianya jelent6s hatassal van
a termékenységre és a reprodukciora. PACAP
génhianyos (KO) egereken végzett vizsgalatokban
alacsonyabb reprodukcidés ratat tapasztaltak. Nem
talaltak kllénbséget az ovulaciéban, a petefészek
szovettanaban vagy a parzast igazolé szeminalis dugo
meglétében, ugyanakkor jelentds rendellenességet
taldltak az implantacibban és a kapcsolodo
hormonszintekben, valamint az utédok mortalitasi
aranyaban.

A PACAP nagy koncentracioban van jelen a
herékben. Stadiumspecifikus szupressziv hatassal van az
éretlen Leydig-sejtek proliferacidjara, és doézis-fuggé

modon  stimuldlja a tesztoszteron szekrécidt a
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Leydig-sejtekben. Kimutattak jelenlétét epididymalis
spermiumok  akroszémajaban, amely felveti az
akroszomalis PACAP fertilizacioban betoltott szerepét.
Tovabba PACAP-specifikus receptort figyeltek meg a
cumulus sejtek kils6 rétegében, ennek lokalizacidja arra
utal, hogy a spermiumok és a cumulus sejtek kozott
PACAP altal kozvetitett kolcsonhatas ezen a helyen
torténik, valdészinlsiti azt a felvetést, hogy a fertilizacio
soran a cumulus rétegen valo athaladas soran jatszik

szerepet.



2. Ceélkitiizések

Tanulmanyunk soran az alabbi célokat tlztuk ki:

Endogén PACAP hatasanak vizsgalata

1. anbstények ciklusara (1. kisérlet)

2. a preimplantaciés embridk fejlédésére és az
implantacié esélyére (2. - 3. kisérlet)

3. a spermiumok motilitdsara és morfoldgiajara
(4. kisérlet)

Tovabba feltételezzik, hogy a killséleg adagolt
PACAP el6nybésen befolyasolhatja bizonyos asszisztalt
reprodukciés eljarasok sikerességét, ezért kutatdsunk
masodik felében erre irdnyuld vizsgalatokat tOztunk ki

célul.
Exogén PACAP hatasanak vizsgalata

1. azin vitro embriétenyésztés soran (5. kisérlet)
2. sejtvédd anyagként embridk vitrifikdlasa soran
(6.- 7. kisérlet)

3. spermiumok mélyh{tése soran (8. kisérlet)



3. Anyagok és moédszerek

Felhasznalt kisérleti allatok

A PACAP konzervéltsaga és human és egér
PACAP38 szekvenciajanak 100%-os azonossaga,
valamint preimplantaciés embriofejlédésben mutatott
fejlédési szakaszok és a kialakul sejtvonalak azonossaga
miatt, vizsgalataink tébbségéhez az egeret valasztottuk
modellallatnak. A vizsgalatokat BDF-1 egértorzs
10- 12 hetes egyedein, valamint CD1 egértorzs
10-12 hetes vad tipusu (PACAP-pal rendelkezd,
kontroll) és PACAP KO egyedein végeztik. Utébbiakat a
Pécsi Tudomanyegyetem Anatomiai tanszéke biztositotta
szamunkra. Az allatokat a budapesti Allatorvostudomanyi
Egyetem Szilészeti Tanszék és Haszonallat-gyogyaszati
Klinika kisérleti  allathazaban tartottuk 21°C-os
hémérsékleten, 65%-o0s paratartalom és 12 ora
sotét / 12 6ra vilagos fényprogram hasznalata mellett. Az
allatok tartasi korulményei megfelelnek az aktualis
jogszabaly feltételeinek (PE/EA/1101-7/2017;
PE/EA/1062-6/2021).

Az exogén PACAP spermiumok mélyhitése soran
valé alkalmazhatésaganak vizsgalatdt a nagyobb

volumen és a kevésbé invaziv beavatkozas, valamint a
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veszélyeztetett fajtak génmegbrzésének indokoltsaga
miatt kutyak mellékheréjéb6l nyert spermiumokon
végeztik, melyhez a sziikséges mintakat a Szllészeti
Klinika  menhelyi  kutyak ivartalanitasat célzé

programjabdl kaptuk.

Vizsgalati médszerek

1. kisérlet: A néstények ciklusara gyakorolt
hatasanak vizsgalatara ciklusdiagnosztikat végeztink. Az
Osztradiol és progeszteron napi szintjeinek méréséhez
radioimmunoassay technikat hasznaltunk, amelyhez
CD1-es egértorzs vad tipusu és PACAP KO egyedeinek
bélsarmintait hasznaltuk fel.

2. kisérlet: Az endogén PACAP preimplantaciés
embriok fejlédésére gyakorolt hatasa soran CDl-es
egértorzs vad tipusu és PACAP KO ndstény egyedekbdl,
szuperovulaltatast (intraperitoneadlisan 7,5 NE eCG,
48 6ra elteltével pedig 7,5 NE hCG) és parzast kdvetben
kinyert embriokat vizsgaltunk. A 96 0ras in vitro
tenyésztést kdvetben SYBR14 fluoreszcens festéssel
hataroztuk meg a blasztociszta fejlettségli embriok
mikronukleusz aranyat (téredezett kromatinallomany).

Ennek nagymértékl jelenlétét Osszefliggésbe hoztak a



gyenge beagyazodasi sikerrel és a fejlédési folyamatok
akadalyozasaval.

3. kisérlet: Az endogén PACAP implantaciéra,
illetve embridfejlédésre gyakorolt hatasanak vizsgalatara,
a PACAP-ot természetes moddon tartalmazé BDF1
alvemhes és vemhes ndstények méhszdvetének és
blasztociszta embriék Adcyapl (PACAP-ot kédold gén)
és Hbegf (heparin binding epidermal growth factor - like
growth factor-t kédold gén) expresszios szintjét mértik
qPCR technikdval. gy megvizsgaltuk fiilgg-e a
méhszoveti expresszio mértéke az embriok jelenlététél
(Alvemhes vs. vemhes néstény), valamint az egyes
méhszoveti expresszidkhoz tartoz6 embridk fejlettséqi
szintjét, illetve a két vizsgalt gén expresszidja kozotti
korrelaciot.

4. kisérlet: Az endogén PACAP himek
reprodukcidéjara gyakorolt hatasanak vizsgalata soran
CD1-es egértorzs vad tipusu és PACAP KO egyedek
mellékheréjébdl nyert spermiumok motilitdsat meértik
CASA rendszerrel, valamint Spermac festéssel
meghataroztuk a morfologiai eltéréseket.

5. kisérlet: Az exogén PACAP in vitro tenyésztés
soran valé alkalmazasanak hatasat a preimplantaciés

embridk fejlédésére BDF1 egértérzset hasznaltunk.
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Szuperovulaltatast és parzast kovetben a kinyert
embridkat 0 uM [kontroll csoport], 4 uM, 6 uM, 8 uM,
valamint 10 yM PACAP-pal kiegészitett G-1 ™ PLUS
tapfolyadékokban tenyésztettik. 96 ora elteltével
SYBR14 fluoreszcens festékkel hataroztuk meg az
embridok mindségét (mikronukleusz aranyt).

6. kisérlet: Vitrifikacio soran valé alkalmazasanak
vizsgalatakor BDF1 szuperovulaltatott nd&stényektdl
szarmaz6 embridkat vitrifikaltunk és a felolvasztast
kovetd 24 odras in vitro tenyésztést kovetben
meghataroztuk a tovabbfejlédési aranyat. 1 uM és 2 uM
PACAP kiegészitést alkalmaztunk két kulonbozé lépés
soran. Egyrészrél a vitrifikacidé el6készitése soran az
equilibraciés médiumot (EM) 1- illetve 2 yM PACAP-pal
egészitettik ki (EM1, EM2), majd a felolvasztast kdvetéen
24 oran keresztll tenyészté médiumban (TM) kiegészitd
kezelés nélkul tenyésztettik. Masrészrél az embriokat
PACAP kezelés nélkul vitrifikaltuk, majd felolvasztas utan
1- illetve 2 puM PACAP-pal kiegészitett tenyészt6
médiumban in vitro tenyésztettuk 6ket 24 6ran keresztil
(TM1, TM2). A kontroll csoport esetében az embriokat
kiegészitd kezelés nélkul vitrifikdltuk majd in vitro

tenyésztettuk.
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7. kisérlet: Vitrifikacio utani implantacios esélyre
gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz az el6z6 kisérletben
részletezett médon vitrifikalt és tenyésztett embriok Hbegf
expresszios  szintjgt mértitk gPCR  technikaval.
Vizsgalatunkat friss kontroll csoporttal is kiegészitettiik.

8. kisérlet: Az exogén PACAP spermiumok
meélyhitése soran vald alkalmazhatdésaganak vizsgalatat
a nagyobb volumen és a kevésbé invaziv beavatkozas
miatt kutyak mellékheréjéb6l nyert spermiumokon
végeztik. A spermiumban gazdag oldatot 4 felé osztottuk
és kezelési csoportnak megfeleléen 0 pM (Kontroll
csoport), 2 uM, 4 uM, 8 uM PACAP-ot adtunk az oldathoz,
majd a gyarto protokollja alapjan elvégeztiik a meélyhitést.
A spermiumok motilitAsanak vizsgalatahoz CASA
programot hasznaltunk, a morfolégiai analizishez a

keneteket Spermac festékkel festettik.
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4. Eredmények és megbeszélés

Endogén PACAP hatasara iranyul6 vizsgalatok

Néstények Osztrusz ciklusanak vizsgalata soran
nem talaltunk szignifikans kulonbséget a vad tipusu és
PACAP KO egerek 6sztradiol és progeszteron termelése
kozott, amely 6sszhangban van Isaac és Sherwood 2008-
ban kozolt, hivelykeneteken végzett megfigyelésével.
Vizsgalatuk soran tovabba csodkkent beagyazodott
embriészamot tapasztaltak a PACAP KO néstényekben.
Esetlinkben a PACAP preimplantaciés embridfejlédésre
gyakorolt hatasanal a génhianyos embridkban magasabb
mikronukleusz aranyt figyeltink meg. Mivel ennek
emelkedett jelenlétét 6sszefliiggésbe hoztdk a gyenge
beagyazodasi képességgel, megfigyelésiink
alatdmaszthatja és magyarazatot adhat Isaac és
Sherwood elméletére, miszerint a PACAP szerepet
jatszhat az implantacios folyamatokban.

Génexpressziés mérések soran, a vemhesség 4.
napjan szignifikansan nagyobb volt az embriéval
rendelkez6, vemhes ndstények méhszoveti Adcyapl és
Hbegf relativ expresszidja. Az irodalmi adatok arra
utalnak, hogy a vemhesség korai szakaszaban

folyamatosan emelkedd progeszteron ndveli a PACAP
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koncentraciojat. Mivel nem talaltak szignifikans
kilénbséget vemhes és alvemhes egerek szérum
progeszteron szintjében, igy eredményeink arra
engednek kévetkeztetni, hogy a magasabb Adcyapl szint
nem korlatozédik a progeszteron altal kivaltott serkent6
hatasra, az embridk jelenléte is befolyasolhatja az
endometrialis Adcyapl szintet. Tovabba PACAP
esetében szignifikans kapcsolatot talaltunk a méhszoveti
expresszio és az embriok fejlettsége kézott. A néstény
mehszoveti expresszidjanak 0,001-gyel vald
emelkedésével 3,92-szer nagyobb eséllyel fordulnak eld
blasztociszta fejlettségli embridk, ami feto-maternalis
kommunikaciora utal.

Az endometrium a HB-EGF altal jelez vissza az
embridnak, hogy aktivalja a trophoblast-differencialédast.
Ez a folyamat a késébbi kapcsolddas és penetracid soran
szlkséges, és csak akkor megy végbe, ha megfeleléen
fejlett embridk (blasztocisztdk) vannak jelen. A szdveti és
embrionalis Hbegf-expresszio 6sszefliggésére vonatkozé
eredményeink is megerésitik ezt az elméletet, mivel
gyenge pozitiv kapcsolatot talaltunk Hbegf méhszoveti és
az embriok Hbegf relativ expresszidja k6zott, Ezenfelll a

Hbegf mMRNS alacsony szintjét taldltuk a nem kompakt
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embridokban, mig a morulak és kildndsen a blasztocisztak
nagy mennyiségi Hbegf mRNS-t expresszaltak.

A korrelacios egyultthatokbdl gyenge pozitiv
kapcsolat latszik, az Adcyapl és a Hbegf szoveti relativ
expresszidja kozott is, ami a PACAP szerepére utal a
periimplantaciés idészakban, ugyanakkor az Adcyapl
szoveti és az embridk Hbegf relativ mRNS szintje kozotti
korrelacios egyutthaté nem kilénbozik szignifikansan a
nullatél, mi arra enged koévetkeztetni, hogy a PACAP-nak
nincs, vagy korlatozott hatasa van az embriok HB-EGF
termelésére ebben az id6szakban.

PACAP KO és vad tipusu himeken veégzett
vizsgalataink alapjan nem talaltunk szignifikans
kdlonbséget sem a spermiumok motilitdsaban sem a

morfologiaban.

Exogén PACAP hatasa

Embridk esetében az exogén PACAP in vitro
alkalmazasa soran szignifikansan csokkent a DNS
fragmentacié a 8 uyM PACAP-pal kezelt csoportban a
kontrollhoz képest. Lee és munkatarsainak tluszdkon
végzett 1999-es tanulmanyaban a PACAP kezelés
dozisfiggé mobdon gatolta az apoptotikus DNS

fragmentaciot. Vizsgalatunk  alatdmasztja ezen
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eredményeket, és megfigyeltik, hogy embriok esetben is
tapasztalhat6 ez a jelenség.

Mélyhiités soran valé alkalmazasakor a 2 uM
PACAP-pal (EM2) kezelt csoport esetében szignifikansan
nagyobb tovabbfejlédési aranyt tapasztaltunk a
felolvasztast kovetd6 24 odraban a vitrifikalt kontrollhoz
képest, valamint magasabb Hbegf expressziot figyeltiink
meg a friss embridkhoz képest. Ha azonban a PACAP-ot
a felolvasztas utan az in vitro tenyésztés soran (TM 1,
TM 2) hasznaltuk, nem talaltunk szignifikans kiilénbséget
a fejlédési Utemben a vitrifikalt kontroll embriékhoz
képest. Feltételezhetd, hogy a PACAP jelenléte az EM-
ben torténd inkubacié soran felkészitette az embriokat
arra, hogy jobban ellendlljanak a kriokonzervalas karos
hatasainak, s6t védéhatast fejtett ki az ezt kbvetd 24 éras
felolvasztas utani in vitro tenyésztés soran. Irodalmi
megdfigyelések szerint a vitrifikaciés és felolvasztasi
eljaras soran génexpresszios valtozasok kdvetkezhetnek
be, mivel a kriokonzervalas befolyasolja az mRNS-ek
stabilitasat, ezért azok egy része hajlamos a lebomlasra.
Vizsgalatunk soran a vitrifikacié kézben 2 yM PACAP-pal
kezelt embriokban magasabb Hbegf expresszids szintet
talaltunk, arra utal, hogy az exogén PACAP megvédheti

az embriét a kriokonzervalas karositd hatasatol. Friss
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embriokhoz képest tapasztalt magasabb expresszios
szint pedig arra utal, hogy a vitrifikacidos protokoll alatti
PACAP-kezelés dozisfliggd moédon kedvezbéen hat a
Hbegf gén expressziojara.

A fagyasztott spermaban elkerilhetetlendl
el6fordulnak bizonyos kriosériilések a sejteken belll,
kilonésen a jégkristalyok kialakulasa miatt. A
kriokonzervalas legnyilvanvalébb hatasa a spermiumok
motilitasanak  csOkkenése. Ez feltehetbleg a
membranpermeabilitas ndvekedésének eredménye, ami
szamos molekula, kéztlik a motilitdshoz sziikséges ATP
extracellularis diffuziéjahoz vezet, amelyet a spermiumok
a hidegsokk utan mar nem képesek eléallitani. A PACAP
spermiumok mélyhiltése soran valé alkalmazasakor a
4 uM illetve 8 yM PACAP-pal kezelt csoportban nem volt
szignifikdns eltérés a friss spermiumok maotilitasahoz
képest, mig a kontroll és 2 uM esetében szignifikans
csokkenést tapasztaltunk. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a PACAP dézisfiggé mddon képes megvedeni a

spermiumokat a kriosérulésekkel szemben.

Osszegzés
Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy az

endogén PACAP-nak citoprotektiv szerepe van a

17



preimplantaciés  embriofejlédés soran a  DNS
fragmentacioval szemben, pozitiv hatassal van a
preimplantaciés embri6 minéségére, hianyaban a
mikronukleuszok aranya né, mely csokkenti az
implantaciés képességet. Tovabba pozitiv kapcsolatot
talaltunk a méhszoveti expresszidja és az embridk
fejlettsége kozott. Az exogén PACAP preimplantacios
embrid tenyésztése soran valé alkalmazasa javitja az
embriok mindségét, csokkenti a DNS fragmentaciot és
sejtvéd6 anyagként valo alkalmazasa mind embrié, mind
spermium esetében dézisfiggd moddon emeli a
krioprezervacié utani tulélést. Ezek az Uj ismereteink
segitséget nyujthatnak az asszisztalt reprodukcios eljaras

kildnb6z6 1épéseinek késébbi tovabbfejlesztésében.
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Uj tudomanyos eredmények

PACAP KO egerek vizsgalataval, objektiv modon,
szteroidhormonok-metabolit szintjének (6sztradiol
€s progeszteron) mérésével igazoltuk, hogy a
PACAP nincs hatassal a néstény egerek

osztruszciklusara.

. Az endogén PACAP-nak citoprotektiv szerepe
van a preimplantaciés embriéfejlédés soran a
DNS fragmentacioval szemben, pozitiv hatassal
van a preimplantacios embri6 minéségére,

hianyaban a mikronukleuszok aranya né.

Kisérleteink voltak az els§ prébalkozasok
preimplantaciés embriék PACAP (Adcyapl)
expresszidjanak merésére és el6szor mutattunk ki
kapcsolatot méhszéveti PACAP és egy
beagyazddasra haté ndvekedési faktori, a
HB-EGF k6z6tt, ezaltal kimutattuk, hogy a PACAP
szerepet jatszhat a peri implantaciés idészakban
a beagyazédas tamogatasaban. Ezen kivl
serkentd hatassal van a preimplantacios embriok

fejlédésére. Valamint méhszdveti expresszidja
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korai vemhesség esetén embrid jelenlététdl fugg,
nem korlatozédik a progeszteron stimulalo

hatasara.

Kutatdsunk  eredményei voltak az els6
bizonyitékok, hogy az exogén PACAP
preimplantaciés embrid tenyésztése soran vald
alkalmazasa javitia az embriok mindségét,

csokkenti a DNS fragmentaciot.

Vizsgalataink soran alkalmaztuk el6szor a
PACAP-ot embriok vitrifikacioja illetve
spermiumok mélyhitése soran. Mind embrio,
mind spermium esetében ddézisfiggd maoddon

ndveli a krioprezervacié utani tulélést.
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