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I. Roviditések jegyzéke
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I1. Bevezetés

1. Aretina és a retinalis pigmentham

A retina (recehartya) a szem legbels6 burka, annak fényérzékeny rétege. A szem optikai
rendszere altal idefokuszalt fény kiilonboz6 elektromos és kémia reakciokat indit be, melynek
segitségével az informacid a latdoidegen keresztiil a nyakszirtlebenyben taldlhato
latokozpontba keriil. A retinan beliil tiz réteget kiilonboztetiink meg (1. abra). A retina elsé
rétege a pigmenthamsejtek rétege (RPE), amely egy vastag bazal membranon (Bruch-féle
membran) il. A masodik rétegben helyezkednek el a fotoreceptorok kiilsé ¢és belsod
szegmensei (fotoreceptorok rétege). Ezutan egy hatarhartya kovetkezik, amit a Miiller glia
sejtek nyulvanyai hoznak Iétre (kiils6 hatarhartya). A negyedik réteg a fotoreceptor sejtek
sejttestjeit tartalmazza (kiils6é magvas réteg). A kovetkez6 egy szinaptikus réteg, ahol a
fotoreceptorok, a horizontalis sejtek és a bipolaris sejtek kapcsolddnak egymashoz (kiilsd
szinaptikus réteg). Ezt kdvetden egy ujabb magvas réteg kovetkezik, az elébb emlitett
horizontalis- és bipolaris sejtek, valamint az amakrin és a Miiller glia sejtek sejttestjeivel
(belsé magvas réteg). A hetedik rétegben szinaptizalnak a bipolaris, amakrin és ganglion
sejtek, majd a ganglionsejtek perikaryonjaibol allo réteg kovetkezik (belsd szinaptikus réteg
¢és ganglionsejtek rétege). A kilencedik rétegben futnak a ganglionsejtek axonjai, ezek alkotjat
a latoideget (idegrostréteg). Végiil egy Gjabb hatarhartya zarja a retinat az iivegtest felé (belso
hatarhartya). A retina belsdé kilenc rétegét egyiitt neuroretindnak nevezziik A retinalis
pigmentham a neuroretina és az érhartya (choroidea) kozott talalhaté egyrétegi ham, a
recehartya legkiils rétege (2. abra). A pigmentham apikalis felszine a fotoreceptor sejtek
kiils6 szegmensével, a basolateralis felszin pedig a Bruch-féle membrannal all szoros
osszekottetésben, amely elvalasztja az RPE sejteket a lamina choriocapillaris fenesztralt
endotheliumatol. A pigmentham hozzajarul a kiils6 vér-retina gat (blood retina barrier - BRB)
kialakitdsahoz, mig a belsé vér-retina gatat a retinat ellatdo erek endotheliuma alkotja. Az
egymassal szomszédos RPE ¢és endothel sejtek kozotti tight junction-6k elengedhetetlenek a
vér-retina gaton atjutd folyadékok és egyéb anyagok atdramlasdnak kontrollaldsdhoz. Ezen
kiviil megakadalyozzak a karos molekulak és plazma Osszetevok retindba vald bejutasat. A
pigmenthdmsejtek ezen zar6 funkcidja alapvetd fontossagi a retina integritdsanak

fenntartasaban (Strauss 2005).



1. dbra. A retina szévettani képe (HE festés)
forrds: PTE-AOK Anatomia Intézet szévettani anyaga
RPE- retinalis pigmentham, PL- fotoreceptorok rétege, OLL-kiilsé hatarhartya, ONL-kiilsé magvas réteg, OPL-
kiilsd szinaptikus réteg, INL- belsé magvas réteg, IPL- belsd szinaptikus réteg, GCL- ganglionsejtes réteg, OFL-
idegrostreteg, ILL-belsé hatarhartya

A pigmenthamsejtek az alabbi fontos funkciokkal rendelkeznek: ionok, viz és
tapanyagok transzportja; a szort fény elnyelése, ezaltal védelem a fotooxidacié ellen; a transz-
retinal visszaalakitasa 11-cisz-retinal-1a, amely a latas egyik kulcsfontossagli folyamata; a
fotoreceptorok kiils6 szegmensének fagocitalasa és kiillonbozé nélkiilozhetetlen anyagok
kivalasztasa (3. abra). Ezeken kiviil a pigmenthamsejtek beallitjdk az ionkoncentraciot a
szubretinalis térben, amely Iétfontossagi a fotoreceptor sejtek ingerelhetdségének
fenntartasahoz (Steinberg 1985). Végiil, az RPE sejtek immunszupressziv anyagok
kibocsajtasaval a szemgolyd védelmét szolgaljak. Az elmult években in vitro kisérletekkel
igazoltak, hogy ezen sejtek fontosak a szemben lejatszodé immunoldgiai folyamatokban, mert
f6 hisztokompatibilitasi komplexet, adhéziés molekuldkat, Fas ligandot ¢és kiilonb6zo

citokineket expresszalnak (Holtkamp et al. 2001). Ezen funkciok barmelyikének sériilése a

crer



2. abra. A pigmentham szdvettani képe (festetlen készitmény)

A pigmentham azon funkcidirdl, melyek kisérleteinkben relevansak, részletesebben
beszamolnék. A pigmenthamsejtek kiilonféle novekedési faktorokat (Simd et al. 2006),
valamint a retina (Cao et al. 1999; Steele et al. 1993) ¢és a lamina choriocapillaris (Witmer et
al. 2003) szerkezeti egységének megtartasahoz nélkiilozhetetlen egyéb faktorokat
szekretalnak. Tehat az RPE sejtek a fotoreceptorok tulélését szolgalé molekuldkat termelnek,
valamint biztositjak a retina megfeleld vérellatasat a choroidea feldl. A pigmentham az alabbi
fontos faktorokat valasztja ki: pigmentham eredetii faktor (PEDF) (Dawson et al. 1999; King
¢s Suzuma 2000; Sim6 et al. 2006), vaszkularis endotelialis névekedési faktort (VEGF)
(Adamis et al. 1993; Kuroki et al. 1998; Lopez et al. 1996; Sim¢ et al. 2006; Wirostko et al.
2008; Witmer et al. 2003), fibroblast novekedési faktor (FGF-1, FGF-2, and FGF-5) (Dunn et
al. 1998; Kitaoka et al. 1993; Kitaoka et al. 1994; Simo et al. 2006; Sternfeld et al. 1989),
transzformalod novekedési faktor-pf (TGF-B) (Kvanta 1994; Matsumoto et al. 1994; Sim¢ et al.
2006; Tanihara et al. 1993), inzulin-szer(i névekedési faktor-1 (IGF-I) (Martin et al. 1992;
Slomiany és Rosenzweig 2004), idegi novekedési faktor (NGF), agyi eredetli neurotrofikus
faktor (BDNF), neurotropin-3 (NT-3), ciliaris neurotrofikus faktor (CNTF) (Cao et al. 1997,
Walsh et al. 2001), vérlemezke eredetii novekedési faktor (PDGF) (Simo6 et al. 2006,
Campochiaro et al. 1989; Campochiaro et al. 1994), lencse-epitéium eredetli névekedési
faktor (LEDGF) (Ahuja et al. 2001), kiilonb6z6 interleukinok (Ishida et al. 2003; Streilein et
al. 2002; Wenkel és Streilein 2000), kemokinek (MCP-1, MCP-2, RANTES) (Juel et al.
2012), tumor nekrozis faktor o (TNF-a), kolonia stimulalé faktor (CSF) és a szoveti matrix

metalloprotedz gatlok kiilonbozo fajtai (TIMP) (Alexander et al. 1990; Della et al. 1996;



Eichler et al. 2002; Padgett et al. 1997; Ruiz et al. 1996). Ezek koziil legfontosabbnak a PEDF
¢s a VEGF mutatkozik.
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3. dbra. A pigmentham fontosabb funkcioi
(forras: Strauss 2005 (modositva))

Az egészséges szemben a pigmenthdm PEDF-et szekretal, amely kétféleképpen segit
fenntartani a retina és a choroidea strukturajat. A PEDF neuroprotektivnek bizonyult glutamat
¢és hipoxia indukalta apoptozissal szemben (Cao et al. 2001; Ogata et al. 2001). Ezek mellett
anti-angiogenikus hatasat is leirtak: a PEDF gatolni tudta a choriocapillaris endothel sejtek
kifejtett ezen hatasa a szem embrionalis fejlddésében is fontos szerepet jatszik (Behling et al.
2002; Jablonski et al. 2000). PEDF deficiens egereken bebizonyitottak, hogy a PEDF jelent6s
modulatora a korai posztnatalis vaszkularizacionak és hidnyaban, hiperoxids koriilmények
kozott az erek konnyebben elzdrédnak (Huang et al. 2008).

A pigmentham altal termelt masik igen fontos faktor a vaszkularis endothelidlis
novekedési faktor, a VEGF. Az egészséges szemben alacsony koncentracioban termelddik
(Lu et al. 1998; Simo et al. 2006), feladata az endothel sejtek apoptdzisanak gatlasa és ezzel
fontos szerepet tolt be a choriocapillaris endothelium integritdsanak megdérzésében (Burns és
Hartz 1992). A VEGF az endothel sejtek fenesztraltsaganak stabilizasalaval befolyasolja a
sejtek permeabilitasat (Saucan €s Palade 1992). Az egészséges szemben a PEDF és a VEGF a
pigmentham két kiilonboz6 felszinére valasztodik ki. A PEDF az apikélis felszinre, ahol a
fotoreceptorokra fejti ki hatdsat, mig a VEGF-et a bazalis felszinre szekretalja a sejt és a

choroidea endotheliuméra hat elsdsorban (Becerra et al. 2004; Blaauwgeers et al. 1999). A



talzott VEGF termelés a proliferativ diabéteszes retinopatia egyik legfobb kivaltdja. A
makuladdéma patogenezise még kevésbé ismert, de a VEGF és mas gyulladasos citokinek
részt vesznek a kialakulasaban. A pro-angiogenikus VEGF és az anti-angiogenikus PEDF
egyensulya kritikus ezen korképek létrejottében. RPE sejtkulturakban, magas gliikkdz szint
mellett megfigyelték példaul a PEDF expresszio csokkenését (Yao et al. 2003). Ezért a VEGF
gatlasa, illetve a PEDF szekrécio stimuldlasa mind hatékony moédszer lehet a diabéteszes
retinopatia kezelésében. Az utdbbi években kimutattdk, hogy az RPE sejtek a fent
emlitetteken kiviill egyéb faktorokat is termelnek. Tobbek kozott szomatosztatint,
erythropoietint ApoAl-et és dopamint, melyek mind fontos terapias jelent6séggel birnak
(Simo et al. 2006; Ming et al. 2009).

A fejlett orszagokban, dolgozé kort egyéneknél a diabéteszes retinopatia a vaksag vezetd
oka (Congdon et al. 2003). Az I-es tipusu diabétesznél a proliferativ diabéteszes retinopatia
(PDR), mig a kettes tipusunal a diabéteszes makuladdéma a legaltalanosabb latast karositd
tényez0. A Il-es tipusu diabétesz joval gyakoribb elofordulasa miatt diabéteszes betegeknél a
latasromlasnak legtobbszor az utébbi karosodas az oka (Lightman és Towler 2003). Mindezek
mellett azt is kimutattdk, hogy a kettes tipusu diabéteszes betegeknél a PDR mellett szinte
mindig kialakul makuladdéma is (Tong et al. 2001). A betegségek patogenezisének
legfontosabb komponensei a proliferativ diabéteszes retinopatiaban a hipoxiat kovetd
neovaszkularizacid, mig makuladdéma esetén a vér-retina gat sériilése miatt bekovetkezo
folyadékbedramlas (Joussen et al. 2007; Simo et al. 2006). A diabéteszes retinopatiat targyald
legtobb tanulmany a belsd vér-retina gat diszfunkciojaval és a neuroretina karosodasaval
foglalkozik, ezzel szemben a diabétesz pigmenthamra kifejtett hatdsai kevesebb figyelmet
kaptak. Az értekezés ezért nagy hangsulyt fektet a retinalis pigmenthdm szerepének

megismerésére ¢és a sejtek altal szekretalt faktorok szabélyozasi utvonalaira.

2. APACAP

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid, roviden PACAP (pituitary adenilate
cyclase activating polypeptide) egy széles spektrumt hatasokkal rendelkezd peptid, melyet
1989-ben Arimura és tarsai izolaltak birka hipotalamuszbol. Elséként a PACAP cAMP
aktivald hatasardl szamoltak be, melyet patkany adenohipofizis sejtjein mutattak ki (Miyata et
al. 1989). A PACAP két biologialag aktiv formaja a PACAP1-38 (38 aminosavas forma,
tovabbiakban PACAP) és a PACAP1-27 (27 aminosavas). Utobbi 68%-os homoldgiat mutat a
vazoaktiv intesztinalis peptiddel (VIP), mely alapjan a PACAP-ot a VIP/gliikagon/szekretin

8



szupercsaladba soroltak (Arimura 1998; Campbell és Scanes 1992; Segre és Goldring 1993).
A 27 aminosavnal rovidebb fragmensek altaldban antagonista hatasuak, koziilik a
legaltalanosabban alkalmazott antagonista a PACAP6-38 (Bourgault et al. 2008b). A PACAP-
ot ezek utan egyéb allatokbol is sikertiilt izolalni és azt talaltdk, hogy aminosav szekvencidja
az emlésoknél teljesen azonos, alacsonyabb rendii gerinceseknél pedig csak 1-4 aminosav
eltérés mutatkozik (Vaudry et al. 2000; Vincze és Koves 2001). A peptidnek ezen rendkiviili
konzervaltsdga arra enged kovetkeztetni, hogy alapvetd é€lettani folyamatokban lehet szerepe

(Reglddi 2009).

A PACAP elofordulasa

A PACAP a szervezetben tobbek kozott a kdzponti és a periférids idegrendszerben
fordul el (Shioda és Nakamachi 2015). Radioimmunassay mérések segitségével kimutattak,
hogy patkany agyban a hipotalamusz teriilletén talalhatd meg legnagyobb mennyiségben
(Arimura et al. 1991; Ghatei et al. 1993). A mérések a hipotalamikus portalis erekben joval
magasabb PACAP koncentraciot mutattak, mint a periférids vérben, ami azt bizonyitja, hogy a
hipotalamusz axonterminalisai altal felszabaditott PACAP a portalis keringés utjan az
adenohipofizisbe jut (Dow et al. 1994). A kisérletek soran arra is fény deriilt, hogy a PACAP
két formaja koziil a 38 aminosav hosszusagi 90%-ban, mig a 27 aminosavas forma csak 10%-
ban van jelen az agyban (Arimura et al. 1991; Ghatei et al. 1993; Hannibal et al. 1995; Masuo
et al. 1993; Piggins et al. 1996). A hipotalamuszon kiviil a kdzponti idegrendszer egyéb
tertiletein is kimutattdk a PACAP-ot, tobbek kozott a substantia nigra, nucleus accumbens,
globus pallidus, hid teriiletén (Ghatei et al. 1993; Masuo et al. 1993), a kisagyban (Ghatei et
al. 1993; Hannibal et al. 1995a; Mikkelsen et al. 1994; Nielsen et al. 1998a; Takahashi et al.
1994; Horvath et al. 2015), a ganglion spinale-ban (Mulder et al. 1994), az amygdalaban és a
talamusz mediodorsalis, valamint paraventrikularis magjaiban, (Koves et al. 1991; Masuo et
al. 1993; Takahashi et al. 1994; Palkovits et al., 1995) és nem utols6 sorban a retinaban is
(Hannibal et al. 1997; Seki et al. 2000). Kés6bb gerinctelen allatokbol (Kiss és Pirger 2013;
Molnar et al. 2006), halakbol (Matsuda et al. 1997; Montéro et al. 1998, Agnese et al. 2016),
kétéltiiekbol (Yon et al. 1992, 1993b), és madarakbol (Peeters et al. 1998, Jozsa et al. 2006) is
izolaltak PACAP-ot. A peptid kozponti idegrendszerbeli eloszldsa hasonld mintazatot
mutatott, mint emlésdkben (Yon et al. 1992; Montéro et al. 1998).
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A PACAP a periférias szervekben

A kozponti idegrendszeren kiviil a PACAP kimutathat6 periférias szervekben is. Ezek
koziil az endokrin szervekben talalhat6 a legtobb PACAP. A mellékpajzsmirigyben (Luts és
Sundler 1994), a mellékvesékben (Arimura et al. 1991; Liu et al. 2016), az endokrin
pancreasban (Arimura és Shioda 1995; Love és Szebeni 1999), valamint a gonadokban
(Shioda et al. 1994) fordul el6 a legnagyobb mennyiségben. Patkanyban érdekes mdodon a
legmagasabb PACAP koncentraciét a herében mérték, ami barmely mas peptid
koncentraciojanal nagyobb volt, valamint az atlagos agyi PACAP koncentraciot is meghaladta
(Arimura et al. 1991). Az endokrin szerveken kiviil a periférian a gasztrointesztinalis
rendszerben volt még a PACAP nagy mennyiségben kimutathato (Arimura et al. 1991; Ghatei
et al. 1993; Hauser-Kronberger et al. 1992; Horvath et al. 2016; Mao et al. 1998; Pirone et
al. 2011; Szanto et al. 2012, Vincze et al. 1999). A PACAP ezen kiviil el6fordul még
kiilonb6z6 testfolyadékokban, a follikularis folyadékban, vérplazmaban, és a VIP-hez
hasonldan a tejben is (Werner et al. 1985; Borzsei et al. 2009, Brubel et al. 2011; Koppan et
al. 2012). A kozponti idegrendszerrel ellentétben a periférian a PACAP-ot és a VIP-et
koexpresszalo sejtek talalhatoak (Fahrenkrug és Hannibal, 1998; Moller et al. 1993).

A PACAP elofordulasa a szemben

PACAP-szeri immunreaktivitaist (PACAP-IR) a szemben radioimmunassay
modszerrel legnagyobb koncentracioban a musculus sphincter pupillae-ban és a corpus
ciliare-ban talaltak (Onali és Olianas, 1994; Wang et al. 1995). PACAP pozitiv idegrostokat
mutattak ki a retina idegrostrétegében, a ganglionsjetes rétegben és a bels6 szinaptikus
rétegben. Ezen kiviil az amakrin és a horizontdlis sejtek perikaryonjai a belsé magvas
rétegben és a ganglionsejtek is jelolddtek immunhisztokémiais modszerrel. Ultrastrukturalis
szinten PACAP-szerli immunreaktivitas a plazmamembran koézelében, a durva felszinli
endoplazmatikus retikulumban és a citoplazmaban volt detektalhaté (Seki et al. 2000).
Patkany, egér, sertés és marha retindban és a szem egyéb szoveteiben a PACAP mindkét
formaja jelentés cAMP novekedést okoz. A PACAPI1-38 hatasosabbnak bizonyult a
PACAP1-27-nél és mindkettd erdsebb cAMP aktivacidt okozott, mint a VIP (D'Agata és
Cavallaro 1998). Mas tanulmanyok kimutattak, hogy a PACAP emeli az inozitol monofoszfat

szintjét is (Onali és Olianas 1994). A ganglionsejtek bizonyos csoportjaiban, melyek a
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nucleus suprachiasmaticusba projicidlnak, a PACAP a glutamattal egyiitt tarolodik és a

cirkadian ritmus szabalyozaséaban is szerepet jatszik (Hannibal és Fahrenkrug 2004).

A PACAP receptorai és elofordulasuk

A PACAP harom receptorral rendelkezik. Mindhdrom receptor G proteinhez kapcsolt
¢és a szekretin receptor csaladhoz tartozik. A receptorok hét transzmembran domént és egy
intracellularisan G-proteint kot0 domént tartalmaznak. Az egyes tipusi PACI-receptort
emberben az ADCYAPIR1 gén kodolja. Ez a receptor nagysagrendekkel erdsebben koti a
PACAP-ot, mint a VIP-et, mig a masik két receptor (VPACI1 és VPAC2) azonos affinitassal
koti mindkét peptidet (Arimura 1998; Laburthe et al. 2007). A receptorok a szervekben
kiilonb6z6 mennyiségben fordulnak el6. A PACl-receptort az adenohipofizisben, a
gerincvelOben, a mellékveseveldben €s a herében és a retindban irtdk le tobbek kozott, mig a
VPACL1-receptor példaul a kozponti idegrendszerben, a tiidében, a majban, a 1épben, a
timuszban, az ovariumban és az emésztérendszer egyes szakaszain mutathato ki (Hashimoto
et al. 1996; D’Agata és Cavallaro 1998; Joo et al. 2004). A VPAC2 eltér6 eloszlast mutat,
eléfordul a talamuszban, a nucleus suprachiasmaticusban, az amygdalaban és a ponsban
(Ishihara et al. 1992; Usdin et al. 1994). A PAC1-receptornak 8 splice variansa ismert: hip,
hopl, hop2, hip-hopl, hip-hop2, short, very short és TM4 (Arimura 1998; Dickson és
Finlayson 2009; Vaudry et al. 2000a).

A szemben PACI receptort és mRNS-ét a legnagyobb mennyiségben a retina
ganglionsejtes rétegében és a belsé magvas rétegben detektaltak (Seki et al. 1997, 1998,
2000). A pigmentsejtes rétegben mindharom PACAP receptor mRNS-ét ki tudtak mutatni
(Zhang et al. 2005), mig egy masik tanulmanyban a VPAC receptorok jelenlétét bizonyitottak
patkany retindban (D’ Agata és Cavallaro 1998).

A PACAP altalanos szerepe a szervezetben

A PACAP izolalasat kovetden elsdként az endokrin rendszerre kifejtett hatasai valtak
ismertté (Counis et al. 2007; Kdves et al. 1990, 1998). A peptid a hipofizis eliilsé és hatulso
lebenyi hormontermelésének szabalyozasaban egyarant szerepet jatszik (Azuma et al. 2013;
Chiodera et al. 1995; Evans 1999, Kéntor et al. 2000; Okada et al. 2007; Rawlings és Hezareh
1996). Ezen kiviil befolydsolja a pajzsmirigy és a gonadok altal termelt hormonok

elvalasztasat (El-Gehani et al. 2000; Okada et al. 2007), a spermiogenezist, a follikulusok
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fejlodését a petefészekben (Apa et al. 2002; Barberi et al. 2007; Csaba et al. 1997; Gras et al.
2005; Li et al. 2004, Reglddi et al. 2012), serkenti a csont- és porcfejlodéset (Juhasz et al.
2015), valamint a hasnyalmirigy inzulintermelését is serkenti (Winzell és Ahren 2007) (4.

abra).

Gt

SN
Sy

4 neuroprotekci6

¥ szivfunkciok ; B étvégy

Agy s
&/
v

A} syomormotilitds

$  gyomorsav szekrécié

3 gyomordrités

3 # inzulin szekrécié
bronchodilatécié 1 Pankreas
¥ glikagon szekrécié
pulmondris erek
tagulasa <
n )

»
o8 Heat ‘{/ -

Légz8rendszer

¥ termogenezis
Barna zsirszovet

4.abra. A PACAP hatasai a test egyes szerveire (a teljesség igenye nélkiil)
(forras: Diané et al. 2014(maodositva))

Az endokrin hatasain kiviil patkanyban ¢és egérben tobbek ko6zott ndveli a lokomotoros
aktivitast (Adamik és Telegdy 2004; Masuo et al. 1995), védi a vese szdveteit diabéteszes
nefropatia esetén (Banki et al. 2014), részt vesz a stressz adapticids magatartas
szabalyozasaban (Agarwal et al. 2005; Gaszner at al. 2012; Légradi et al. 2007) és
antidepresszans hatasai is vannak (Reichenstein et al. 2008). A PACAP szerepe a cirkadian
ritmus szabalyozasaban is elengedhetetlen, a glutamat mellett a retinohipotalamikus palya {6
transzmittere (Hannibal 2006; Hannibal és Fahrenkrug 2004; Hannibal et al. 2016; Kdves et
al. 2003; Nagy ¢s Csernus 2007; Vereczki et al. 2006).

A PACAP altalanos cito- és neuroprotektiv hatasat tobben leirtdk mar. A PACAP védo
hatasat eloszor kisagyi szemcsesejteken mutattdk ki (Canonico et al. 1996). A PACAP

ezeken a sejteken antiapoptotikus hatast mutat ethanol, oxidativ stressz és ceramid-indukalta
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karosodaskor is (Vaudry et al. 2002, 2003). Kutatocsoportunk vizsgalatai soran igazolodott a
peptid védo hatdsa arteria cerebri media okkluzié okozta fokalis agyi ischaemiaban (Reglddi
et al. 2000) ¢és 6-OHDA-indukalta Parkinson-kor (Reglddi et al. 2004; Reglédi et al. 2011)
modellekben in vivo. Felfedezése ota szamos nem-neuronalis modellben bizonyitottak
antiapoptotikus hatasat, tobbek ko6zott: hypophysis adenoma sejtekben TGFpB-indukalta
sejtkarosodassal szemben (Oka et al. 1999), ovarialis follicularis sejtekben (Lee et al. 1999),
PC-3 prosztata tumorsejtekben (Gutierrez-Canas et al. 2003). Emellett a PACAP a vékonybél
ischaemia esetén szintén protektiv hatast mutat (Ferencz et al. 2009).

A kovetkezd bekezdésekben részletesebben beszamolok a PACAP retinara kifejtett

hatasair6l, mivel ezek a legrelevansabbak az értekezésemben.

A PACAP in vitro védé hatasa a retinaban

Altaldnos in vitro hatdsok

Az elsé in vitro kutatasok eredményei alapjan az deriilt ki, hogy a VIP, PACAP1-27 és
PACAP1-38 (Shoge et al. 1998, 1999) retinoprotektiv hatast a glutamat okozta toxicitas ellen
sejttenyészetben. A PACAP1-27, PACAP1-38 ¢és a VIP emelte a cAMP aktivitast, mig
izoformaik a VIP6-28, PACAP6-38 antagonista hatast fejtettek ki. Ezen feliil a H-89 (PKA
antagonista) is csokkentette a PACAP és VIP védo hatasat. Silveira és munkatarsai (2002) azt
talaltak, hogy az anizomicin Ujsziilott patkanyok szemébdl létrehozott retinatenyészetben
sejthalalt indukalt a fehérjeszintézis gatlasan keresztil. A PACAP1-27 és PACAP1-38
dozisfiiggden gatolta a sejthalalt. A PACAP1-38 neuroprotektiv hatasat thapsigargin okozta
fotoreceptor sejthalal esetében is Dbizonyitottdk (Silveira et al. 2002). Ebben a
szOvettenyészetben a PACAP6-38 és egy masik specifikus PAC1-receptor antagonista, a
max.d.4 gatolta ezt a védo hatast. Molekularis bioldgiai és immunhisztokémiai modszerekkel
is igazoltak, hogy a retinoprotekcido nagy valdszintiséggel PACI-receptor medialt, ami az
Ujsziilott retina minden rétegében megtalalhato.

Ivarérett tekndsok horizontélis sejtjei a szem eltavolitasat kovetd 18, 22, 42 és 46
ordval még fényreakciot mutattak. Rébl és munkatarsai (2002) kimutattdk, hogy ennek
amplitiddja minden alkalommal nagyobb volt PACAP1-38-at tartalmaz6 oldatban, mint a

kontroll, anoxias retinaszeletekben (Rabl et al. 2002).

13



A PACAP pigmenthamra kifejtett in vitro védo hatasa

Az els6 eredményeket Zhang és munkatarsai publikaltak 2005-ben. Kezeletlen
pigmentham tenyészetben (ARPE-19 sejtvonal) kimutattak a PAC1 és VPACL-receptor
MRNS-t. VPAC2-receptor mRNS-t csak IL-1B kezelés hatasara talaltak. Ezen kiviil azt
tapasztaltak, hogy 0,1-1 uM-0s koncentracioban a PACAP az IL-1p hatasara megemelkedett
IL-6, IL-8 és a monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1) mRNS ¢és fehérje szinteket
lecsokkentette. A PACAP-pal kezelt ARPE-19 sejtek talélése jelentés mértékben,
dozisfiiggden javult hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ stressz esetén (Mester et al.
2011). A legnagyobb hatékonysagot 100 nM-os koncentracional figyelték meg, de hatasos
volt az 1pM-1uM-os tartomanyban is, mig ennél kisebb dozisban hatastalannak bizonyult.
Aramlasi citometrias mérésekkel és JC-1 assay-vel kimutattak, hogy a PACAP kezelés
csOkkenti az apoptotikus sejthalalt. Ez a védd hatas PI3K/Akt gatlokkal kivédhetd volt, mig a
MAPK gatlok hatastalanok voltak (Mester et al. 2011).

Egy Kkisérletben a kozelmultban azt talaltak, hogy a PACAP befolyasolja a
pigmenthdmsejtek semaphorin4A expresszidjat (Ko et al. 2015). A semaphorin fehérjecsalad
egyes tagjai befolyassal vannak az agy ¢és a retina fejlodésére. A semaphorin4A a fotoreceptor
sejtek és pigmenthamsejtek kozotti kapcsolatok kialakulasanak idején a ganglionsejtek
rétegében, a belsd magvas rétegben €s a pigmenthamsejtekben expresszalodik. Az ARPE-19
sejteket PC12 sejtekkel egyiitt tenyésztve azt talaltdk, hogy a semaphorin4A fehérje és mRNS
szintje a neuronalis sejtek jelenlétében PACAP kezelés hatdsara megemelkedett. Ez a hatas
még ERK foszforilacioval is kapcsolatba hozhatd volt. Mindezen hatasokat a PACAP6-38
blokkolta. Ezen feliil a PACAP6-38 csokkentette az 1L-6 expresszidjat, mutatva, hogy az
endogén PACAP részt vesz a neurondlis sejtek altal indukalt IL-6 termelésben. Ezek az
erdmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a neuralis sejtek altal termelt PACAP tobb,
homeosztazis fenntartasaban (Ko et al. 2015).

Egy masik tanulmany a PACAP és a VIP retinasejtek kozotti zonula occludensek
felszakadasara kifejtett védd hatasat vizsgéalta. Ez a folyamat fontos szerepet jatszik a
diabéteszes retinopatia soran kialakul6 makuladdéma létrejottében (Scuderi et al. 2013). Az
ARPE-19 sejteket IL-1B gyulladasos citokin jelenlétében normal és magas gliikkoztartalmua
médiumban tenyésztették. A sejtek permeabilitasanak valtozasait transzepitelialis elektromos
ellenallas és a fluoreszcein-isotiocianat (FITC) dextran sejtben torténé mozgasanak mérésével

becsiilték meg (Scuderi et al. 2013). Az eredmények az mutattak, hogy a magas gliik6z és IL-
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1B jelenlétében tenyésztett sejtekbe szignifikansan tobb FITC-dextran diffundalt, mig az
elektromos ellenallas lecsokkent. A PACAP és a VIP ezeket a hatasokat meggatoltak. Ezen
feliil a magas gliikkoz és IL-1B kombinacidja altal indukalt claudin-1 és ZO-1 expressziot is
lecsokkentették. Az occludin expresszioja semmilyen kisérleti koriilmény kozott nem
valtozott. Ezek az eredmények Osszhangban vannak korabbi megfigyelésekkel egy in vitro
vér-agy gat modellben. Azt talaltak, hogy a PACAP kezelés megerdsitette az agyi endothel
sejtek barrier funkciojat azaltal, hogy a transzendothelialis elektromos ellenallast megemelte,
ami az egyik legfontosabb tényezd a zonula occludensek fenntartdsaban (Wilhelm et al.

2014).

A PACAP protektiv hatasai a retinaban in vivo

A PACAP védo hatasa excitatorikus retinakarosodas eseten

A glutamat egy nem esszencialis aminosav, normal koriilmények kozott excitatorikus
neurotranszmitterként funkcional a retinaban. Mindazonaltal, a glutamat receptorok
tulstimulalasaval nagy mennyiségben karosithatja a retina sejtjeit. A szisztémdsan adott
natrium-glutamat (MSG) atjut az ujszilott patkanyok vér-agy (és vér-retina) gatjan, ezaltal
karositja a retinat (Szabadfi et al. 2009) és a belso retinarétegek elvesztésével jar (Babai et al.
2006).

A retina excitotoxikus karosodésa sok retinabetegség hatterében allhat. llyen példaul a
glaukoma és az iszkémias retinopatia. PACAP munkacsoportunk korabban tobbszor is leirta a
PACAP védo hatasat szisztémas MSG karosodast kovetden. Babai és munkatarsai azt talaltak,
hogy a posztnatdlis elsd, 6todik és kilencedik napon intravitredlisan adott MSG az 0jsziilott
patkanyok retindjanak belsd rétegeiben sulyos neurodegeneraciot okozott. Harom héttel az
MSG kezelést kovetden a retina teljes vastagsadga jelentdsen lecsokkent, a kiilsd és belsd
hatarhartya kozotti tdvolsag csak a fele volt a normal retindhoz képest. Ezen tilmenden a
belsd rostos réteg majdnem teljesen eltlint, valamint a ganglionsejtek rétege €s a bels6 magvas
réteg Osszendtt. A ganglionsejtek szama szintén csokkent (Atlasz et al. 2009a; Babai et al.
2005, 2006; Tamas et al. 2004). Bar a PACAP képes athatolni a vér-agy gaton, a szisztémas
PACAP kezelés mégsem eredményezett jelentds javulast az MSG okozta karosodast kovetden
(Kiss et al. 2006). Az intravitrealisan injektalt PACAP (1-100 pmol) ezzel szemben

crer

csak kismértékben, a 100 pmol-os PACAP jelentds javulast eredményezett, a kezelt retina a

15



normal retindhoz volt hasonlo. PACAP1-27 kezeléssel ugyanezeket az eredményeket kaptak
(Atlasz et al. 2009). A két leggyakrabban hasznalt PACAP antagonista (PACAP6-27,
PACAPG6-38) alkalmazdsa tovabbi karosodahoz vezetett, ami azt sugallja, hogy a
szervezetben jelenlévé endogén PACAP kulcsszerepet tolt be retinakarosodast okozo
tényezokkel szemben (Atlasz et al. 2009). Hasonld foku retinoprotekciot figyeltek meg
ingergazdag kornyezetben €16 allatoknal is, mig az el6z6 két neuroprotektiv stratégia egyiittes
alkalmazasa nem okozott tovabbi javulast (Kiss et al. 2011).

Immunohisztokémidval kimutattdk a PACAP sejtspecifikus hatdsat MSG indukalta
retinadegeneracio esetén. Az MSG-vel kezelt retindknal a bels6 magvas réteg, a belsé rostos
réteg ¢és a ganglionsejtek rétegében 1€vo sejtek sejttestjei és nyalvanyai a vezikularis glutamat
transzporter 1-re (VGLUTI1), a tirozin hidroxilazra, vezikularis GABA transzporterre,
parvalbuminra és calretininre gyengébb immunoreaktivitdst mutattak. Az MSG kezelést
kdvetden a calbindin pozitiv horizontélis sejtek nem tlintek érintettnek. Az MSG és PACAP-
pal kezelt retindk a normalhoz hasonlé immunreaktivitast mutattak. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a PACAP egy altalanos protektiv mechanizmussal védi a retindt a glutamat
okozta excitotoxicitas ellen (Atlasz et al. 2008).

A PACAP kutatécsoportunk a potencidlis szigndltranszdukeios utakat is megvizsgalta.
Azt talaltdk, hogy az MSG kezelést megeldz6 intravitredlis PACAP adagolas 12 o6raval a
kezeleést kovetden szignifikdnsan emelte az ERK1/2 és a CREB foszforilaciojat, a nem kezelt
kontralateralis szemekhez képest. 24 oOrdval a kezelést kovetden nem tortént tovabbi
emelkedés. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy mind az MSG degenerativ, mind a
PACAP védo hatdsa komplex, kinaz szignaltranszdukcids utakon keresztiil torténik, és
Osszefiiggenck a cAMP/ERK/CREB aktivacidjaval (Racz et al. 2006b). Ezen feliil, az MSG
kezelést kovetden pro-apoptotikus szignalfehérjék, mint a kaszpaz-3, INK, apoptozis indukalo
faktor és a citokrom-c expresszidja ndtt, mig néhany anti-apoptotikus fehérje (foszfo-PKA,
foszfo-Bad, Bcl-xL, 14-3-3 fehérje) koncentracidja csokkent. PACAP egyidejli adasaval ezek
a folyamatok megfordultak, a pro-apoptotikus szignalmolekuldk szintje lecsokkent, mig az
anti-apoptotikus faktorok expresszidja szignifikansan megnovekedett (Racz et al. 2006a,
2006b, 2007).

Munkacsoportunk megvizsgalta az MSG kezelés rovid tava funkciondlis
kovetkezményeit is egér retinaban. Spontan és fény altal kivaltott csicsokat detektaltak a vad
tipusu egerek ganglionsejtjeibdl 60 csatornas multielektroda array segitségével. 4-5 perccel a

kezelést kovetden az MSG jelentdsen megnovelte a szabad intracellularis kalcium

crer
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megszint. A PACAP-pal torténd eldkezelés kivédte az MSG hatasait, a tiizelési mintazatban
csak csekély vagy semmilyen kiilonbség nem volt felfedezheté a normél szemhez képest,
valamint a Ca?* bearamlas jelentds mértékben csokkent. Az eredmények tiikrében
elmondhatd, hogy a PACAP kezelés megdvta a sejteket a rovid tavi MSG okozta
karosodastol (Atlasz et al. 2014). Felmeriilt a kérdés, hogy a PACAP ezen nyilvanvalo
morfologiai hatasai vajon funkcionalis javuldssal is jarnak-e MSG okozta karosodas esetén
(Varga et al. 2011). Elektroretinografias mérésekkel az a és b hullamok jelentds csokkenését
mutattuk ki MSG kezelés utan, ezzel tiikrozve a belsO retinarétegek és a fotoreceptorok
mukodésének sériilését. Azon retindknal, ahol intravitrealis PACAP kezelést alkalmaztunk,
ezek az értékek szignifikansan magasabbak voltak. Tehdt a PACAP kezelés képes volt a
morfoldgia mellett a funkci6 javitdsara is (Varga et al. 2011). Ezek az eredmények klinikai
szempontbol is igencsak fontosak lehetnek, egy esetleges PACAP hatasokon alapuld
gyogyszer kifejlesztése esetén.

A kainsav egy glutamat receptor agonista, excitotoxikus sejthalalt okoz a kdzponti
idegrendszerben, igy a retinaban is. Seki és munkatarsai (2006) azt talaltak, hogy 5 nmol
kainsav az AMPA/kainat receptort expresszalé ganglionsejtek halalat okozta (Zhang et al.
1995). Munkacsoportunk is kimutatta, hogy a mikroiontoforetikusan in vivo adagolt PACAP
blokkolni tudta a kainsav excitatorikus hatasait tobb agyi teriileten is (Atlasz et al. 2006). A
10 pmol-os PACAP clokezelés kainsav indukalta neurodegeneracio esetén protektivnek
bizonyult patkany retinaban, amit a ganglionsejtek szignifikans tulélése is alatamasztott (Seki
et al. 2006).

A PACAP hatasa a retina iszkémias karosodasa esetén

Az emberi testben az egyik legérzékenyebb szovet a hipoxiara a retina. Tobb betegség,
példaul a diabéteszes retinopatia és a magas intraokularis nyomas a retina hipoperfaziojat
okozzak. Ennek modellezésére tobbek kozott permanens kétoldali arteria carotis communis
lekotést alkalmaznak (BCCAO), ami csokkent agyi vérataramlashoz vezet. Mindezek
biokémiai €s viselkedésbeli valtozasokat, valamint retinadegeneraciot okoznak (Atlasz et al.
2007; Mester et al. 2009).

A PACAP kutatocsoport tobb tanulményban is kimutatta, hogy az intravitrealis
PACAP a retina iszkémias 1ézidja esetén erdteljes védod szereppel bir. Azt talaltak, hogy a

BCCAQO sulyosan karositja a retina dsszes rétegét. Két héttel az artéridk lektése utan a rostos

rétegek vastagsaga jelentds mértékben csokkent, igy a kiilsd és belsd hatdrhartya kozotti
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tavolsag is szignifikansan kevesebb lett, mint a kontroll retindknal. Néhany BCCAO-n atesett
allatnal bipolaris sejtek degeneralddasara utalo jeleket talaltak. Ezen kiviil, a fotoreceptorok
kiils6 szegmensei megrovidiiltek és strukturdjukban is sériiltek (Atlasz et al. 2007). A
BCCAO-t kovetd intravitrealis PACAP adagolas a retina normal allapotanak megorzését
erdményezte, amit a morfometriai analizis is aldtdmasztott. A retina rétegeinek vastagsaga a
kontroll értékekhez kdzeli volt, mig a ganglionsejtek szama a PACAP kezelt egyedeknél sem
volt magasabb. A PACAPG6-38 ellensulyozta a PACAP védo hatasat. Immunhisztokémias
modszerekkel is megerdsitették a fent leirtakat, €s kimutattak, hogy a retina bizonyos
sejttipusai BCCAO hatasara sériiltek, mig az intravitrealis PACAP megvédte ezen sejteket
(Atlasz et al. 2010).

A PACAP munkacsoport egy tovabbi tanulmanysorozattal is alatamasztotta ezeket az
eredményeket, melyet kiilonb6z6 analogok hatasainak Osszehasonlitasaval is kiegészitettek
(Szabadfi et al. 2012a; Werling et al. 2014). A kovetkez6 PACAP fragmensek hatasat
vizsgaltadk BCCAO okozta iszkémias retinopatias modellben: PACAP 4-13, 4-22, 6-10, 6-15,
11-15, és 20-31, valamint harom rokon peptidet (VIP, szekretin, gliikkagon). Azt talaltak, hogy
a leghatékonyabb molekula a PACAP1-38, mig a tobbi fragmens és a rokon peptidek nem
védték meg a retinat (Werling et al. 2014). Az egyetlen kivétel a VIP volt, ami képes volt
retinoprotektiv hatast kifejteni, de csak tizszer nagyobb dozisban, mint a PACAP (Szabadfi et
al. 2012a). A legujabb kutatasok soran arra az eredményre jutottak, hogy a PACAP iszkémidas
kéarosodas esetén szemcsepp formajaban is képes kifejteni retinavédd hatasat (Werling et al.
2015).

Hogy fény deriiljon a molekularis mechanizmusokra, a MAP kindzok, az Akt és
jonéhany citokin expresszigjat vizsgaltuk meg BCCAO indukélta retindlis iszkémia
modellben, patkdnyokon (Szab¢ et al. 2012). A PACAP 6nmagéban nem befolyasolta a MAP
kindzok foszforilaciojat, de csokkentette a hipoperfuzio altal aktivalt p38 MAPK és JNK
kifejtett hatdsanak vizsgalata sajait munka volt, ezt a késdbbiekben az eredményeknél
targyalom. A PACAP kutatocsoport a funkcidoban bekdvetkezd valtozasokat itt is
elektroretinografids mérésekkel erdsitette meg (Déanyadi et al. 2014). A retinakarosodas
mértékét és a PACAP védo hatdsat az elektroretinogram 4ltal detektalt hullamok formajanak
¢s amplituddjanak valtozéasai alapjan mérték. A BCCAO okozta funkciovesztés mar a
masodik posztoperativ napon jelentkezett és az egész megfigyelési 1d6 alatt fennallt. Az
arteria carotis communis lekotését kovetd intravitredlis PACAP kezelés jelentds

funkciojavulast eredményezett a 2. és a 14. posztoperativ napon is. A PACAP-pal kezelt
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retindk ERG-je a kontrollhoz volt hasonld, szemben a fiziologias soéoldatot kapott retinak
ERG-jével. A PACAP szignifikdns mértékben javitotta az iszkémia indukalta
amplitidovaltozasokat mind az ‘a’, mind a ‘b’ hullamok esetén a 14. posztoperativ napon. Az
oszcillatoros potencialok csokkentek az iszkémias csoportoknal, a PACAP védo szerepe itt is
szignifikdnsan megmutatkozott, az oszcillatoros potencidlok a PACAP kezelést kovetden a
normalishoz kozelitettek. A kapott eredmények azt bizonyitjak, hogy PACAP kezelés
hatasara a morfologia mellett a funkcio is javul (Danyadi et al. 2014). Ezeknek az
eredményeknek koszonhetéen a PACAP a potencialis neuroprotektiv molekuldk listajara

keriilt az iszkémias retinopatia elleni harcban (Cervia és Casini 2013; Szabadfi et al. 2010).

A PACAP protektiv hatasa UV sugarzas esetén

A PACAP munkacsoport els6ként mutatta ki, hogy a PACAP két kiilonb6z6 (diffuz és
fokuszalt) UV-A indukalta degeneracidban is védé hatassal bir. A retina rétegeinek
vastagsagat, valamint a belsé és kiils6 magvas réteg és a ganglionsejtek rétegében talalhato
sejtek szamat standard morfologiai és morfometriai analizissel hatdroztdk meg. Diffuz UV-A
besugarzas esetén a ganglionsejtek szama szignifikdnsan csokkent. Emellett a magvas rétegek
sulyos kdrosodasa és a belsd rostos réteg megduzzadasa volt megfigyelhet. A UV-A
besugarzast kovetd PACAP kezelés szignifikansan csokkentette a degeneraciot &s
helyreallitotta a sejtszamokat (Atlasz et al. 2011). A fokuszalt UV-A besugarzas modelljénél
szovethézagokat talaltak a kiils6 magvas rétegben és a fotoreceptorok rétegében, valamint a
belsé rostos réteg vastagsaga lecsokkent. A retina teljes vastagsaga szignifikansan kisebb volt,
mint a nem besugarzott teriileteken. A PACAP a retina minden rétegében védd hatdssal

rendelkezett (Atlasz et al. 2009).

A PACAP hatasai diabéteszes retinopdtia esetén

Kutatdcsoportunk nemrégiben kozolt tanulméanyai kimutattdk, hogy a PACAP
fejt ki. Az elsé eredmények azt mutattdk, hogy a diabétesz korai stddiumdban az amakrin
sejtek, kozilik is leginkabb a dopaminerg amakrinsejtek degeneralédnak. A PACAP
megakadalyozta a sejtek arborizaciojaban és a tirozin-hidroxilaz pozitiv dopaminerg sejtek
kozotti szinapszisokban bekovetkezé degeneraciot (Atlasz et al. 2010). Sztreptozotocin

indukalta diabéteszes retinopatia patkanymodellben, a cukorbetegség korai jelei nem a
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retinarétegek vastagsdganak, hanem a ganglionsejtek szdmanak csokkenésében és a GFAP
expressziojanak novekedésében, azaz a Miiller glia sejtek aktivacidjaban mutatkozott meg.
Ezeket a véltozasokat haromszori 100 pmol-os PACAP kezelés kivédte (Szabadfi et al.
csokkentette a PACAP. Molekularis biologiai modszerekkel kimutattak, hogy a PACAP emeli
a PAC1-receptor és a tirozin-hidroxilaz expressziojat.

A felsorolt tanulmanyok mind a PACAP terapias alkalmazhatosaganak lehetdségét
tamasztjak ala (Gabriel 2013; Marzagalli et al. 2015; Szabadfi et al. 2014b). Jonéhany egyéb
allatmodellen folytatott kisérlet eredményei is bizonyitjdk a PACAP védd hatdsat
diabéteszben, példaul diabéteszes nefropatia esetén (Banki et al. 2013, 2014). igy a PACAP a
VEGF antagonistak, antioxidansok, gyulladasgatlo szerek és egyéb neuropeptidek mellett a
diabétesz elleni harc egyik potencialis molekulaja (Gabriel 2013; Ola et al. 2015; Scuderi et
al. 2015).

Tumorsejteken folytatott vizsgalatok

A PACAP-nak eltérd hatéasa lehet kiilonboz6 forrasbol szdrmazo sejtekre, kiillondsen a
tumorsejtekre. Mig a legtobb sejttipus esetén a PACAP védo hatdsu, néhany tumor esetén
sejtkarosodast idéz el6 (Brubel et al. 2010). Ezen feliil, a PACAP6-38 altalaban antagonista
hatast fejt ki, de bizonyos tumoros, s6t néhany nem tumoros sejtvonal esetében agonistaként
is viselkedhet (Juhasz et al. 2015, Saghy et al. 2015).

A retinoblastoma a retindlis progenitor sejtek rosszindulati daganata. Az emberi
retinoblastoma sejtekrol leirtak, hogy PACAP receptorokat expresszalnak, ezért vizsgaltak a
PACAP ezen sejtekre kifejtett hatasat (Olianas et al. 1996). Az Y79 emberi retinoblastoma
sejtvonalnal a nanomolos koncentracidban torténd PACAP kezelés nem befolyasolta a
sejttalélést, de az 1-5 mikromoélos PACAP adagolas gatolta azt (Wojcieszak és Zawilska
2014). FErdekesség, hogy a PACAPI-27 és a maxadilan (PACI1-receptor agonista)
elhanyagolhat6 hatast volt, mig a PACAP két membranon atjutd analdgja csokkentette a
sejtek ¢életképességét. A szerzOk azt is leirtdk, hogy ez a citotoxikus hatds a p38 és JNK
jelatviteli utak gatldsan keresztiil torténhet (Wojcieszak ¢és Zawilska 2014). Ezek az
PACAP nem receptorain keresztiil, hanem a sejtmembranon athatolva kozvetleniil fejti ki

citotoxikus hatasat.
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A PACAP angiogenezisre kifejtett hatasa

Az angiogenezis az a folyamat, mely soran a mar 1étez6 erekbdl 01j erek képzddnek. Az
embrionalis fejlodés soran €s késdbb posztnatalisan is jelentds szerepe van szamos fiziologias
¢s patologias folyamatban is, mint a tumorok kialakuldsa, valamint kronikus gyulladésos
reakciok progresszidja (Folkman 1995). Az angiogenezis szabalyozasaban szerepet jatszo
legfontosabb faktorok a vaszkuléris endothelialis novekedési faktor, a fibroblast ndvekedési
faktor-2 , az angiopoietin, a vérlemezke eredetli névekedési faktor és a thrombospondin-1. Az
utobbi években egyre tobb tanulmany igazolta egyéb, endogén peptidek szerepét az
angiogenezis szabalyozasaban, foként patologias koriilmények kozott (Bouloumié et al. 1998;
Fernandez et al. 1985; Ghezzi és Brines 2004; Le Noble et al. 1991; Seegers et al. 2003;
Spinazzi et al. 2006). Az angiogenezis soran az 0j kapillarisok és posztkapillaris venuldk
képzddése részben endothelidlis sejtburjdnzasra, részben a mikroerek novekedésére vezethetd
vissza (Risau 1997). Az utdbbi folyamatnal nagyobb szinuszoid kapillarisok szétvalnak
kisebb kapillarisokra és kiilon ndvekednek tovabb (Djonov et al. 2000), mig a sejtburjanzasos
érképzOdés egy komplex folyamat, mely soran nemcsak a sejtek és erek burjanzasa, de
sejtmigracio, proliferacio, lumenképzddés és a sejttulélés is szerepet jatszik (Risau 1997).

Az angiogenezis indukaldsdban tobb egyéb faktor mellett az FGF-2 és a VEGF
bizonyult a legfontosabbnak. Az FGF-2 egy heparink6té polipeptid, ami in vitro a
proliferaciot, migraciot és proteaz szekréciot serkenti, mig in vivo neovaszkularizaciot fokozo
szerepet tolt be (Basilico és Moscatelli 1992).

A VEGEF in vitro és in vivo koriilmények kozott is angiogenikus tulajdonsagokkal
rendelkezik, ezen kiviil hatassal van az erek permeabilitasara is. Fontos szerepet tolt be a
fiziologias és patologids érképzOdésben egyarant. Az expresszidja angiogenezis hatdsara nd,
mig ezen folyamatok hidnyaban csokken (Ferrara 2004; Ribatti 2005). A fent emlitett két
faktor mellett az angiopoietin 1-et és 2-t is fontos érstabilizald faktorként irtak le. Az elébbi
az ¢érképzddéshez nélkiilozhetetlen, mig az utdbbi az angiopoietin 1 antagonistdja, tehat
egyensulyuk elengedhetetlen a normalis érképzodéshez (Thurston 2003). A thrombospondin-1
molekulat irtak le elészor, mint endogén anti-angiogenikus anyagot (Good et al. 1990). A
hataséat az endothel sejtek szaporodasanak gatlasaval, valamint a koztiik 1évd sejtkapcsolatok
megbontasaval fejti ki (Taraboletti et al. 1990; Iruela-Arispe et al. 1991). Ezt kovetden még
szamos angiogenezis gatld faktort talaltak, tobbek kozott az angiostatint és az endostatint. A
PACAP angiogenezisre kifejtett hatasardl viszonylag kevés irodalom létezik. Leirtdk azonban,

hogy a VIP és a PACAP1-27 is noveli a VEGF expressziot tiidokarcinoma sejtekben a PKA
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utvonal aktivacidjaval (Casibang et al. 2001). Ehhez hasonl6oan mindkét elébb emlitett faktor
fokozta a VEGF mRNS expresszidjat prosztatakarcindma sejtekben szintén a PKA, valamint
a PI3K ¢és az ERK1/2 utvonalakon keresztiil (Collado et al. 2004, 2005). Kutatocsoportunk
nemrégiben igazolta a PACAP pro-angiogenikus hatdsat oregedd cerebromikrovaszkularis
endothel sejteken (Banki et al. 2014) A kisérlet soran az 6regedé endothel sejteken a PACAP
szignifikansan emelte a VEGFR2 receptor expresszidjat, melyet a VEGF pro-angiogenikus
hataséért tartanak felelésnek. A PACAP egy masik tanulmanyban leirtak szerint képes volt
¢s oxidativ stressznek kitett egér retinak VEGF expresszidja jelentés mértékben megnott, mig
a PACAP kezelés visszaszoritotta ennek az pro-angiogenikus faktornak a mennyiségét
(Amato et al. 2016). A PACAP human trophoblast sejtek esetén is csokkentette szdmos
angiogenikus molekula expressziojat (angiopoietin, angiogenin, VEGF), igy védd hatastnak

bizonyult ebben a modellben is (Horvath et al. 2014).
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II1. Célkituzések

1. A BCCAO kezelés altal indukalt sulyos degeneraciot és a PACAP hatasara
bekovetkez6 szignifikans morfologiai javulast mar tobb kozlemény leirta (Babai et al.
2005; Atlasz et al. 2008; Tamas et al. 2004). Kutatasaink soran vizsgaltuk, hogy a
pigmenthamsejtek milyen morfoldgiai valtozasokon esnek at sulyos iszkémiat
kovetden, valamint azt, hogy ez az esetleges valtozas visszafordithato, illetve

megelézhetd-e PACAP kezeléssel.

2. Célul taztik ki a PACAP pigmenthamsejtekre kifejtett hatasanak jobb megismerését, a
molekularis bioldgia folyamatok feltérképezését oxidativ stressz, valamint hipoxias és

hiperozmotikus karosodas esetén.

3. Mivel tobb, retinat érintd patoldgias folyamat hatterében a pigmentham altal termelt
VEGF, ¢és egyéb angiogenikus faktorok hatisara bekdvetkezé neovaszkularizacié all,
vizsgaltuk a PACAP angiogenikus hatdsait a oxidativ stressz, hipoxids &s

hiperozmotikus karosodas modellnél.
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IV. Anyagok és modszerek

1. In vivo kisérletek

1.1. Kisérleti allatok és szovettani analizis

A 250-300 g stlyu him Wistar patkdnyokon mindkét oldali arteria carotis communis
lekotést (BCCAOQO) végeztiink. Izoflurdan altatds mellett feltartuk az arteria carotis
communisokat, majd elkotottiik dket 3-0-as fondllal. A miitét utdn az allatok jobb szemébe
Hamilton ti segitségével PACAP38-at (100 nmol/ 3 ul séoldat) injektaltunk intravitrealisan.
A bal szembe hasonlé mennyiségli vivéfolyadékot adtunk. Az allatok egy csoportjan az
artériak lekotését leszamitva a folyamat minden 1épését elvégeztiik. Ezek szolgaltak PACAP
¢és sooldattal kezelt, aloperalt (sham) allatokként. Az allatok elhelyezését, gondozasat és a
kisérletek kivitelezését az etikai szabalyoknak és az egyetem altal elfogadott protokollnak
megfelelden végeztikk (BA02/2000-15024/2011, Pécsi Tudomanyegyetem).

Az allatok tulaltatasat kovetdéen a szemeket eltavolitottuk és jéghideg PBS-ben
kipreparaltuk a retinat, majd 4 %-os paraformaldehidben fixaltuk. A szdveteket Durcupan
ACM gyantaba (Fluka, Svajc) agyaztuk, 2 um-es metszeteket készitettiink, majd toluidin
kékkel (Sigma, Magyarorszag) festettiik. A metszeteket ezutdn Depex médiummal (Fluka,
Svéjc) targylemezen rogzitettik és Nikon Eclipse 801 mikroszkoppal (Tokyo, Japan)
vizsgaltuk. A digitalis fotokon a méréseket a NIH Image 1.55 szoftver segitségével végeztiik.
A statisztikai analizisnél két-utas ANOVA-t hasznaltunk Bonferroni féle poszt teszttel. A
szoveti blokkokbol a discus opticustol 1 és 2 mm kozotti tdvolsagban 1évo teriileteken mértiik
a kiilonbozd rétegek vastagsagat. Ahol a ganglion sejtes réteg (GCL) nem egy sejtréteg
vastagnak latszott, azokat a metszeteket kizartuk a mérésbdl. Csoportonként 30 retindn
analizaltunk a kovetkez0 paramétereket: 1. a retina vastagsaga a belsd €s kiilsd hatarhartya
kozott, 2. az egyes retinarétegek vastagsaga €s 3. a pigmenthamsejtek szdma 100 um-en. Az

értekezés soran részleteiben csak a harmadik paraméterre térek Ki.
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1.2.Citokin array

Az array a nitrocelluléz membréanra felvitt antitestek és a mintdban 1évé fehérjék
kotédésén alapul. A citokin array, és a késdbbiekben leirt array kitek mindegyike egyszerre
tobb (25-40) marker vizsgalatara alkalmas. A szemikvantitativ citokin array-hez a retinakat
(n=18, 9 allat/ csoport) az iszkémiat kovetéen 24 oraval tavolitottuk el. A citokin array-hez
patkany citokin array panel A-t (R&D Systems, Biomedica, Magyarorszag) hasznaltunk. A
sejthomogenizatumokat és az array-t a korabban leirtakhoz hasonloan (Horvath et al. 2010) a
gyartd leirasa alapjan készitettiik el6 és végeztik el. A sejteket mini homogenizator
segitségével egy Eppendorf cs6ben proteaz inhibitort tartalmazé PBS-ben homogenizaltuk.
Ezt kovetéen a sejteket 2 percen keresztiil jégen szonikaltuk, majd 5 percig 14 000-es
fordulatszamon centrifugaltuk. A feliilliszobol fehérjemérést végeztiink. A mintikat
pufferoldatba vettiik fel, és az els6dleges antitestek keverékébol (1:100) 15 pl adtunk
hozzajuk, majd egy oran kersztiil szobahémérsékleten inkubaltuk. Ekozben a membranokat
szintén 1 oran keresztiil blokkoltuk. Ezutan az elsédleges antitesttel konjugalt mintakbol 1,5
ml keriilt minden membranra és igy egy ¢éjszakan at 2-8 fokon rdzatogépen inkubaltuk.
Haromszori, egyenként 10 perces PBS-ses mosast kovetéen a membranokra tormaperoxidaz
konjugélt sztreptavidint tettiink, majd megismételtik a 3X10 perces mosast. Ezutan a
membranokra 2 ml kemilumineszcens reagenst pipettaztunk, majd rontgenfilmre el6hivtuk. A

filmet szkennelés utan Imagel szoftver segitségével analizaltuk.

2. 1In vitro kisérletek

Az emberi ARPE-19 (ATCC, Manassas, VA) sejtvonal egy 19 éves férfi donor intakt
szemébdl szarmazik, aki egy motorbalesetben szerzett koponyasériilés kovetkeztében hunyt
el. Azdta széles korben hasznaljak a sejtvonalat kutatasi célokra. A sejteket Dulbecco szerint
modositott Eagle F12 médiumban (DMEM/F12, Invitrogen) novesztettiik, melyet 10 %
FBS-sel (Invitrogen), 100 U/ml penicillinnel, és 100 pg/ml streptomycinnel egészitettiik ki. A
sejteket 37°C-on, 5% CO2-t tartalmazé termosztatban, 75 cm? alapteriiletii flaskdkban
inkubaltuk.
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2.1.MTT teszt

Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid) teszttel a sejtek
¢letképességét vizsgaltuk kiilonb6zo kezelések hatasara. A teszt soran az ¢él6 sejtek
mitokondriumaiba bejutott sarga szinii MTT festéket a sejtek kék formazanna alakitjak. A
wellekben mért abszorbancia az ¢16 sejtek szamaval aranyos. A kisérlet soran 15 000 sejtet
tettiink ki 100 pul médiumban wellenként egy 96 lyuku plate-re. A sejteket érd hipoxia hatasat
200 uM CoCl; kezeléssel, a hiperglikémiat 40 mM gliikozzal, a hiperozmotikus stresszt 200
MM szachar6z adagolasaval, az oxidativ stresszt pedig 250 uM H2O, alkalmazésaval

modelleztiik. Kisérleti csoportjaink a kdvetkezok voltak:

Kontroll

100 nM PACAP

200 uM CoCl;

200 uM CoCl; + 100 nM PACAP

40 mM gliiko6z

40 mM gliikoz + 100 nM PACAP
200 mM szacharéz

200 mM szachar6z + 100 nM PACAP
250 uM H20>

10. 250 uM H202 + 100 nM PACAP

© 0o N o g Bk~ w DN PE

A mintakat minden csoportbol 12-12 lyukba tettiik ki és 24 oras kezelést kaptak. A 24

crer

végkoncentracio 0,45 mg/ ml lett. Az MTT-vel kezelt mintakat 4 6ran keresztiil termosztatban
inkubaltuk, majd a sejtek altal redukalt formazan festék részecskéket 100 ul DMSO-ban
(dimetilszulfoxid) oldottuk fel. Fél oOra razatas utan az abszorbancidt ELISA leolvaso
segitségével 630 nm-en mértiikk. Az adatokat két-utas ANOVA és Bonferroni féle poszt

teszttel analizaltuk.

2.2. Apoptozis array

Az apoptdzis array-t sejthomogenizatumbol végeztik huméan apoptdzis array kit

felhasznalasaval (R&D Systems; Biomedica Hungaria, Magyarorszag). Az ARPE-19 sejteket
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24 oran keresztiil 0,25 mM hidrogén-peroxid ¢s 100 nM PACAP kezelésnek vetettiik ala. A
kezelések koncentracio értékeit korabbi mérések alapjan hataroztuk meg (Mester et al. 2011).
Tobb kutatds eredménye alapjan a PACAP erésen citoprotektivnek bizonyult nanomolos
koncentracidban, amit korabbi sajat ARPE sejtes kisérleteink is alatamasztottak (Mester et al.
2011; Somogyvari-Vigh és Reglddi, 2004). Az alkalmazott hidrogén-peroxid koncentracio is
optimalisnak bizonyult, mivel szignifikans, de javithaté sejtkdrosodést okozott (Mester et al.

2011). Az array-t a citokin array-nél leirtaknak megfeleléen végeztiik el.

2.3. Foszfo-kindz array

A foszfo-kinaz array-t human foszfo-kinaz array kit (R&D Systems; Biomedica
Hungaria, Magyarorszag) felhasznalasaval végeztiik el. A sejteket az apoptdzis array-hez
hasonloan 0,25 mM hidrogén-peroxiddal és 100 nM PACAP-pal egy napon keresztiil
kezeltik. Az arrayt a gyartdé protokolljat kdvetve, 1.2. pontban leirtaknak megfelelden
hajtottuk végre.

2.4. Angiogenezis array

Az angiogenezis array soran a kiilonbozd kezelések hatasara a feliiliszoba szekretalt
aniogenikus faktorok mennyiségi valtozasait vizsgaltuk. Az oxidativ stressz és hipoxia okozta
valtozasok megfigyelésére az ARPE sejteket 0,25 mM hidrogén-peroxiddal és 0,2 mM CoCls-
dal 24 oran at kezeltik. Ezen kiviil szintén 24 oran keresztiil 200 mM szachardzos, valamint
100 mM NacCl-dos kezelést is alkamaztunk. Mindkét anyag hiperozmotikus koriilményeket
hoz létre, amely tobb betegség kialakuldsanak hatterében fontos tényezdként szerepel. A
magas sokoncentracié megvaltoztatja az ozmotikus viszonyokat, aminek hatasara a szemben a
vér-retina gat sériilhet. Ennek tobbek kozott 6déma képzoédés és makuladegeneracié lehet a
kovetkezménye (Hollborn et al., 2015; Veltmann et al., 2016). A humén angiogenezis array
kit (R&D Systems; Biomedica Hungaria, Magyarorszag) soran a feliilisz6t hasznaltuk

mintaként és szintén az 1.2-es pontnal leirtaknak megfeleléen végeztiik el.

2.5. Aramldsi citometria

Az éaramlasi citometrids méréseket egy Accuri C6 tipusi gépen végeztik. A VEGF

koncentraciokat CBA — human soluable protein kit segitségével mértiik. A kit VEGF antitest
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konjugalt mikrogyongyoket tartalmaz, amely az eldkészités soran kotddik a megfeleld
kotohelyekre, majd ezt fikoeritrinnel konjugalt masodlagos antitesthez kotve mérhetévé valik.
A mintakbol szarmazo feliiliszo és a VEGF konjugalt mikrogyongyok 1:1 aranyt (50-50 ul )
keverékét készitettilk el, majd egy oran keresztiil sotétben, szobahOmérsékleten inkubaltuk.
Ezutan még 50 ul fikoeritrin konjugalt antitestet adtunk a mintdinkhoz és tovabbi 3 o6ran
keresztlil szobahomérsékleten, so6tétben inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket 1100-es
fordulatszamon 5 percig 1 ml mosopufferben centrifugaltuk, majd a feliiliszot ovatosan
ledntve 300 ul mosopufferben felvettiik az tiledéket. A kalibracids gorbe felvételéhez standard
sort készitettiink, aminek segitségével kvantifikaltuk a mérés soran kapott eredményeket. Az

adatokat két-utas ANOVA-val és Bonferroni poszt teszt segitségével analizaltuk.

2.6. Cell stressz

Az oxidativ stressz mellett a hipoxia hatasait is vizsgaltuk. Az oxidativ stresszt ebben
az esetben is 0,25 mM hidrogén-peroxiddal valtottuk ki. Az oxigénszegény koriillményeket 24
oras 200 uM-o0s CoCl; kezeléssel hoztuk 1étre. A kobalt-klorid a hipoxia indukalta faktor 1-3
(HIF 1-3 a) aktivalasaval okoz oxigénhianyos allapotot a sejtekben. A retina iszkémias
karosodéasa tobb betegség patomechanizmusaban is szerepet jatszik, példaul a diabéteszes
retinopatia, az oregkori makuladegeneracid és a korasziilott retinopatia esetében (Li et al.
2013). A CoCl; alkalmazasaval iszkémias modellt hoztunk Iétre és vizsgalni tudtuk a PACAP
esetleges védo hatasat. A human cell stressz array-t (R&D Systems; Biomedica Hungaria,
Magyarorszag) sejthomogenizatumbol a citokin array-nél (1.2.pont) leirt modszerrel hajtottuk

végre.
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V. Eredmények

1. In vivo kisérletek

1.1. A szévettani analizis eredményei

Az 6. éabran a kétoldali arteria carotis communis lekotott allatok retindjanak

reprezentativ szovettani fotdja lathaté. A metszeteken a pigmenthamsejtek szamat 100

pm-en mértiik. A kontroll retindn atlagban 5,8 db pigmenthamsejt magot taldltunk. A nem

operalt allatok jobb szemébe PACAP-ot injektaltunk. A PACAP Onmagéban nem

valtoztatott a pigmenhdm sejtek szdman, ezeken a retindkon é&tlagban 5,4 db-ot

szamoltunk 100 um-en. A BCCAO-s allatok bal szemében (fiziologias sooldattal kezelt) a

retina teljes vastagsaga, az egyes retinarétegek vastagsaga ¢és a ganglionsejtek szama

szignifikansan csokkent (Werling et al. 2014). A pigmenthamsejtek atlagos szamaban itt

sem taladltunk jelentds kiilonbséget, atlagban 5,4 db volt 100 pm-en. Mig a retina tobbi

paraméterét a PACAP kezelés jelentdsen javitotta, addig a pigmenthamsejtek szamaban a

vartnak megfelel6en (atlagban 5,6 db) nem kdvetkezett be valtozas (5. bra).

kontroll

PACAP

)
N

BCCAO

BCCAO+PACAP

5. abra. A szovettani mintdakon szamolt pigmenthamsejtek szama 100 um-en (atlag +SEM)
A) kontroll B) PACAP kezelt C) BCCAO D) BCCAO+PACAP
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6. dbra. A retina szévettani szerkezete (toluidinkék festés)
A) kontroll B) PACAP kezelt C) BCCAO D) BCCAO+PACAP
RPE-retindlis pigmentham, PL-fotoreceptorok rétege, ONL-kiilsé magvas réteg, OPL-kiilsé szinaptikus
réteg, INL-belsé magvas réteg, IPL-belsé szinaptikus réteg, GCL-ganglion sejtes réteg

1.2. A citokin array eredményei

A 7. abran az elOhivott citokin array, és az array-vel mérhetd faktorok listaja lathato. A
kétoldali arteria carotis communis lekotott allatok retindjan végzett citokin array eredményei
azt mutattak, hogy az iszkémids allapot ndvelte tobb citokin, koztiik a kemoattraktans CINC
(citokin indukalt neutrofil kemoattraktans) és MIP (makrofag gyulladdsos protein) csaladba
tartoz6: CINC-1, CINC-2 o/ B, CINC-3 and MIP-1 a, MIP-3 a kemokinek expressziojat is.
Szamos interleukin szintje is megnoétt: 1L-1a, IL-1p, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
13 és IL-17. A kontrollhoz képest a cilidris neurotrofikus faktor (CNTF), a fraktalkin, az
SICAM-1 (intercellularis adhéziés molekula), a LIX (lipopoliszacharid indukalta CXC
kemokin), az L-szelektin, a RANTES (normal T sejt altal regulalt, expresszalt és szekretalt
citokin), a timusz kemokin és a TIMP-1 (szoveti metalloproteindz gatld) expresszidja is

megndvekedett a BCCAO-n atesett csoportokban.
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8. dbra. A citokin array-vel mért, szignifikdans vdaltozdson dtesett faktorok (n=2)

minden dabrdzolt marker szignifikansan vdltozott:
vs. kontroll *P<0,5; ™ P<0,01; ™ P<0,001
vs. BCCAO # P<0,5; #P<0,01; ** P<0,001
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A citokin array eredményei alapjan azt talaltuk, hogy a PACAP kezelés az 6sszes fent
emlitett citokin szintjét lecsokkentette. Kivételt képezett a VEGF és a timusz kemokin,
melyek aktivaciojat a PACAP tovabb erdsitette (8. abra). A tobbi, az array altal még mért

citokin expresszidjaban nem tortént szignifikans valtozas a kezelések hatasara.

2. 1In vitro kisérletek

2.1. Az MTT teszt eredményei

Az MTT assay méréssel a sejtek életképességének valtozasait vizsgaltuk kiillonbozo

karosito tényezOok hatasara.

A hiperozmozis hatasa

A sejteket 200 mM szacharo6zzal kezeltiik 24 oran at a hiperozmotikus koriilmények
modellezéséhez. A szachardz kezelés hatasara a sejtek majdnem 36%-a sejthalal dldozata lett,

mig a PACAP ki tudta védeni a hiperozmozis sejtold hatasat és a sejtek 95%-a életben maradt

(9.4bra).

1201

100+

*k*

80 A

% 60 -

40 -

20 A

szacharéz szacharéz+PACAP

9. dbra. A szacharoz indukdlta hiperozmozis hatdsa a sejttulélésre ARPE-19 sejtekben
(atlag % +SEM)
" vs kontroll p<0,001; ## vs szacharoz kezelt p<0,001

*
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10.d@bra. A hidrogén-peroxiddal kivaltott oxidativ stressz hatdsa a sejttulélésre ARPE-19 sejtekben
(atlag % +SEM)
" vs kontroll p<0,001; #* vs szacharéz kezelt p<0,001

*

Az oxidativ stressz hatasa

Az ARPE-19 sejteket 250 uM hidrogén-peroxiddal kezeltiik 24 6ran keresztiil, ami
erds oxidativ stresszt jelent a szamukra. Ennek hatasara a sejtek szignifikans hanyada (31%-a)
elpusztult. A PACAP hidrogén-peroxiddal egyidejii alkalmazasa megdvta a sejtek jelentOs
részét (86%) (10. abra).

A hipoxia hatasa
A legerGsebb sejtold hatasa a kobalt-kloridnak volt. A 24 6ras 200 uM kobalt-
kloriddal torténd kezelést kovetden, a hipoxias koriilmények miatt a pigmenthdmsejtek 50%-a

sejthalal aldozata lett, mig a PACAP-pal valo egyiittes kezelés szignifikansan, 90%-ra novelte

a talélo sejtek szdmat (11. abra).
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11. dbra. A kobalt-klorid indukdlta hipoxia hatdsa a sejttilélésre ARPE-19 sejtekben
(atlag % +SEM)
“* vs kontroll p<0,001; ## vs szacharoz kezelt p<0,001

2.2. Az apoptozis array eredményei

Az apoptozis array elvégzése elott 24 oran keresztiil kezeltiik a sejteket 0,25 mM
hidrogén-peroxiddal és 100 nM PACAP-pal. Az array reprezentativ képe és a mért faktorok a
12. és 13. abran lathatdéak. Kontroll koriilmények kozott csak néhany faktor volt aktiv az
ARPE sejtekben. Az oxidativ stressz azonban fokozta a Bad, Bax, citokrom-c, Trail R1 DR4,
Trail R2 DR5 (TNF-hez hasonl6 apoptozis-indukalta ligand), FADD (Fas-asszocialt halal
domén), Fas TNFR SF, HIF-1a (hipoxia indukalta faktor), néhany hdsokk fehérje (HSP32,
HO-2, HSP-27, HSP-60, HSP-70), a p2l, p27, pp53, a TNF Rl ¢és a SMAC diablo
expressziojat. A hidrogén peroxid és a PACAP egyiittes alkalmazdsa mindegyik emlitett

apoptozis marker aktivacigjat csokkentette (14. abra).
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12. abra. Az apoptozis array reprezentativ képe
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Pozitiv ) : ; a : : } R } : Pozitiv
kontrol kontrol
B Bad Bax Bcl-2 Bcl-x Pro Cleaved Catalase clAP-1 clAP-2 Claspin | Clusterin | CitokrémC
caspase3 | caspase3
) Trail . HO-1 HO-2 L
C Trail R1 R2 FADD | Fas TNFR | Hif la HsP32 HMOX2 HSP27 HSP60 HSP70 HTRA2 Livin
Pp53 Pp53 Pp53 SMAC . Negativ
D PON2 P21 P27 (s15) (546) (5392) PRad17 Diablo Survivin TNF R1 XIAP kontrol
£ Pozitiv -
kontrol

13. abra. Az apoptozis array-vel mérhetd faktorok tablazata

2.3. A foszfo-kinaz array eredményei

“A” panel

A 15. abran a foszfo-kinaz array “A” paneljének képe és a mért faktorok listaja
lathatd. A hidrogén peroxid tobb foszfo-kinaz, koztiik a p38-alfa és a JNKpan aktivaciojat
(foszforilaciojat) erdsen novelte, mig a PACAP kezelés hatasara ez az aktivacio lecsokkent. A
PACAP ezen feliil tovabb novelte a hidrogén peroxid hatdséra kissé megemelkedé ERK1/2 és
Akt aktivaciot. Ezen tulmenéen a CREB, Src, Lyn, Yes és Chk-2 faktorok is szignifikansan
magasabb expressziot mutattak PACAP hatasara (16. abra).
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14. dbra. Apoptozis array. Az egyes csoportokban mért pro-apopttikus faktorok szintjei (n=3)
minden abrdzolt marker szignifikansan vdltozott:
kontroll vs. H,0, p<0,001
H202vs. H,0,+PACAP p<0,001
Kontroll H,0, H,0, + PACAP
1 2 3 45
g‘ LLJ L L .o L L ..
C
D ¢
E .o
F LR
G ®e oo se
A
panel 1 2 3 4 5
A Pozitiv kontroll p38a ERK1/2 JNK pan GSK-30/p
B - MEK 1/2 MSK 1/2 AMPKo2 Akt
C TOR CREB HSP27 AMPKoa2 B-Catenin
D Src Lyn Lck STAT2 STAT5a
E Fyn Yes Fgr STAT3 STATSb
F Hck Chk-2 FAK STAT6 STAT5a/b
G Pozitiv kontroll - Negativ kontroll - -

15.dbra. Feliil: foszfo-kindz array A panel reprezentativ képe
alul: a foszfo kinaz array-vel mérhetd faktorok tablazata
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16. @bra. A foszfo-kindz array A paneljével mért, szignifikans valtozason dtesett faktorok (N=2)

minden abrazolt marker szignifikansan valtozott:

kontroll vs. H,0, p<0,001

H202vs. H,02+PACAP p<0,01

Kontroll H,0, H,0, +PACAP
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A - p53 - Pozitiv kontroll
B Akt p53 - -
C p70S6kinase p53 p27 Paxillin
D p70S6kinase RSK1/2/3 p27 PLCy-1
E p70S6kinase RSK1/2 c-Jun Pyk?2
F STAT1 STAT4 eNOS Negativ kontroll

17. dbra. Feliil: A foszfo-kindz array B panel reprezentativ képe

alul: a B panellel mérhetd faktorok tablizata
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“B” panel

A 17. 4bran a foszfo-kindz array “B” paneljének szkennelt képe ¢és a mért faktorok
lathatoak. A kisérletek egyértelmiien bizonyitottak, hogy az oxidativ stressz Akt aktivacidhoz
vezetett, mely a 100 nM PACAP-pal kezelt mintakban tovabb fokozodott.

A hidrogén peroxid hatasara a p53 harom kiilonboz6 teriiletének (S392, S46 és S15)
foszforilacigja is megemelkedett. Ezt a 100 nM-os PACAP kezelés enyhén csokkentette. A
H202 okozta oxidativ stressz a paxillin, p70S6 kindz, RSK 2 (riboszomalis s-6 kinaz),
PLCgamma-1, STAT4 és az eNOS aktivacidjat is fokozta. Ezeket a valtozasokat a p70S6
kinaz kivételével a PACAP képes volt visszaforditani. A c-Jun mar kontroll koriilmények
kozott is aktivaciot mutatott, amit a hidrogén peroxid alkalmazasa tovabb fokozott. A PACAP

kezelés ezt az aktivaciot is csokkenteni tudta (18. abra).
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18.dbra. A foszfo-kindz array B paneljével mért, szignifikdns valtozason dtesett faktorok (n=2)
minden marker szignifikansan valtozott:
kontroll vs. H,O, p<0,001
H,0, vs. H,0,+PACAP p<0,01

38



2.4. Az angiogenezis array eredményei

a. A hiperozmozis hatasa

A hiperozmozis tobbféle modon kivalthaté a sejtekben. Jelen kisérletiinkben kétféle
modellt alkalmaztunk, a NaCl (19. abra) és a szachardzzal (21. abra) torténé kezeléseket.
A 100 mM konyhasoval torténé kezelés hatasara néhany pro-angiogenikus faktor
koncentraci6ja megemelkedett: angiogenin, artemin, EG-VEGF (endokrin mirigy eredeti

VEGF), pentraxin 3, platelet factor 4 és VEGF.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 8BS LA
B
c 2w ER
b kontroll
E ®e
L
Foe
e .o .
NaCl + PACAP
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Pozitiv
A | Pozitiv kontrol - activinA | ADAMTS-1 iogeni angiopoetin-1 angiopoetin-2 jostati amphiregulin artemin - Kontrol
B kuf:fﬁ%?[s CXCL16 | DPPIV EGF EG-VEGF endoglin endostatin endothelin-1 FGF-acidic FGF-basic FGF-4 FGF-7
C GDNF GM-CSF | HB-EGF HGF IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IL-1beta -8 LAP leptin MCP-1
D MIP-1a MMP-§ MMP-9 NRG1-B1 pentraxin3 PDECGF PDGF-AA PDGF-AB persephin platelet factor 4 PIGF prolactin
E serpin BS serpin E1 | serpin F1 TIMP-1 TIMP-4 | Trombospondin-1 | Trombospondin-2 uPA vasohibin VEGF VEGF-C
F | Pozitiv kontrol Negativ
kontrol

19. dbra. Feliil: Az angiogenezis array reprezentativ képe — NaCl kezelés
alul: az angiogenezis array-vel mérhetd faktorok tablazata
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20. dbra. A NaCl indukalta hiperozmézis hatdsa az angiogenikus faktorokra (n=2)

vs. kontroll *P<0,5; ™ P<0,01; ™ P<0,001
vs. kezelt ¥ P<0,5; #P<0,01; #* P<0,001

Ezek koziil az artemin, a pentraxin 3 €s a platelet factor 4 gyulladasos folyamatokban
résztvevd fehérjék, mig a masik harom klasszikus angiogenikus protein. A 100 nM-0s
bizonyult ebben a modellben (20. abra).

A masik modelliinknél a hiperozmotikus koriilmények létrehozasa céljabol 200 mM
szacharozzal kezeltiik a sejteket, 24 6ran keresztiil. Ahogy azt az MTT teszt eredményeinél
lathattuk, a szachar6z indukalta hiperozmozis karositotta sejteket, ndvelte az apoptotikus
sejtek szamat, mig a PACAP kezelés ezt megakadalyozta. Az angiogenesis array-vel is
hasonldé eredményekre szamitottunk. A membranok elemzése soran azt lattuk, hogy a
TIMP-1, az MCP-1, a VEGF, az EG-VEGF, az IL-8, az IGFBP-1 és 3, az MMP-9, a PIGF, a

serpin B5 és az uPA szintje is megnovekedett szachardz kezelés hatdsara. A PACAP minden

egyes megemelkedett faktor szintjét csokkenteni tudta (21. abra).
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21. abra. Feliil: Az angiogenezis array reprezentativ képe —szacharoz kezelés
alul: a szacharéz hatasdra valtozé angiogenikus faktorok (n=3)
vs. kontroll * P<0,5; ™ P<0,01; ™" P<0,001
vs. kezelt# P<0,5; #P<0,01; #* P<0,001

41



b. Az oxidativ stressz hatasa

A 24 o6ras hidrogén-peroxid kezelés hatasara szamos pro-angiogenikus faktor
koncentracioja jelentds mértékben megemelkedett. Ezek kozil az érujdonképzdodés
folyamataban legfontosabbak a VEGF, az FGF, az angiopoietin-1 és 2, a vérlemezke eredetii

novekedési faktorok (PDGF) valamint a thrombospondin-1.
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22. dabra. Feliil: Az angiogenezis array reprezentativ képe — hidrogén-peroxid kezelés
alul: Az oxidativ stressz hatdsa az angiogenikus faktorokra (n=3)
minden dabrdzolt marker szignifikansan vdltozott:
kontroll vs. H20, p<0,001
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Ezeknek, és az abran lathatd tobbi faktornak a feliiliszoban mért, oxidativ stressz hatasara

megndvekedett szintje PACAP kezeléssel szamottevd mértékben csokkent, sok esetben a

kontroll szintekhez kozeli értéket kozelitette meg (22. dbra)
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23. dbra. Feliil: az angiogenezis array reprezentativ képe — kobalt-klorid kezelés
alul: a hipoxia hatdsa az angiogenikus faktorokra (n=2)
vs. kontroll * P<0,5; **P<0,01; " P<0,001
vs. kezelt * P<0,5; #P<0,01; #* P<0,001
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c. A hipoxia hatasa

A hipoxias allapotot 24 oras 0,2 mM-os kobalt-klorid kezeléssel értiik el. Sok
angiogenikus faktor, mint az IGFBP csalad tagjai, a PDGF, a trombospondin-1, a uPA és a
VEGF koncentracioja megemelkedett az oxigénszegény allapot alatt (23. abra). A PACAP
minden fent emlitett citokin exressziojat szignifikdnsan csokkentette. Az endothelin-1 egy
foként endothel sejtek altal termelt peptid, amelynek megemelkedett koncentracidja tobbek
kozott magas vérnyomds betegség, illetve kettes tipusu diabétesz kialakuldsaban jatszik
szerepet. A kobalt-klorid hatasara a peptid szintje jelentésen megnétt, de a PACAP
szignifikansan visszaszoritotta. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a PACAP egyértelmii

védo hatassal van a pigmentham sejtekre kobalt-klorid indukalta hipoxia esetén.

2.5. Az aramlasi citometridas mérés eredményei

Aramlasi citometriaval a sejtek 4ltal szekretalt VEGF koncentraciojat mértiik
szacharoz kezelés, vagyis hiperozmozis hatasara. Eredményeink alapjan az egy napos 200
mM-os szachardz kezelés szignifikdnsan emelte a feliiluszoban taldhato VEGF mennyiségét.

A 100 nM-o0s PACAP-pal torténd egyiittes alkalmazas azonban a kontroll értékekhez hasonlo
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24. abra. A szacharoz indukalta hiperozmozis hatasa a VEGF koncentraciora
“*vs kontroll P<0,001
# vs szachardz kezelt P<0,01
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2.6. A cell stressz array eredményei

a. Az oxidativ stressz hatdsa

A cell stressz array-t kétféle modellen hajtottuk végre. Elséként az oxidativ stressz
okozta valtozasokra koncentraltunk (25. abra). A hidrogén peroxid kezelés hatasara néhany
hésokk fehérje, a citokrom-c, a foszforilalt p53 és p38 aktivalddott. Ezek a faktorok fontos

szerepet jatszanak az apoptotikus folyamatok beinduldsaban. Mindezen fehérjék

koncentracidjat csokkenteni tudta a 100 nM PACAP, igy anti-apoptotikusnak bizonyult ebben
a modellben is.
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b. A hipoxia hatasa

A kobalt-klorid kezelés nem okozott nagy valtozasokat cell stressz array-vel mérhetd
elengedhetetlen szerepet. A hipoxia hatasara jelent6sen lecsokkent ennek az enzimnek a
koncentracidja. Ezt a PACAP a kontroll szintre emelte vissza. Oxigénhiany allapotban a hifl
alfa és a SIRT1 szintjei szignifikansan megemelkedtek, ezekre a PACAP-nak nem volt
jelentds hatasa. A HSP70 hésokk fehérje és a thioredoxin koncentracidja kis mértékben, de
nem szignifikansan valtozott. A PACAP tovabb fokozta mindkét fehérje kobalt-klorid

indukalta expressziondvekedését (26. abra).
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VI. Megbeszélés

In vivo eredmények megbeszélése

A tanulmédnyban bemutatott eredmények alapjan a PACAP képes volt kivédeni az
iszkémias és oxidativ stressz altal eldidézett karosodast kovetd valtozasokat a MAPK és
citokinek foszforilacidjaban patkany retinan. Korabbi irodalmi adatokbol ismert a PACAP
agyi, és periférias szoveteket érintd iszkémias karosoddsokban, sejtttlélésre és kiilonbozo
gyulladasos utvonalakra kifejtett hatasa (Ferencz et al. 2010; Ohtaki et al. 2008; Reglddi et al.
2012; Szakaly et al. 2011; Shioda és Nakamachi 2015). A PACAP szerepe ezen
folyamatokban mar régdta ismert, de a pontos hatdsa a gyulladasos folyamatokban nagyban
fligg a sejttipustol, szovettdl, kortdl, patologias koriilményektdl és egyéb tényezoktdl. Ezzel
egyiitt a PACAP-ot altaldban gyulladascsokkentéként ismerik (Delgado et al. 2003). A
kutatdsaink soran mi is azt taldltuk, hogy iszkémids retinakdrosodaskor a PACAP
kozoOmbositette szamos citokin  és kemokin szintjében bekdvetkezd ndvekedést.
Altaldnossagban elmondhatd, hogy az iszkémiat kovetéen dramaian megemelkedett a
citokinek expresszioja, mig a PACAP ezen valtozasokat a legtobb citokin esetében kivédte.
Ezalol kivételt képez a VEGF és a timusz kemokin, melyek szintje tovabb nétt a PACAP
hatasara. A BCCAO-t kdvet6 erds citokin aktivacid nem volt varatlan, 6sszhangban all tobb,
korabbi tanulmanyban talaltakkal (Gustavsson et al. 2008; Yoneda et al. 2001). A PACAP
retina iszkémids karosodasidban a PACAP gyulladasgatlo szerepet tolthet be, nem
megfeledkezve arrdl a tényrdl, hogy a mérést csak egy idépontban, 24 6raval a karosodast
kovetden végeztiik el.

A CINC (CINC 1-3) csalad a gyulladasos kemokinek kozé tartozik, szamos
gyulladdsos folyamatban, altalaban az akut gyulladdsos valaszreakcidoban jatszik szerepet
(Ghaly et al. 2010). Kimutattak, hogy a retina véraramlasi zavarai emelik a CINC csalad
expressziojat (Yoshida et al. 1998). A jelen tanulmany az elsd, amely azt igazolja, hogy a
PACAP képes mérsékelni a CINC kemokinek szintjét iszkémiat kovetéen. Egy masik
kemoattraktans, a fraktalkin szintje is csokkent PACAP kezelés hatasara. A PACAP
interleukinokra kifejtett hatdsa valtozd volt. A legtdbb interleukin megemelkedett
expressziojat a PACAP mérsékelni tudta, mig néhany interleukin szintjében nem kovetkezett

be valtozas.
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Osszefoglalva, a PACAP csokkentette az IL-1 csaldd tagjainak aktivaciojat, mely
folyamat jotékony hatdsunak bizonyult retindt ért iszkémids kéarosodast kovetden
(Dvoriantchikova et al. 2010; Ji et al. 2006).

A RANTES is szerepet jatszik a retina gyulladasos folyamataiban, a T-memoria sejtek
vandorlasanak befolyasolasaval, valamint elésegiti a monocitak vér-retina gaton valo atjutasat
gyulladasos szembetegségek esetén (Crane et al. 1998). Kutatasaink soran kimutattuk, hogy a
PACAP csokkentette az iszkémia indukalta RANTES aktivaciot a retindban. Korabbi
tanulmanyok kozlései alapjan a PACAP eldsegitette a RANTES szekrécidjat asztrocitdkban
(Brenneman et al. 2002), és kortikalis neuronokban (Sanchez et al. 2009). Ezekben a
kutatasokban a RANTES szekrécidja a megndvekedett neuroprotekcidval allt dsszefiiggésben.
A retindban azonban az eredményeink alapjan a RANTES expresszioja megemelkedik a
gyulladasos reakciok soran, amely ellen a PACAP hatésos védelmet nytjt. Ez 6sszhangban all
egy masik, mikroglia sejteken folytatott kisérlet eredményeivel, mely soran azt talaltdk, hogy
a PACAP és a VIP gatolja a kemokinek szekréciojat (Delgado et al. 2002). A PACAP szdmos
egyeb faktor szintjére hatassal volt, de ezekrdl egyeldre keveset tudunk.

Tobb szembetegség patomechanizmuséaban is szerepet jatszhatnak kiilonb6z6 adhézids
molekuldk, matrix metalloproteazok, valamint a MIP-1 a (Jonas et al. 2010; Mathalone et al.
2007; Yoshida et al. 2003). A mi eredményeink azt mutattadk, hogy a PACAP meggatolta az
ICAM, a szelektin, a MIP-1 o, a TIMP-1 aktivacidjat, ezzel szemben emelte a VEGF
expresszigjat. A PACAP VEGEF szintet emeld hatdsat egy kordbbi kozleményben mar leirtak
tiid6 karcinoma sejtek (Moody et al. 2002), valamint hipofizis follikularis sejtek esetében
(Gloddek et al. 1999). A VEGF egy sokat tanulmanyozott angiogenikus faktor, amely szamos
retinopatia hatterében 4ll (korasziilott ¢€s diabéteszes retinopatia), de ezek mellett
neuroprotektiv funkcidja is van (Zheng et al. 2012). Iszkémids retinakdrosodas esetén a VEGF
expresszio az 1dotdl, reperfuzidtol, és a VEGF lokalizaciojatol fligg (Cervia et al. 2012).

Tovébbi kutatdsokra van sziikség annek megallapitasara, hogy a PACAP indukalta
VEGF expresszio novekedés neuroprotektiv funkcioval bir-e, vagy a gyulladasos

folyamatokban jatszik-e szerepet.

In vitro eredmények megbeszélése

A programozott sejthalal fiziologias koriilmények kozott is lezajlé folyamat. Az
egyedfejlodés sordn bizonyos iddszakokban nélkiilozhetetlen a normalis fejlddés eléréséhez,

példaul az ujjak egymastol vald elvalasa esetén. Az Oregedésben betoltott szerepe is
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vitathatatlan. Ezen kiviil azonban szamos betegség patomechanizmusaban is részt vesz. Az
apoptdzis egyensulydnak megbomldsa sulyos kovetkezményekkel jar, az apoptotikus
folyamatok serkentése, sejtvesztéssel jard rendellenességekhez, mig az apoptotikus
folyamatok lassulasa, leallasa kontrollalatlan sejtburjanzashoz, rakhoz ¢és autoimmun
betegségek kialakulasdhoz vezethet. Az apoptozis molekuldris mechanizmuséban tobb,
egymastol fliggetlen jelatviteli utvonal azonosithatod, amelyek egy kozos végrehajtd rendszer
felé konvergalnak. A folyamat végrehajtd elemei a kaszpazok, amelyek inaktiv prekurzorként
varjak az aktivalodasukat jelentd szignalt (Strasser et al. 2000). A kaszpazaktivalodas két
kiilonb6zé Uton mehet végbe: a halalligand-haldlreceptor Uton vagy a mitokondridlis
citokrom-c kibocsatassal eldidézett Gton.

A Bcl-2 fehérjecsaladon beliil két csoportot kiilonboztetiink meg az apoptdzisban
betoltott szerepliknek megfelelden: az anti-apoptotikus fehérjék kozé tartozik tobbek kozott a
Bcl-2 és a Bcel-XL, mig Bcel-2 csalad egyes képviseléi pro-apoptotikus funkcioval
rendelkeznek, mint pl. a Bax, Bad, Bak, Bik stb. A csalad pro-és anti-apoptotikus tagjai az
€16, intakt sejtben (halalszignal nélkiil) kiilon kompartmentekben, szeparaltan helyezkednek
el: az anti-apoptotikus molekulak tobbnyire membranhoz (mitokondrium, endoplazmas
retikulum, stb.) kotve, a pro-apoptotikus molekuldk pedig szabadon a citoszolban. A pro-
apoptotikus Bax molekula vagy a citoszolban, vagy membranokhoz lazan kapcsolédva
monomer formdban van jelen. Amennyiben a sejtet apoptdzist indukaldé hatas éri, a
citoszolban 1évé monomer szerkezetli Bax transzlokalodik a mitokondriumba, ahol integrans
membran proteinné alakul és homodimert képez (Gross et al. 1998; Wolter et al. 1997), majd
kifejti pro-apoptotikus hatasat. Hatasara a mitokondrialis membranpotencial és permeabilitas
megvaltozik, majd az addig a mitokondrialis térbe zart citokrom-c 9 felszabadul. Ezt kovetden
tobb 1épés eredményeként a végrehajtdé kaszpdzok aktivalodnak és a sejt az apoptdzis
kovetkeztében elpusztul. Az anti-apoptotikus Bcl-2 és Bcel-XL jelenléte képes meggatolni a
Bax aktivaciojat (Gross et al. 1998). A szintén pro-apoptotikus Bad fehérje a citoplazmaban
talalhatd, foszforiladlt forméaban, 14-3-3 fehérjéhez kototten. Amennyiben a Bad
defoszforilalodik, a 14-3-3 fehérjével valdo kapcsolata megszakad, lehetdvé téve
gatolja azok funkcidjat. A Bcl-2 és Bcel-XL proteinek a mitokondrium membranjaban 1évo
integrans proteinek, amelyek megakadalyozzdk a citokrom-c kibocsatasat a citoszolba,
megeldzve ezzel a sejt apoptozisat. Az idegi szOvetekben, igy a retindban bekovetkezd

apoptozisnak kiilonbozo kivalto okai lehetnek: neurotréfikus faktorok hidnya, DNS karosodas
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és toxikus behatasok. Altalanossagban azt mondhatjuk, hogy ezek a tényezdk a kaszpaz-3
molekula indukalasaval vezetnek a sejthalalhoz (Morrison et al. 2002).

Tobb publikacioban kozoltek adatokat a mitokondridlis Bcel csalad szerepérdl a
PACAP citoprotktiv hatasmechanizmusaban kiilonboz6é karosité hatasoknak Kkitett sejtek
esetén. PACAP munkacsoportunk kozolte, hogy a PACAP a retinaban ezen anti-apoptotikus
szintjét is csokkentette (Récz et al. 2007). Hasonld hatdsokrél szamoltak be kisagyi
szemcsesejteken és egyéb idegsejteken is (Aubert et al. 2008; Seaborn et al. 2011). A PACAP
Bad és Bax molekulakkal szemben kifejtett szerepét nem csak neuronalis sejtek esetében, de
egyeb periférias sejttipusnal, igy példaul sztreptozotocin indukalta apoptdzis soran inzulindma
sejteken (Onoue et al. 2008), valamint szérum deprivacionak kitett Schwann sejteknél is
leirtdk (Castorina et al. 2008). Az apoptotikus kaszkad aktivacidjakor a mitokondridlis
membran atjarhatébbd valik és szdmos pro-apoptotikus faktor, mint a citokrom-C vagy a
SMAC ki valasztodik a citoszolba. Kutatasunk soran elséként sikeriilt kimutatnunk, hogy a
PACAP képes a SMAC megemelkedett szintjét lecsokkenteni.

A dolgozatban bemutatisra keriilt, hogy a PACAP oxidativ stressz indukalta
sejtkarosodas esetén képes védé hatast gyakorolni a retina pigmenthamsejtjeire. Jelen
munkamban igyekeztem részletesebben feltarni a hattérben huzodo jelatviteli folyamatokat.
Korabbi pigmenthamsejtes kisérleteink sordn, oxidativ stressz okozta apoptotikus
folyamatokban mar fény deriilt a PACAP védo funkcidjara (Mester et al. 2011), de
mindezidaig a molekularis hattér ismeretlen volt. A jelen értkezésben az apoptézis array
eredményei azt mutattak, hogy a hidrogén-peroxid kezelésnek kitett ARPE-19 sejtekben
jelentés mértékben emelkedett szamos apoptotikus marker expresszioja. PACAP-pal torténd
egylittes kezelés esetén viszont a kontroll koriilményeknek megfeleld szinteket talaltunk.

A neurondlis apoptdzis a retindban a nervus opticus atvagasaval modellezhetd felndtt
kozponti idegrendszerben (Quigley et al. 1995). Seki és munkatarsai arr6l szamoltak be, hogy
a nervus opticus atvagasa a ganglionsejtek 55%-anak elhalasaval jar. A mitét elott
intravitrealisan 10 és 100 pmol PACAP-pal kezelt allatok ganglionsejtjeinek szama a
tizennegyedik posztoperativ napon a kontroll csoporthoz képest viszont szignifikdnsan
magasabb volt (Seki et al. 2008). Ezen eredmények egybevagnak az apoptdzis array soran
talaltakkal, miszerint a PACAP anti-apoptotikus hatést fejt ki a retindban. Az apoptdzis array
abrajan lathattuk, hogy kisérletiink soran a mitokondrialis pro-apoptotikus fehérjék (Bad,
Bax) koncentracidja erdsen megemelkedett. Ezt a hatast a PACAP teljes mértékben ki tudta

védeni. Emellett a PACAP mérsékelte az oxidativ stressz hatasara aktivalodd Trail, FADD,
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Fas, SMAC diablo és szamos hésokk fehérje expresszidjat iS. Az apoptdzis soran tobb
kiilonb6zé kaszkad jatszodik le, melyeket kiilonféle extracellularis ¢€s intracellularis
szigndlmolekuldk indukalnak. A TNF, illetve a Fas aktivacioja is ilyen, mely szdmos pro-
apoptotikus faktort is mukodésbe hoz. A pro- és anti-apoptotikus folyamatok kozotti
egyensuly elengedhetetleniil fontos nemcsak az egyedfejlodés, de egész ¢életiink soran. Ennek
az egyensulynak a felbomlasaval jellemezhetéek a sejtpusztulassal jard betegségek, koztiik
tobb, retinat érinté megbetegedés is.

A PACAP szamos szinten képes az apoptdzis folyamatara hatni. Korai kutatdsok mar
megerdsitették a PACAP MAP kinazok szabalyozasaban betoltott szerepét, ami a legtobb
vizsgalt sejt esetében anti-apoptotikus hatassal jart egyiitt (Dejda et al. 2008; Somogyvari-
Vigh ¢és Reglédi 2004; Vaudry et al. 2002). A MAPK csalad valdszintsithetéen fontos
szerepet tolt be a PACAP indukalta sejtvédd folyamatokban, amit tobb kiilonb6z6 modellben
igazoltak mar (May et al. 2010; Vaudry et al. 2012). A kisagyi szemcsesejtekben az ERK és
JNK MAP kinazok kozott fennalld egyensuly kritikus szerepet jatszik a sejtttlélésben. A
PACAP elésegiti az ERK foszforilaciojat, mig gatolja a JNK aktivaciot, ezaltal csokkenti a
ceramid indukalta sejthaldlt (Vaudry et al. 2003). A MAP kindzok szerepe az apoptotikus
folyamatokban vitathatatlan a pigmenthamsejtek esetében is (Glotin et al. 2006).

Seki és munkatarsai kimutattdk az intravitredlisan adott PACAP ganglionsejtekre
kifejtett védd hatasat magas intraokularis nyomas okozta iszkémias karosodas esetén. Ennél a
modellnél a PACAP két koncentraci6 tartomanyban (10 fmol és 10-100 pmol) is hatdsosnak
bizonyult. Mindkét dézis esetén cAMP antagonistakkal blokkolhatd volt ez a védo hatés, mig
a MAP kinaz gatlok csak az alacsony dozisban adott PACAP hatasat semlegesitették. fgy
valdszintlisithetd, hogy kiilonb6z6 PACAP koncentraciok kiilonbozd jelatviteli utakat
aktivalnak (Seki et al. 2011).

A MAPK csalad harmadik fontos tagja a p38, amelyet pro-apoptotikus faktorként
tartanak szamon. Foszforilacidja szdmos sejtkarosodas esetén megfigyelhetd. Tobb tanulmany
alapjan elmondhato, hogy a PACAP gatolni képes a p38 aktivaciojat (Racz et al. 2006 a, b).

A mar korabban targyalt ERK-en kiviil néhdny egyéb fehérje, mint példaul az Akt
szintjét a PACAP tovabb novelte. Az Akt indukélta folyamatokat altaldban az anti-
apoptotikus jelatviteli utvonalak kozott emlitik, és a PACAP hatasara megnovekedd Akt
foszforilaciot mar mas sejttipusoknal is leirtak (Racz et al. 2008). Az Akt jelatviteli utvonalak
beindulasa sejtvédd hatassal bir retinalis iszkémiaban is (Dreixler et al. 2009). A jelen
tanulmanyban a PACAP egy korabbi, excitatorikus retinakarosodas modellnél, valamint
egyéb PACAP medialt neuronalis karosodasnal (May et al. 2010; Racz et al. 2008) leirtakhoz
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hasonldan szintén elOsegitette az Akt foszforilacidjat. Mar szamos sejttipusra vonatkozoan
kozoltek, hogy PACAP kezelést kovetden az anti-apoptotikus jelatvitel aktivacidja fokozott
CREB foszforilaciohoz vezet (Bhave és Hoffman 2004; Racz et al. 2006b). Ezt az eredményt
jelen kutatasunk is megerdsitette. Mindezen feliil azt talaltuk, hogy a PACAP mérsékelte az
oxidativ stressz hatasdra megnovekedd Trail, FADD és Fas szinteket, amelyek mind az
apoptotikus kaszkad beinditasaért feleldsek. A PACAP és a Fas ligand egyensulya igen fontos
tényez0 a kisagyi szemcsesejtek pusztulasaban a fejlodés soran (Allais et al. 2010). Ezen kiviil
a PACAP indukalta Fas expresszio csokkenést periférias sejteknél is leirtak, tobbek kozott bél
karcinoma sejteknél és limfocitaknal (Delgado ¢és Ganea 2001; Le et al. 2002). Az altalunk
talalt hatasok is 6sszhangban vannak ezekkel a kdzleményekkel.

A p53 szintén igen fontos az apoptdzis folyamatadban. A p53 szabalyozasaban
bekovetkez6 barmilyen zavar apoptozishoz vezet (Di Giovanni and Rathore 2012). Az
oxidativ stressz kiilonb6zdé formainal leirtdk, hogy a p53 fliggd Bax szintézis apoptdzist
indukal azaltal, hogy hozzakotédik a Bcl-2-hdz, inaktivalva annak anti-apoptotikus
képességét (Cheng et al. 2001; Yang et al. 2003). Azt talaltuk, hogy a PACAP enyhén
csOkkentette az oxidativ stressz hatasara megnovekedett p53 szinteket. Mas egyéb faktorok
koncentracidja is csokkent, igy példaul a PLC, eNOS, STAT, RSK, és a cIAP-1. PACAP
génhianyos egereknél megfigyelték a STAT szintek valtozasat az agyban (Ohtaki et al. 2006),
mig mikroglia sejtek esetében a PACAP-nak nem volt hatasa a STAT exprsszidjara (Lee €s
Suk 2004). Pillanatnyilag tal kevés informacié all rendelkezésre a PACAP és az elébb
felsorolt faktorok kozott fenalld kapcsolatokrdl ahhoz, hogy mélyremend kovetkeztetéseket
vonjunk le. A PACAP retinavédé hatasat és jelen eredményeinket figyelembe véve az
mindenesetre elmondhatd, hogy a PACAP képes csokkenteni az oxidativ stressz soran
aktivalodo faktorok szintjét.

Az ARPE-19 sejteken végrehajtott foszfo-kinaz array eredményeink is &sszhangban
allnak a korabbi megfigyelésekkel, miszerint a PACAP ellentétes hatassal bir az ERK és JNK
szintekre (Racz et al. 2006 a, b). A foszfo-kinaz array-ben a PACAP néhany olyan molekula
aktivacigjat is novelte, amely szintjének PACAP hatasara bekovetkezd valtozasarol irodalom
eddig még nem ismert. Az Src csaladba tartozo6 kindzok sokféle sejtfolyamat szabalyozasaban
részt vesznek, tobbek kozott a ndvekedési faktorok jelatvitelében, a citoszkeletalis dinamika
fenntartdsaban és a sejtproliferacioban is szerepet jatszanak. A Lyn egy, az Src csalddba
tartozo tirozin-kinaz, melyrdl tudjuk, hogy anti-apoptotikus folyamatokban szerepel €és fontos
a mitokondriumok integritasanak fenntartasaban (Gringeri et al. 2009; Tibaldi et al. 2011,
Takadera et al. 2012). Az Src csaldd masik fontos tagja, a Yes szintje is emelkedett PACAP
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kezelés hatasara. Ezeken kiviil a fokalis adhézidkhoz elengedhetetlen szignal transzdukcids
molekula, a paxillin (Turner et al. 1990), és a sejtciklus szabalyozasaban részt vevé Chk2
expresszidja is noétt az oxidativ stressznek kitett ARPE-19 sejtekben PACAP kezelést
kovetden. Ezen faktorok apoptozisban betoltott pontos funkcidja még nem ismert, tovabbi
vizsgalatot igényel a PACAP e molekulakra kifejtett hatasanak szerepe.

Munkacsoportunk nemrégiben ismét megerdsitette a PACAP apoptdzisban betoltott
védd szerepét. Az intraokularis PACAP injekcid jelentdsen csillapitotta a diabéteszes
retinakarosodast: novelte az anti-apoptotikus p-Akt, p-ERK1, pERK2, PKC, Bcl-2, mig
csokkentette az pro-apoptotikus p-p38 MAPK és az aktivalt kaszpazok szintjét. A diabéteszes
retina minden rétegében nétt az apoptotikus sejtek szdma, ezt a PACAP szignifikansan
lecsokkentette. Az eredményekbdl kideriil, hogy a PACAP az apoptotikus folyamatok
gatlasaval fejti ki védd hatasat (Szabadfi et al. 2014a). Egy masik tanulmany is alatdmasztotta
a PACAP anti-apoptotikus hatasat MSG indukalta retinalis 16zi6 esetén. Ujsziilott
patkanyokndl a PACAP csokkenteni tudta a kaszpaz-3 és a kaszpaz-9 szintjét is (Lakk et al.
2015). Ezen kiviil kimutattdk, hogy a PACAP antagonista PACAP6-38 emelte a citokrom-c,
kaszpaz-3 és JNK aktivaciot és csokkentette a foszfo-PKA, foszfo-Bad, Bcl-xL és 14-3-3
fehérje expressziot (Racz et al. 2006b, 2007). Ezek az in vivo eredmények, hasonléan Atlasz
¢s munkatarsai (2009a) eredményeihez, az endogén PACAP retinoprotektiv hatasat
tamasztjak ala MSG okozta excitotokus karosodas esetén. Az NMDA (N-metil-D-
aszparaginsav) kezelés hasonld 1€zidt eredményez. Radioimmunassay mérések kimutattak,
hogy a VIP-vel ellentétben a retinalis PACAP szintek nem valtoznak intravitrealis NMDA
injekciod hatasara, amit valoszintileg a BDNF kompenzatorikus expresszio novekedése okozza
(Teuchner et al. 2011). Egy nemrégiben k6zolt tanulmény igazolta, hogy a PACAP medialta
utvonalak védd hatdstiak NMDA indukalta retinalis 1ézi6 esetében. Cheng és munkatarsai
(2014) kimutattak, hogy az intravitreadlis NMDA kezelés hatasara az elektroretinogrammon
csokkennek az “a” és “b” hullamok, ami negativ fotopikus valasszal jar egyiitt. Ezek a
valtozasok ciklikus PACAP1-5 kezelés alkalmazisaval megfordithatoak. Ez utobbi az
apoptotikus folyamatok gatlasdval a ganglionsejtek tulélését is segitette (Cheng et al. 2014).
Hasonl6 védo hatast irtak le 100 pmol-os PACAP kezelést alkalmazva egereknél. Az NMDA
injekcid kovetkezményeként a mikroglia/makrofdg szam megemelkedett, mig a PACAP
kezelt csoportokban a PACAP csokkentette azt, €s emellett a ganglionsejtek talélését is
segitette. A PACAP6-38-cal torténd egyiittes kezelés ezeket a jotékony hatdsokat kivédte az
IL-10 génhidnyos egereknél. A PACAP ezen kiviil megemelte két védo hatasu citokin, az IL-
10 és a TGF-p mRNS expresszidjat (Wada et al. 2013). Osszeségében elmondhatd, hogy a
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PACAP jelentés szerepet tolt be az apoptotikus folyamatok szabalyozdsaban ¢€s a
pigmenthamsejtek esetében a MAP kinazok szignalizaciojat befolyasolva fejti ki ezen hatasat

(27. abra).

1A
ARPE-19
hipoxia oxidativ hiperozmozis
stressz
pro-angiogenikus pro-angiogenikus pro- és antiapoptotikus pro-angiogenikus

Bad VEGF

VEGF Bax uPA

VEGF UPA smac ~ CREB IGFBP
uPA IGFBP TN ERK TIMP-1
IGFBP TIMP-1 053 Akt MCP-1

angiogenin P38 IL8

JNK angiogenin

27. abra. Az oxidativ stressz, a hpoxia és a hiperozmozis hatasara megemelkedd pro- és anti-apoptotikus,
valamint pro-angiogenikus faktorok. A felsorolt faktorok koncentracidja 100 nM PACAP kezelés hatdsara a

kontroll szintre csokkent.

A PACAP angiogenezis szabalyozasaban betoltott szerepe egyeldre kevésbé ismert.
Leginkabb a PACAP VEGF szintekre gyakorolt hatdsat vizsgaltdk. A vaszkularis
endothelialis novekedési faktor expresszidja az angiogenikus folyamatok beindulasakor
jelentdsen novekszik, mig ezek hianyaban csokken (Hoeben et al. 2004). Tiidékarcinbma
sejtekben a PACAP1-27 és a VIP fokozta a VEGF aktivaciot (Moody et al. 2002). Egy masik
tanulmanyban a PACAP szintén fokozta a VEGF mRNS exprssziojat prosztatakarcinoma
sejteknél (Collado et al., 2004, 2005). Kisérleteink soran mi ezzel ellentétes hatdsokat
talaltunk. Hiperozmoézis hatdsdra mind NaCl kezelés, mind a szachardz kezelés esetében
erételjes VEGF szint ndovekedést tapasztaltunk, melyet a PACAP hatdsosan visszaszoritott. A
szachar6z kezelés eredményeit aramléasi citometrias mérésekkel is megrositettiik. Egy

nemrégiben kozolt cikk natrium-azid okozta retindlis iszkémia soran vizsgalta a PACAP
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hatasat a metabolikus valtozasokra egy ex vivo egér modellen (D’Alessandro et al. 2014).
Amellett, hogy a PACAP kiilonb6z6 valtozasokat indukalt, csokkentette az iszkémia okozta
sejthalalt, a glutamat kibocséjtast és a VEGF expressziot is, igy 0sszhangban 4ll az altalunk
talaltakkal is. A TUNEL moddszerrel mért apoptdzis a kiils6 és bels0 magvas rétegben,
valamint a ganglionsejtek rétegében csokkent jelentésen. Az iszkémia hatasara
megemelkedett kaszpaz-3 mRNS szinteket is redukalta a PACAP. A glutamin expresszidja
iszkémias behatasra szignifikdnsan novekedett, a PACAP ezt is képes volt ellensulyozni. Az
iszkémia oxidativ karosodassal jar egyiitt, igy a szerzok a retinatenyészet oxidativ allapotat is
feltérképezték. Azt talaltdk, hogy a PACAP emelte a glutation és csokkentette az oxidalt
glutation szintjét. Emellett a peptid a gyulladasos faktorok ¢és peroxidalt lipidek
felhalmozddasat is gatolta. Harom nitrogén-monoxid metabolit expresszioja is megemelkedett
az iszkémids retindban: arginin, ornitin és citrullin, mig a cAMP szintek szignifikdnsan
lecsokkentek. A PACAP kezelés visszaforditotta ezeket a valtozasokat (D’Alessandro et al.
2014).

Diabéteszes retinopatia esetén a megnovekedett glikoz szint a vérben nemcsak
hiperglikémias, de hiperozmotikus allapotok 1étrejottéhez vezet. A PACAP az angiogenezis
array-k mérései alapjan csokkenteni tudta a megvaltozott ozmotikus viszonyok hatasara
aktivalodo pro-angiogenikus faktorok szintjét. A PACAP munkacsoportunk legutobbi
tanulmanya tovabbi részleteket vilagitott meg a peptid retinoprotektiv hatasaval kapcsolatban.
Elektronmikroszkopos analizis kimutatta, hogy a diabétesz soran a pigmenthamsejtek
struktaraja, a ribbon szinapszisok és mas szinaptikus kapcsolatok is valtozasokat szenvedtek.
A PACAP-pal kezelt retindkban tobb intakt bipoléaris ribbon szinapszist taldltak, mint a
diabéteszesekben. A ribbon szinapszisokat C-terminalis kotd fehérje 2/Bassoon-nal jelolték,
amik patko alaku szalagokat formaltak. Ezeknek a strukturdja a PACAP-pal kezelt retindkban
jobban megdrzott volt, mint a diabéteszes allatoknal. A bipolaris és ganglionsejtek szelektiv
sztreptozotocin kezelés utan a sejtek megvaltozott struktarajat mutatta, voros vértestek voltak
lathatoak az RPE sejtek belsejében. PACAP kezeléssel ez a degeneracid kikiiszobolhetd volt.

Osszegzésként elmondhatd, hogy az intravitrealisan adott PACAP terapias lehetéség
lehet sztreptozotocin indukalta diabéteszes retinopatiaban, mivel a PACAP segit a
szinapszisok €s a pigmenthamsejtek integritasainak megdrzésében (Szabadfi et al. 2016).

A VEGF-en kiviil tobb mas angiogenezisben részt vevd faktor expresszidja
megndvekedett NaCl kezelés hatdsira. Az angiogeninrdl elséként irtdk le azon képességét,

hogy képes serkenteni az érujdonképzddést. Ezen tulajdonsaga mellett fény deriilt egyéb, igen
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szertedgazd funkcioira is. Szerepet jatszik a talélési folyamatok, sejtproliferacio €s migracio
szabalyozasaban is (Sheng és Xu 2015). A PACAP egy tanulméanyunkban leirtak szerint
képes volt csokkenteni a megndvekedett angiogenin koncentraciot human trophoblast sejtek
esetén, emellett szdmos mas faktor expresszidja csokkent a normal szinre PACAP kezelés
hatasara: angiopoietin, EG-VEGF, IL-8 és TIMP-1 (Horvath et al. 2014). Az angiogenin
szintek csokkenését PACAP hatdsdra mi is tapasztaltuk az angiogenezis array mérések
kiértékelésekor NaCl-dal és hidrogén-peroxiddal torténé kezelést kovetdéen. Az EG-VEGF
expresszioja mindharom kisérleti modellnél (NaCl, szachar6z és H202 ) mérséklodott PACAP
kezelés hatasara, mig az IL-8 szint csokkenését csak a szachar6zos hiperozmotikus modellnél
tapasztaltuk.

A TIMP-1 molekula a matrix metalloproteazok gatlojaként ugyancsak angiogenikus
tulajdonsagokkal bir (Ma et al. 2016). Méréseink soran mi is azt talaltuk, hogy a a szachar6z
¢és hidrogén-peroxid kezelést kovetd TIMP-1 koncentracié novekedést a PACAP képes volt
kivédeni. A konyhaso a fentieken kiviil még az artemin, a pentraxin-3 és a platelet faktor-4
aktivaciojat is eldsegitette, a PACAP a kontroll szintre csokkentette ezt az aktivaciot. Ezeknek
a molekuldknak az angiogenezisbn betdltott pontos szerepe még tisztazasra var.

A szachar6z és a hidrogén-peroxid a NaCl-nal joval tobb faktor expresszidjat fokozta,
koztiik tobb inzulin-szerti novekedési faktort koté fehérjét (IGFBP) is. Glioblastoma sejtek
esetén azt talaltak, hogy az IGFBP-1 stimulalja az angiogenezist (Nijaguna et al. 2015). Ezzel
Osszhangban allnak a mi eredményeink is, miszerint szachardz és hidrogén-peroxid kezelést
kovetden fokozodott az IGFBP-k szekrécioja, mig a PACAP kezelés ezt csokkenteni tudta.

Egy masik molekula, az urokinaz plazminogén aktivator (uPA) esetén is hasonlo
valtozasokat taldltunk. Egy kozlemény alapjan az uPA rceptor kotédése a VEGF receptorhoz
kiilonbozo jelatviteli utakat aktival, amely tobbek kozott angiogenezishez vezet (Herkenne et
al. 2015). Esetiinkben a PACAP csokkentette a megemelkedett uPA expressziot, igy anti-
angiogenikus hatast fejtett ki.

Az angiogenezis array altal mérhetd szamos molekula PACAP-pal valé pontos
kapcsolata még nem ismert, de Osszességében az array olyan képet mutatott, miszerint a
PACAP csokkenteni tudta az angiogenezis kialakulasaban szerepet jatszo faktorok
expresszigjat a retina pigmenthamsejtjeinél. Ennek tudataban elmondhat6, hogy a PACAP
képes lehet szamos olyan retinopatia kezlésére, melynek hatterében az angiogenikus
folyamatok aktivacioja all.

A cell stressz array-vel a PACAP stresszmolekuldkra kifejtett hatasat vizsgaltuk.

D’Amico és munkatarsai a hipoxia indukalta faktorokat (hif) vizsgaltak szreptozotocinnal
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kivaltott diabétesz harmadik hetében. Azt talaltdk, hogy a diabetikus patkanyoknal
szignifikansan fokozodott a hif-la és a hif-2a expresszidja, ami megelézhetd volt egy
intravitrealis PACAP kezeléssel. Ezzel ellentétben a hif-30 koncentracidja szignifikdnsan
alacsonyabb volt a diabéteszes allatok retindjaban, amit a PACAP kezelés szintén megemelt.
Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a PACAP retinoprotektiv hatasat
tobbek kozott a hif molekuldk szintjének befolyasolasaval éri el, amely faktorok igen fontos
szerepet toltenek be a diabétesz soran kialakuld patoldgias vaszkulogenezisben (D’Amico et
al. 2015). Méréseink alapjan az oxidativ stressz nem, de a hipoxia fokozta a hif molekulak
expressziojat, azonban ezt a PACAP nem tudta csokkenteni. Oxidativ stressz hatasara
novekedtek a kiilonboz6 hésokk fehérjék (HSP60 és HSP70), valamint olyan pro-apoptotikus
faktorok, mint a citokrom-c, a p38 és a p53 koncentracioi. A hipoxia az angiogenesis array-
vel ellentétben nem okozott jelentds valtozasokat a cell stressz array-ben.

A szénsav-anhidraz IX szintje nélkiilozhetetlen a sav-bazis egyensuly bedllitdsahoz.
Tobb tanulmany foglalkozott a szénsav-anhidraz IX rdkos megbetegedésekben betoltott
szerepével. Azt talaltdk, hogy az enzim megemelkedett szintje rontja szdmos karcindma,
tobbek kozott a prosztatardk progndzisat (Ambrosio et al. 2016). Kutatdsaink soran azt
talaltuk, hogy kobalt-klorid kezelésre a szénsav-anhidrdz koncentracioja csokkent, ezt a
PACAP visszaemelte a kontroll szintre. A PACAP ezen hatdsanak megismerésére tovabbi
kisérletek sziikségesek.

A SOD2 a szuperoxid-dizmutazok csaladjaba tartozo protein, amely a reaktiv
oxigéngyokoket tavolitja el, ezzel véd a sejthalal ellen. A hipoxia nem valtoztatott ezen
fehérje szintjén, viszont a PACAP kezelés szignifikdnsan megndvelte az expresszidjat, igy
védo hatast gyakorolt.

Mindezeket figyelembe véve kijelenthetjiik, hogy a korabbi kutatasainkkal
Osszhangban a PACAP a pigmenthamsejtek estében is citoprotektiv hatast fejt ki kiilonb6zd
karositd tényezokkel szemben. A peptid anti-apoptotikus hatasa megmutatkozott abban, hogy
csokkenteni tudta szamos pro-apoptotikus faktor (Bad, Bax, citokrom-c, Fas, JNK, p38, p53)
¢s emelni az apoptdzis folyamatanak gatlasaban résztvevo molekulak (ERK, Bcl-2, CRB, Akt,
Src, Lyn és Yes) szintjét oxidativ stressz €s hipoxia indukalta sejtkarosodas esetén is. Az
angiogenezisre kifejtett hatasai alapjan elmondhatjuk, hogy a PACAP tobb modellben is
csokkentette az egyik legfontosabb angiogenikus faktor, a VEGF expressziojat. Ez
onmagaban igen fontos eredmény, mivel mas sejttipusokon a PACAP ezzel ellentétes hatast
fejt ki, igy elsoként kozoltik a PACAP VEGF aktivaciot gatlo hatasat pigmenthamsejtek

esetében. Emellett azonban szdmos maés pro-angiogenikus faktor szintjét is képes volt
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mérsékelni (uPA, IGFBP, TIMP-1, EG-VEGF, angiogenin, angiopoietin). Konkluzioként
levonhato, hogy a PACAP alkalmazasa igen sokrétii terapias lehetdségeket rejt magéaban a két

leggyakoribb vaksaghoz vezet betegség, a diabéteszes retinopatia és a makuladegeneracio

kezelésében.
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VII. Uj eredmények 6sszefoglalasa

1. Kimutattuk a PACAP pigmenthamsejtekre kifejtett altalanos sejtvédd hatdsat kobalt-
klorid indukalta hipoxias, hidrogén-peroxid kezeléssel eldidézett oxidativ stressz és

szacharozzal kivaltott hiperozmotikus stressz esetén.

2. lgazoltuk, hogy a PACAP képes az egyik legjelentésebb angiogenikus faktor, a VEGF
szintjét csokkenteni ARPE-19 sejtvonalon. Ezt a hatasat a peptid tobbféle karositd

tényez0d: hiperozmozis, hipoxia, valamint oxidativ stressz esetén is kifejti.

3. Esoként kozoltik, hogy a PACAP a pro-apoptotikus SMAC expressziojat is gatolta

hidrogén-peroxid kezeléssel eldidézett oxidativ stressz esetén

4. A jelen tanulmany az elsd, amely azt igazolja, hogy a PACAP képes mérsékelni a
CINC kemokinek szintjét patkany retinan. E gyulladdsos citokinek koncentracioja
kétoldali carotis communis lekotést kovetd iszkémia esetén jelent6s mértékben

megnovekedett, ezt a PACAP jelentds métékben csokkentette.
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