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I. Rövidítések jegyzéke 

 

6-OHDA 6-hidroxidopamin   

ARPE-19 adult retinal pigment epithelium – fenőtt retinális pigmenhám 

BCCAO   kétoldali arteria carotis communis lekötés 

BDNF  agyi eredetű neurotrófikus faktor 

CINC citokin indukált neutrofil kemoattraktáns 

CNTF  ciliáris neurotrófikus faktor 

CREB   cAMP reszponzív elemkötő protein  

CSF   kolónia stimuláló faktor 

DMSO   dimetilszulfoxid 

EG-VEGF   endokrin mirigy eredetű VEGF 

ERK   extracelluláris szignál által regulált kináz 

FADD  Fas-asszociált halál domén 

FGF   fibroblast növekedési faktor 

FITC   fluoreszcein-isotiocianát 

GCL   ganglion sejtes réteg 

GFAP  gliális fibrilláris savas fehérje 

HIF  hipoxia indukálta faktor 

HSP   hősokk fehérje 

IGF  inzulin-szerű növekedési faktor 

IGFBP inzulin-szerű növekedési faktort kötő fehérje 

IL  interleukin 

ILL inner limiting layer - belső határhártya 

INL  inner nuclear layer - belső magvas réteg 

IPL   inner plexiform layer - belső szinaptikus réteg 

JNK  c-Jun N-terminalis kináz 

LEDGF  lencse-epitélium eredetű növekedési faktor 

LIX  lipopoliszacharid indukálta CXC kemokin 

MAPK   mitogén aktivált protein kináz 

max.d.4   maxadilan deléciós variáns 4 

MCP   monocita kemoattraktáns protein 

MHC   fő hisztokompatibilitási komplex 

MIP   makrofág gyulladásos protein  

MMP   mátrix metalloproteináz 

MSG   monoszódium-glutamát 

MTT  3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólium bromid 

NGF   idegi növekedési faktor 

NMDA   N-metil D-aszparaginsav 

NT   neurotropin 

OFL  optic fibre layer - idegrostréteg 

OLL outer limiting layer - külső határhártya 

ONL   outer nuclear layer - külső magvas réteg 

OPL  outer plexiform layer - külső szinaptikus réteg 

PACAP   pituitary adenylate cyclase activating polipeptide - hipofízis adenilát-cikláz 

 aktiváló polipeptid 

PDGF  platelet derived growth factor - vérlemezke eredetű növekedési faktor 

PEDF   pigment epithelium derived factor - pigmenthám eredetű faktor  

https://en.wikipedia.org/wiki/Glial_fibrillary_acidic_protein
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PI3K  foszfatidil inozitol 3 kináz 

PIGF   foszfatidil inozitol glikán F 

PKA   protein-kináz A  

PL  photoreceptor layer - fotoreceptorok rétege 

RANTES   regulated on activation, normal T cell expressed and secreted - normál T sejt 

 által regulált, expresszált és szekretált citokin 

ROP  retinopathy of prematurity - koraszülött retinopátia 

RPE   retinális pigmenthám 

RSK   riboszomális s-6 kináz 

sICAM   intercelluláris adhéziós molekula 

TGF  transzformáló növekedési faktor 

TIMP   szöveti mátrix metalloproteáz gátló 

TNF   tumor nekrózis faktor 

Trail   TNF-hez hasonló apoptózis-indukálta ligand 

uPA  urokináz plazminogén aktivátor 

VEGF  vaszkuláris endoteliális növekedési faktor 

VIP   vazoaktív intesztinális polipeptid 

ZO-1   zonula occludens 1 
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II. Bevezetés 

 

1. A retina és a retinális pigmenthám 

 

A retina (recehártya) a szem legbelső burka, annak fényérzékeny rétege. A szem optikai 

rendszere által idefókuszált fény különböző elektromos és kémia reakciókat indít be, melynek 

segítségével az információ a látóidegen keresztül a nyakszirtlebenyben található 

látóközpontba kerül. A retinán belül tíz réteget különböztetünk meg (1. ábra). A retina első 

rétege a pigmenthámsejtek rétege (RPE), amely egy vastag bazál membránon (Bruch-féle 

membrán) ül. A második rétegben helyezkednek el a fotoreceptorok külső és belső 

szegmensei (fotoreceptorok rétege). Ezután egy határhártya következik, amit a Müller glia 

sejtek nyúlványai hoznak létre (külső határhártya). A negyedik réteg a fotoreceptor sejtek 

sejttestjeit tartalmazza (külső magvas réteg). A következő egy szinaptikus réteg, ahol a 

fotoreceptorok, a horizontális sejtek és a bipoláris sejtek kapcsolódnak egymáshoz (külső 

szinaptikus réteg). Ezt követően egy újabb magvas réteg következik, az előbb említett 

horizontális- és bipoláris sejtek, valamint az amakrin és a Müller glia sejtek sejttestjeivel 

(belső magvas réteg). A hetedik rétegben szinaptizálnak a bipoláris, amakrin és ganglion 

sejtek, majd a ganglionsejtek perikaryonjaiból álló réteg következik (belső szinaptikus réteg 

és ganglionsejtek rétege). A kilencedik rétegben futnak a ganglionsejtek axonjai, ezek alkotját 

a látóideget (idegrostréteg). Végül egy újabb határhártya zárja a retinát az üvegtest felé (belső 

határhártya). A retina belső kilenc rétegét együtt neuroretinának nevezzük A retinális 

pigmenthám a neuroretina és az érhártya (choroidea)  között található egyrétegű hám, a 

recehártya legkülső rétege (2. ábra). A pigmenthám apikális felszíne a fotoreceptor sejtek 

külső szegmensével, a basolateralis felszín pedig a Bruch-féle membránnal áll szoros 

összeköttetésben, amely elválasztja az RPE sejteket a lamina choriocapillaris fenesztrált 

endotheliumától. A pigmenthám hozzájárul a külső vér-retina gát (blood retina barrier - BRB) 

kialakításához, míg a belső vér-retina gátat a retinát ellátó erek endotheliuma alkotja. Az 

egymással szomszédos RPE és endothel sejtek közötti tight junction-ök elengedhetetlenek a 

vér-retina gáton átjutó folyadékok és egyéb anyagok  átáramlásának kontrollálásához. Ezen 

kívül megakadályozzák a káros molekulák és plazma összetevők retinába való bejutását. A 

pigmenthámsejtek ezen záró funkciója alapvető fontosságú a retina integritásának 

fenntartásában (Strauss 2005).  
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1.  ábra.  A retina szövettani képe (HE festés) 

 forrás: PTE-ÁOK Anatómia Intézet szövettani anyaga 

RPE- retinális pigmenthám, PL- fotoreceptorok rétege, OLL-külső határhártya, ONL-külső magvas réteg, OPL- 

külső szinaptikus réteg, INL- belső magvas réteg, IPL- belső szinaptikus réteg, GCL- ganglionsejtes réteg, OFL-

idegrostréteg, ILL-belső határhártya 

 

A pigmenthámsejtek az alábbi fontos funkciókkal rendelkeznek: ionok, víz és 

tápanyagok transzportja; a szórt fény elnyelése, ezáltal védelem a fotooxidáció ellen; a transz-

retinal visszaalakítása 11-cisz-retinal-lá, amely a látás egyik kulcsfontosságú folyamata; a 

fotoreceptorok külső szegmensének fagocitálása és különböző nélkülözhetetlen anyagok 

kiválasztása (3. ábra). Ezeken kívül a pigmenthámsejtek beállítják az ionkoncentrációt a 

szubretinális térben, amely létfontosságú a fotoreceptor sejtek ingerelhetőségének 

fenntartásához (Steinberg 1985). Végül, az RPE sejtek immunszupresszív anyagok 

kibocsájtásával a szemgolyó védelmét szolgálják. Az elmúlt években in vitro kísérletekkel 

igazolták, hogy ezen sejtek fontosak a szemben lejátszódó immunológiai folyamatokban, mert 

fő hisztokompatibilitási komplexet, adhéziós molekulákat, Fas ligandot és különböző 

citokineket expresszálnak (Holtkamp et al. 2001). Ezen funkciók bármelyikének sérülése a 

retina degenerációjához, látásromláshoz, illetve vaksághoz is vezethet. 
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2. ábra.  A pigmenthám szövettani képe (festetlen készítmény)  

 

A pigmenthám azon funkcióiról, melyek kísérleteinkben relevánsak, részletesebben 

beszámolnék. A pigmenthámsejtek különféle növekedési faktorokat (Simó et al. 2006), 

valamint a retina (Cao et al. 1999; Steele et al. 1993) és a lamina choriocapillaris (Witmer et 

al. 2003) szerkezeti egységének megtartásához nélkülözhetetlen egyéb faktorokat 

szekretálnak. Tehát az RPE sejtek a fotoreceptorok túlélését szolgáló molekulákat termelnek, 

valamint biztosítják a retina megfelelő vérellátását a choroidea felől. A pigmenthám az alábbi 

fontos faktorokat választja ki: pigmenthám eredetű faktor (PEDF) (Dawson et al. 1999; King 

és Suzuma 2000; Simó et al. 2006), vaszkuláris endoteliális növekedési faktort (VEGF) 

(Adamis et al. 1993;  Kuroki et al. 1998;  Lopez et al. 1996;  Simó et al. 2006;  Wirostko et al. 

2008;  Witmer et al. 2003), fibroblast növekedési faktor (FGF-1, FGF-2, and FGF-5) (Dunn et 

al. 1998; Kitaoka et al. 1993; Kitaoka et al. 1994; Simó et al. 2006; Sternfeld et al. 1989), 

transzformáló növekedési faktor-β (TGF-β) (Kvanta 1994; Matsumoto et al. 1994; Simó et al. 

2006; Tanihara et al. 1993), inzulin-szerű növekedési faktor-I (IGF-I) (Martin et al. 1992; 

Slomiany és Rosenzweig 2004), idegi növekedési faktor (NGF), agyi eredetű neurotrófikus 

faktor (BDNF), neurotropin-3 (NT-3), ciliáris neurotrófikus faktor (CNTF) (Cao et al. 1997; 

Walsh et al. 2001), vérlemezke eredetű növekedési faktor (PDGF) (Simó et al. 2006, 

Campochiaro et al. 1989; Campochiaro et al. 1994), lencse-epitéium eredetű növekedési 

faktor (LEDGF) (Ahuja et al. 2001), különböző interleukinok (Ishida et al. 2003; Streilein et 

al. 2002; Wenkel és Streilein 2000), kemokinek (MCP-1, MCP-2, RANTES) (Juel et al. 

2012), tumor nekrózis faktor α (TNF-α), kolónia stimuláló faktor (CSF) és a szöveti mátrix 

metalloproteáz gátlók különböző fajtái (TIMP) (Alexander et al. 1990; Della et al. 1996; 
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Eichler et al. 2002; Padgett et al. 1997; Ruiz et al. 1996). Ezek közül legfontosabbnak a PEDF 

és a VEGF mutatkozik. 

 

 
3. ábra.  A pigmenthám fontosabb funkciói 

(forrás: Strauss 2005 (módosítva)) 

 

Az egészséges szemben a pigmenthám PEDF-et szekretál, amely kétféleképpen segít 

fenntartani a retina és a choroidea struktúráját. A PEDF neuroprotektívnek bizonyult glutamát 

és hipoxia indukálta apoptózissal szemben (Cao et al. 2001; Ogata et al. 2001). Ezek mellett 

anti-angiogenikus hatását is leírták: a PEDF gátolni tudta a choriocapillaris endothel sejtek 

proliferációját (Adamis et al. 1993; Lopez et al. 1996;  Simó et al. 2006). A vaszkularizációra 

kifejtett ezen hatása a szem embrionális fejlődésében is fontos szerepet játszik (Behling et al. 

2002; Jablonski et al. 2000). PEDF deficiens egereken bebizonyították, hogy a PEDF jelentős 

modulátora a korai posztnatális vaszkularizációnak és hiányában, hiperoxiás körülmények 

között az erek könnyebben elzáródnak (Huang et al. 2008). 

A pigmenthám által termelt másik igen fontos faktor a vaszkuláris endotheliális 

növekedési faktor, a VEGF. Az egészséges szemben alacsony koncentrációban termelődik 

(Lu et al. 1998; Simó et al. 2006), feladata az endothel sejtek apoptózisának gátlása és ezzel 

fontos szerepet tölt be a choriocapillaris endothelium integritásának megőrzésében (Burns és 

Hartz 1992). A VEGF az endothel sejtek fenesztráltságának stabilizásálával befolyásolja a 

sejtek permeabilitását (Saucan és Palade 1992). Az egészséges szemben a PEDF és a VEGF a 

pigmenthám két különböző felszínére választódik ki. A PEDF az apikális felszínre, ahol a  

fotoreceptorokra fejti ki hatását, míg a VEGF-et a bazális felszínre szekretálja a sejt és a 

choroidea endotheliumára hat elsősorban (Becerra et al. 2004; Blaauwgeers et al. 1999). A 
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túlzott VEGF termelés a proliferatív diabéteszes retinopátia egyik legfőbb kiváltója. A 

makulaödéma patogenezise még kevésbé ismert, de a VEGF és más gyulladásos citokinek 

részt vesznek a kialakulásában. A pro-angiogenikus VEGF és az anti-angiogenikus PEDF 

egyensúlya kritikus ezen kórképek létrejöttében. RPE sejtkultúrákban, magas glükóz szint 

mellett megfigyelték például a PEDF expresszió csökkenését (Yao et al. 2003). Ezért a VEGF 

gátlása, illetve a PEDF szekréció stimulálása mind hatékony módszer lehet a diabéteszes 

retinopátia kezelésében. Az utóbbi években kimutatták, hogy az RPE sejtek a fent 

említetteken kívül egyéb faktorokat is termelnek. Többek között szomatosztatint, 

erythropoietint ApoA1-et és dopamint, melyek mind fontos terápiás jelentőséggel bírnak 

(Simó et al. 2006; Ming et al. 2009). 

A fejlett országokban, dolgozó korú egyéneknél a diabéteszes retinopátia a vakság vezető 

oka (Congdon et al. 2003). Az I-es típusú diabétesznél a proliferatív diabéteszes retinopátia 

(PDR), míg a kettes típusúnál a diabéteszes makulaödéma a legáltalánosabb látást károsító 

tényező. A II-es típusú diabétesz jóval gyakoribb előfordulása miatt diabéteszes betegeknél a 

látásromlásnak legtöbbször az utóbbi károsodás az oka (Lightman és Towler 2003). Mindezek 

mellett azt is kimutatták, hogy a kettes típusú diabéteszes betegeknél a PDR mellett szinte 

mindig kialakul makulaödéma is (Tong et al. 2001). A betegségek patogenezisének 

legfontosabb komponensei a proliferatív diabéteszes retinopátiában a hipoxiát követő 

neovaszkularizáció, míg makulaödéma esetén a vér-retina gát sérülése miatt bekövetkező 

folyadékbeáramlás (Joussen et al. 2007; Simó et al. 2006). A diabéteszes retinopátiát tárgyaló 

legtöbb tanulmány a belső vér-retina gát diszfunkciójával és a neuroretina károsodásával 

foglalkozik, ezzel szemben a diabétesz pigmenthámra kifejtett hatásai kevesebb figyelmet 

kaptak. Az értekezés ezért nagy hangsúlyt fektet a retinális pigmenthám szerepének 

megismerésére és a sejtek által szekretált faktorok szabályozási útvonalaira. 

 

2.  A PACAP 

 

 A hipofízis adenilát-cikláz aktiváló polipeptid, röviden PACAP (pituitary adenilate 

cyclase activating polypeptide) egy széles spektrumú hatásokkal rendelkező peptid, melyet 

1989-ben Arimura és társai izoláltak birka hipotalamuszból. Elsőként a PACAP cAMP 

aktiváló hatásáról számoltak be, melyet patkány adenohipofízis sejtjein mutattak ki (Miyata et 

al. 1989). A PACAP két biológialag aktív formája a PACAP1-38 (38 aminosavas forma, 

továbbiakban PACAP) és a PACAP1-27 (27 aminosavas). Utóbbi 68%-os homológiát mutat a 

vazoaktív intesztinális peptiddel (VIP), mely alapján a PACAP-ot a VIP/glükagon/szekretin 
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szupercsaládba sorolták  (Arimura 1998; Campbell és Scanes 1992; Segre és Goldring 1993). 

A 27 aminosavnál rövidebb fragmensek általában antagonista hatásúak, közülük a 

legáltalánosabban alkalmazott antagonista a PACAP6-38 (Bourgault et al. 2008b). A PACAP-

ot ezek után egyéb állatokból is sikerült izolálni és azt találták, hogy aminosav szekvenciája 

az emlősöknél teljesen azonos, alacsonyabb rendű gerinceseknél pedig csak 1-4 aminosav 

eltérés mutatkozik (Vaudry et al. 2000; Vincze és Köves 2001). A peptidnek ezen rendkívüli 

konzerváltsága arra enged következtetni, hogy alapvető élettani folyamatokban lehet szerepe 

(Reglődi 2009).  

 

A PACAP előfordulása 

 

 A PACAP a szervezetben többek között a központi és a perifériás idegrendszerben 

fordul elő (Shioda és Nakamachi 2015). Radioimmunassay mérések segítségével kimutatták, 

hogy patkány agyban a hipotalamusz területén található meg legnagyobb mennyiségben 

(Arimura et al. 1991; Ghatei et al. 1993). A mérések a hipotalamikus portális erekben jóval 

magasabb PACAP koncentrációt mutattak, mint a perifériás vérben, ami azt bizonyítja, hogy a 

hipotalamusz axonterminálisai által felszabadított PACAP a portális keringés útján az 

adenohipofízisbe jut (Dow et al. 1994). A kísérletek során arra is fény derült, hogy a PACAP 

két formája közül a 38 aminosav hosszúságú 90%-ban, míg 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 kívül a központi idegrendszer egyéb 

területein is kimutatták a PACAP-ot, többek között a substantia nigra, nucleus accumbens, 

globus pallidus, híd területén (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; Horváth et al. 2015), a ganglion spinale-ban (Mulder et al. 1994), az amygdalában és a 

talamusz mediodorsalis, valamint paraventrikuláris magjaiban, (Köves et al. 1991; Masuo et 

al. 1993; Takahashi et al. 1994; Palkovits et al., 1995) és nem utolsó sorban a retinában is 

(Hannibal et al. 1997; Seki et al. 2000). Később gerinctelen állatokból (Kiss és Pirger 2013; 

Molnár et al. 2006), halakból (Matsuda et al. 1997; Montéro et al. 1998, Agnese et al. 2016), 

kétéltűekből (Yon et al. 1992, 1993b), és madarakból (Peeters et al. 1998, Józsa et al. 2006) is 

izoláltak PACAP-ot. A peptid központi idegrendszerbeli eloszlása hasonló mintázatot 

mutatott, mint emlősökben (Yon et al. 1992;  Montéro et al. 1998). 

 

 

http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-74
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http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-169
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A PACAP a perifériás szervekben 

 

 A központi idegrendszeren kívül a PACAP kimutatható perifériás szervekben is. Ezek 

közül az endokrin szervekben található a legtöbb 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 gonádokban 

(Shioda et al. 1994) fordul elő a legnagyobb mennyiségben. Patkányban érdekes módon a 

legmagasabb PACAP koncentrációt a herében mérték, ami bármely más peptid 

koncentrációjánál nagyobb volt, valamint az átlagos agyi PACAP koncentrációt is meghaladta 

(Arimura et al. 1991). Az endokrin szerveken kívül a periférián a gasztrointesztinális 

rendszerben volt még a PACAP nagy mennyiségben kimutatható (Arimura et al. 1991; Ghatei 

et al. 1993;  Hauser-Kronberger et al. 1992; Horváth et al. 2016;  Mao et al. 1998; Pirone et 

al. 2011; Szántó et al. 2012, Vincze et al. 1999). A PACAP ezen kívül előfordul még 

különböző testfolyadékokban, a follikuláris folyadékban, vérplazmában, és a VIP-hez 

hasonlóan a tejben is (Werner et al. 1985; Börzsei et al. 2009, Brubel et al. 2011; Koppán et 

al. 2012). A központi idegrendszerrel ellentétben a periférián a PACAP-ot és a VIP-et 

koexpresszáló sejtek találhatóak (Fahrenkrug és Hannibal, 1998; Moller et al. 1993).  

 

 A PACAP előfordulása a szemben 

 

 PACAP-szerű immunreaktivitást (PACAP-IR) a szemben radioimmunassay 

módszerrel legnagyobb koncentrációban a musculus sphincter pupillae-ban és a corpus 

ciliare-ban találtak (Onali és Olianas, 1994; Wang et al. 1995). PACAP pozitív idegrostokat 

mutattak ki a retina idegrostrétegében, a ganglionsjetes rétegben és a belső szinaptikus 

rétegben. Ezen kívül az amakrin és a horizontális sejtek perikaryonjai a belső magvas 

rétegben és a ganglionsejtek is jelölődtek immunhisztokémiais módszerrel. Ultrastruktúrális 

szinten PACAP-szerű immunreaktivitás a plazmamembrán közelében, a durva felszínű 

endoplazmatikus retikulumban és a citoplazmában volt detektálható (Seki et al. 2000). 

Patkány, egér, sertés és marha retinában és a szem egyéb szöveteiben a PACAP mindkét 

formája jelentős cAMP növekedést okoz. A PACAP1-38 hatásosabbnak bizonyult a 

PACAP1-27-nél és mindkettő erősebb cAMP aktivációt okozott, mint a VIP (D'Agata és 

Cavallaro 1998). Más tanulmányok kimutatták, hogy a PACAP emeli az inozitol monofoszfát 

szintjét is (Onali és Olianas 1994). A ganglionsejtek bizonyos csoportjaiban, melyek a 

http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-456
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-456
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-25
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http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-452
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-704
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-25
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-25
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-221
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-221
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-291
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-466
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/52/2/269.full#ref-816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3504973/#B57
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3504973/#B92
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nucleus suprachiasmaticusba projiciálnak, a PACAP a glutamáttal együtt tárolódik és a 

cirkadián ritmus szabályozásában is szerepet játszik (Hannibal és Fahrenkrug 2004). 

 

 A PACAP receptorai és előfordulásuk 

 

 A PACAP három receptorral rendelkezik. Mindhárom receptor G proteinhez kapcsolt 

és a szekretin receptor családhoz tartozik. A receptorok hét transzmembrán domént és egy 

intracellulárisan G-proteint kötő domént tartalmaznak. Az egyes típusú PAC1-receptort 

emberben az ADCYAP1R1 gén kódolja. Ez a receptor nagyságrendekkel erősebben köti a 

PACAP-ot, mint a VIP-et, míg a másik két receptor (VPAC1 és VPAC2) azonos affinitással 

köti mindkét peptidet (Arimura 1998; Laburthe et al. 2007). A receptorok a szervekben 

különböző mennyiségben fordulnak elő. A PAC1-receptort az adenohipofízisben, a 

gerincvelőben, a mellékvesevelőben és a herében és a retinában írták le többek között, míg a 

VPAC1-receptor például a központi idegrendszerben, a tüdőben, a májban, a lépben, a 

tímuszban, az ováriumban és az emésztőrendszer egyes szakaszain mutatható ki (Hashimoto 

et al. 1996; D’Agata és Cavallaro 1998; Joo et al. 2004). A VPAC2 eltérő eloszlást mutat, 

előfordul a talamuszban, a nucleus suprachiasmaticusban, az amygdalában és a ponsban 

(Ishihara et al. 1992; Usdin et al. 1994). A PAC1-receptornak 8 splice variánsa ismert: hip, 

hop1, hop2, hip-hop1, hip-hop2, short, very short és TM4 (Arimura 1998; Dickson és 

Finlayson 2009; Vaudry et al. 2000a).  

 A szemben PAC1 receptort és mRNS-ét a legnagyobb mennyiségben a retina 

ganglionsejtes rétegében és a belső magvas rétegben detektálták (Seki et al. 1997, 1998, 

2000).  A pigmentsejtes rétegben mindhárom PACAP receptor mRNS-ét ki tudták mutatni 

(Zhang et al. 2005), míg egy másik tanulmányban a VPAC receptorok jelenlétét bizonyították 

patkány retinában (D’Agata és Cavallaro 1998).   

 

A PACAP általános szerepe a szervezetben 

 

 A PACAP izolálását követően elsőként az endokrin rendszerre kifejtett hatásai váltak 

ismertté (Counis et al. 2007; Köves et al. 1990, 1998). A peptid a hipofízis elülső és hátulsó 

lebenyi hormontermelésének szabályozásában egyaránt szerepet játszik (Azuma et al. 2013; 

Chiodera et al. 1995; Evans 1999, Kántor et al. 2000; Okada et al. 2007; Rawlings és Hezareh 

1996). Ezen kívül befolyásolja a pajzsmirigy és a gonádok által termelt hormonok 

elválasztását (El-Gehani et al. 2000; Okada et al. 2007), a spermiogenezist, a follikulusok 
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fejlődését a petefészekben (Apa et al. 2002; Barberi et al. 2007; Csaba et al. 1997; Gras et al. 

2005; Li et al. 2004, Reglődi et al. 2012), serkenti a csont- és porcfejlődéset (Juhász et al. 

2015), valamint a hasnyálmirigy inzulintermelését is serkenti (Winzell és Ahren 2007) (4. 

ábra).  

 

 

4.ábra.  A PACAP hatásai a test egyes szerveire (a teljesség igénye nélkül) 

(forrás: Diané et al. 2014(módosítva)) 

 

 

 

 Az endokrin hatásain kívül patkányban és egérben többek között növeli a lokomotoros 

aktivitást (Adamik és Telegdy 2004; Masuo et al. 1995), védi a vese szöveteit diabéteszes 

nefropátia esetén (Bánki et al. 2014), részt vesz a stressz adaptációs magatartás 

szabályozásában (Agarwal et al. 2005; Gaszner at al. 2012; Légrádi et al. 2007) és 

antidepresszáns hatásai is vannak (Reichenstein et al. 2008). A PACAP szerepe a cirkadián 

ritmus szabályozásában is elengedhetetlen, a glutamát mellett a retinohipotalamikus pálya fő 

transzmittere (Hannibal 2006; Hannibal és Fahrenkrug 2004; Hannibal et al. 2016; Köves et 

al. 2003; Nagy és Csernus 2007; Vereczki et al. 2006). 

 A PACAP általános cito- és neuroprotektív hatását többen leírták már. A PACAP védő 

hatását először kisagyi szemcsesejteken mutatták ki (Canonico et al. 1996).  A PACAP 

ezeken a sejteken antiapoptotikus hatást mutat ethanol, oxidatív stressz és ceramid-indukálta 
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károsodáskor is (Vaudry et al. 2002, 2003). Kutatócsoportunk vizsgálatai során igazolódott a 

peptid védő hatása arteria cerebri media okklúzió okozta fokális agyi ischaemiában (Reglődi 

et al. 2000) és 6-OHDA-indukálta Parkinson-kór (Reglődi et al. 2004; Reglődi et al. 2011) 

modellekben in vivo. Felfedezése óta számos nem-neuronális modellben bizonyították 

antiapoptotikus hatását, többek között: hypophysis adenoma sejtekben TGFβ-indukálta 

sejtkárosodással 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 protektív hatást mutat (Ferencz et al. 2009).  

 A következő bekezdésekben részletesebben beszámolok a PACAP retinára kifejtett 

hatásairól, mivel ezek a legrelevánsabbak az értekezésemben. 

 

A PACAP in vitro védő hatása a retinában 

 

Általános in vitro hatások 

 

 Az első in vitro kutatások eredményei alapján az derült ki, hogy a VIP, PACAP1-27 és 

PACAP1-38 (Shoge et al. 1998, 1999) retinoprotektív hatású a glutamát okozta toxicitás ellen 

sejttenyészetben. A PACAP1-27, PACAP1-38 és a VIP emelte a cAMP aktivitást, míg 

izoformáik a VIP6-28, PACAP6-38 antagonista hatást fejtettek ki. Ezen felül a H-89 (PKA 

antagonista) is csökkentette a PACAP és VIP védő hatását. Silveira és munkatársai (2002) azt 

találták, hogy az anizomicin újszülött patkányok szeméből létrehozott retinatenyészetben 

sejthalált indukált a fehérjeszintézis gátlásán keresztül. A PACAP1-27 és PACAP1-38 

dózisfüggően gátolta a sejthalált. A PACAP1-38 neuroprotektív hatását thapsigargin okozta 

fotoreceptor sejthalál esetében is bizonyították (Silveira et al. 2002). Ebben a 

szövettenyészetben a PACAP6-38 és egy másik specifikus PAC1-receptor antagonista, a 

max.d.4 gátolta ezt a védő hatást. Molekuláris biológiai és immunhisztokémiai módszerekkel 

is igazolták, hogy a retinoprotekció nagy valószínűséggel PAC1-receptor mediált, ami az 

újszülött retina minden rétegében megtalálható.  

Ivarérett teknősök horizontális sejtjei a szem eltávolítását követő 18, 22, 42 és 46 

órával még fényreakciót mutattak. Rábl és munkatársai (2002) kimutatták, hogy ennek 

amplitúdója minden alkalommal nagyobb volt PACAP1-38-at tartalmazó oldatban, mint a 

kontroll, anoxiás retinaszeletekben (Rábl et al. 2002).  
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A PACAP pigmenthámra kifejtett in vitro védő hatása 

 

 Az első eredményeket Zhang és munkatársai publikálták 2005-ben. Kezeletlen 

pigmenthám tenyészetben (ARPE-19 sejtvonal) kimutatták a PAC1 és VPAC1-receptor 

mRNS-t. VPAC2-receptor mRNS-t csak IL-1β kezelés hatására találtak. Ezen kívül azt 

tapasztalták, hogy 0,1-1 µM-os koncentrációban a PACAP az IL-1β hatására megemelkedett 

IL-6, IL-8 és a monocita kemoattraktáns protein-1 (MCP-1) mRNS és fehérje szinteket 

lecsökkentette. A PACAP-pal kezelt ARPE-19 sejtek túlélése jelentős mértékben, 

dózisfüggően javult hidrogén-peroxid által kiváltott oxidatív stressz esetén (Mester et al. 

2011). A legnagyobb hatékonyságot 100 nM-os koncentrációnál figyelték meg, de hatásos 

volt az 1pM-1µM-os tartományban is, míg ennél kisebb dózisban hatástalannak bizonyult. 

Áramlási citometriás mérésekkel és JC-1 assay-vel kimutatták, hogy a PACAP kezelés 

csökkenti az apoptotikus sejthalált. Ez a védő hatás PI3K/Akt gátlókkal kivédhető volt, míg a 

MAPK gátlók hatástalanok voltak (Mester et al. 2011).  

 Egy kísérletben a közelmúltban azt találták, hogy a PACAP befolyásolja a 

pigmenthámsejtek semaphorin4A expresszióját (Ko et al. 2015). A semaphorin fehérjecsalád 

egyes tagjai befolyással vannak az agy és a retina fejlődésére. A semaphorin4A a fotoreceptor 

sejtek és pigmenthámsejtek közötti kapcsolatok kialakulásának idején a ganglionsejtek 

rétegében, a belső magvas rétegben és a pigmenthámsejtekben expresszálódik. Az ARPE-19 

sejteket PC12 sejtekkel együtt tenyésztve azt találták, hogy a semaphorin4A fehérje és mRNS 

szintje a neuronális sejtek jelenlétében PACAP kezelés hatására megemelkedett. Ez a hatás 

még ERK foszforilációval is kapcsolatba hozható volt. Mindezen hatásokat a PACAP6-38 

blokkolta. Ezen felül a PACAP6-38 csökkentette az IL-6 expresszióját, mutatva, hogy az 

endogén PACAP részt vesz a neuronális sejtek által indukált IL-6 termelésben. Ezek az 

erdmények arra engednek következtetni, hogy a neurális sejtek által termelt PACAP több, 

pigmenthám által termelt faktor szekrécióját befolyásolja, melyek fontosak a fejlődésben és a 

homeosztázis fenntartásában (Ko et al. 2015).  

 Egy másik tanulmány a PACAP és a VIP retinasejtek közötti zonula occludensek 

felszakadására kifejtett védő hatását vizsgálta. Ez a folyamat fontos szerepet játszik a 

diabéteszes retinopátia során kialakuló makulaödéma létrejöttében (Scuderi et al. 2013). Az 

ARPE-19 sejteket IL-1β gyulladásos citokin jelenlétében normál és magas glükóztartalmú 

médiumban tenyésztették. A sejtek permeabilitásának változásait transzepiteliális elektromos 

ellenállás és a fluoreszcein-isotiocianát (FITC) dextrán sejtben történő mozgásának mérésével 

becsülték meg (Scuderi et al. 2013). Az eredmények az mutatták, hogy a magas glükóz és IL-
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1β jelenlétében tenyésztett sejtekbe szignifikánsan több FITC-dextrán diffundált, míg az 

elektromos ellenállás lecsökkent. A PACAP és a VIP ezeket a hatásokat meggátolták. Ezen 

felül a magas glükóz és IL-1β kombinációja által indukált claudin-1 és ZO-1 expressziót is 

lecsökkentették. Az occludin expressziója semmilyen kísérleti körülmény között nem 

változott. Ezek az eredmények összhangban vannak korábbi megfigyelésekkel egy in vitro 

vér-agy gát modellben. Azt találták, hogy a PACAP kezelés megerősítette az agyi endothel 

sejtek barrier funkcióját azáltal, hogy a transzendotheliális elektromos ellenállást megemelte, 

ami az egyik legfontosabb tényező a zonula occludensek fenntartásában (Wilhelm et al. 

2014). 

 

A PACAP protektív hatásai a retinában in vivo 

 

A PACAP védő hatása excitatórikus retinakárosodás esetén 

 

 A glutamát egy nem esszenciális aminosav, normál körülmények között excitatórikus 

neurotranszmitterként funkcionál a retinában. Mindazonáltal, a glutamát receptorok 

túlstimulálásával nagy mennyiségben károsíthatja a retina sejtjeit. A szisztémásan adott 

nátrium-glutamát (MSG) átjut az újszülött patkányok vér-agy (és vér-retina) gátján, ezáltal 

károsítja a retinát (Szabadfi et al. 2009) és a belső retinarétegek elvesztésével jár (Babai et al. 

2006). 

  A retina excitotoxikus károsodása sok retinabetegség hátterében állhat. Ilyen például a 

glaukóma és az iszkémiás retinopátia. PACAP munkacsoportunk korábban többször is leírta a 

PACAP védő hatását szisztémás MSG károsodást követően. Babai és munkatársai azt találták, 

hogy a posztnatális első, ötödik és kilencedik napon intravitreálisan adott MSG az újszülött 

patkányok retinájának belső rétegeiben súlyos neurodegenerációt okozott. Három héttel az 

MSG kezelést követően a retina teljes vastagsága jelentősen lecsökkent, a külső és belső 

határhártya közötti távolság csak a fele volt a normál retinához képest. Ezen túlmenően a 

belső rostos réteg majdnem teljesen eltűnt, valamint a ganglionsejtek rétege és a belső magvas 

réteg összenőtt. A ganglionsejtek száma szintén csökkent (Atlasz et al. 2009a; Babai et al. 

2005, 2006; Tamas et al. 2004). Bár a PACAP képes áthatolni a vér-agy gáton, a szisztémás 

PACAP kezelés mégsem eredményezett jelentős javulást az MSG okozta károsodást követően 

(Kiss et al. 2006). Az intravitreálisan injektált PACAP (1-100 pmol) ezzel szemben 

szignifikánsan javította a retina szöveti szerkezetét. Míg az 1 pmol koncentrációjú PACAP 

csak kismértékben, a 100 pmol-os PACAP jelentős javulást eredményezett, a kezelt retina a 
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normál retinához volt hasonló. PACAP1-27 kezeléssel ugyanezeket az eredményeket kapták 

(Atlasz et al. 2009). A két leggyakrabban használt PACAP antagonista (PACAP6-27, 

PACAP6-38) alkalmazása további károsodához vezetett, ami azt sugallja, hogy a 

szervezetben jelenlévő endogén PACAP kulcsszerepet tölt be retinakárosodást okozó 

tényezőkkel szemben (Atlasz et al. 2009). Hasonló fokú retinoprotekciót figyeltek meg 

ingergazdag környezetben élő állatoknál is, míg az előző két neuroprotektív stratégia együttes 

alkalmazása nem okozott további javulást (Kiss et al. 2011).  

Immunohisztokémiával kimutatták a PACAP sejtspecifikus hatását MSG indukálta 

retinadegeneráció esetén. Az MSG-vel kezelt retináknál a belső magvas réteg, a belső rostos 

réteg és a ganglionsejtek rétegében lévő sejtek sejttestjei és nyúlványai a vezikuláris glutamát 

transzporter 1-re (VGLUT1), a tirozin hidroxilázra, vezikuláris GABA transzporterre, 

parvalbuminra és calretininre gyengébb immunoreaktivitást mutattak. Az MSG kezelést 

követően a calbindin pozitív horizontális sejtek nem tűntek érintettnek. Az MSG és PACAP-

pal kezelt retinák a normálhoz hasonló immunreaktivitást mutattak. Ezek az eredmények azt 

mutatják, hogy a PACAP egy általános protektív mechanizmussal védi a retinát a glutamát 

okozta excitotoxicitás ellen (Atlasz et al. 2008).  

 A PACAP kutatócsoportunk a potenciális szignáltranszdukciós utakat is megvizsgálta. 

Azt találták, hogy az MSG kezelést megelőző intravitreális PACAP adagolás 12 órával a 

kezelést követően szignifikánsan emelte az ERK1/2 és a CREB foszforilációját, a nem kezelt 

kontralaterális szemekhez képest. 24 órával a kezelést követően nem történt további 

emelkedés. Ezek az eredmények azt mutatják, hogy mind az MSG degeneratív, mind a 

PACAP védő hatása komplex, kináz szignáltranszdukciós utakon keresztül történik, és 

összefüggenek a cAMP/ERK/CREB aktivációjával (Rácz et al. 2006b). Ezen felül, az MSG 

kezelést követően pro-apoptotikus szignálfehérjék, mint a kaszpáz-3, JNK, apoptózis indukáló 

faktor és a citokróm-c expressziója nőtt, míg néhány anti-apoptotikus fehérje (foszfo-PKA, 

foszfo-Bad, Bcl-xL, 14-3-3 fehérje) koncentrációja csökkent. PACAP egyidejű adásával ezek 

a folyamatok megfordultak, a pro-apoptotikus szignálmolekulák szintje lecsökkent, míg az 

anti-apoptotikus faktorok expressziója szignifikánsan megnövekedett (Rácz et al. 2006a, 

2006b, 2007).  

 Munkacsoportunk megvizsgálta az MSG kezelés rövid távú funkcionális 

következményeit is egér retinában. Spontán és fény által kiváltott csúcsokat detektáltak a vad 

típusú egerek ganglionsejtjeiből 60 csatornás multielektróda array segítségével. 4-5 perccel a 

kezelést követően az MSG jelentősen megnövelte a szabad intracelluláris kálcium 

koncentrációját és a spontán tüzelést is. Ez 10-15 perccel az MSG adás után szinte teljesen 
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megszűnt. A PACAP-pal történő előkezelés kivédte az MSG hatásait, a tüzelési mintázatban 

csak csekély vagy semmilyen különbség nem volt felfedezhető a normál szemhez képest, 

valamint a Ca2+ beáramlás jelentős mértékben csökkent. Az eredmények tükrében 

elmondható, hogy a PACAP kezelés megóvta a sejteket a rövid távú MSG okozta 

károsodástól (Atlasz et al. 2014). Felmerült a kérdés, hogy a PACAP ezen nyilvánvaló 

morfológiai hatásai vajon funkcionális javulással is járnak-e MSG okozta károsodás esetén 

(Varga et al. 2011). Elektroretinográfiás mérésekkel az a és b hullámok jelentős csökkenését 

mutattuk ki MSG kezelés után, ezzel tükrözve a belső retinarétegek és a fotoreceptorok 

működésének sérülését. Azon retináknál, ahol intravitreális PACAP kezelést alkalmaztunk, 

ezek az értékek szignifikánsan magasabbak voltak. Tehát a PACAP kezelés képes volt a 

morfológia mellett a funkció javítására is (Varga et al. 2011). Ezek az eredmények klinikai 

szempontból is igencsak fontosak lehetnek, egy esetleges PACAP hatásokon alapuló 

gyógyszer kifejlesztése esetén. 

 A kainsav egy glutamát receptor agonista, excitotoxikus sejthalált okoz a központi 

idegrendszerben, így a retinában is. Seki és munkatársai (2006) azt találták, hogy 5 nmol 

kainsav az AMPA/kainát receptort expresszáló ganglionsejtek halálát okozta (Zhang et al. 

1995). Munkacsoportunk is kimutatta, hogy a mikroiontoforetikusan in vivo adagolt PACAP 

blokkolni tudta a kainsav excitatórikus hatásait több agyi területen is (Atlasz et al. 2006). A 

10 pmol-os PACAP előkezelés kainsav indukálta neurodegeneráció esetén protektívnek 

bizonyult patkány retinában, amit a ganglionsejtek szignifikáns túlélése is alátámasztott (Seki 

et al. 2006). 

  

A PACAP hatása a retina iszkémiás károsodása esetén 

 

 Az emberi testben az egyik legérzékenyebb szövet a hipoxiára a retina. Több betegség, 

például a diabéteszes retinopátia és a magas intraokuláris nyomás a retina hipoperfúzióját 

okozzák. Ennek modellezésére többek között permanens kétoldali arteria carotis communis 

lekötést alkalmaznak (BCCAO), ami csökkent agyi vérátáramláshoz vezet. Mindezek 

biokémiai és viselkedésbeli változásokat, valamint retinadegenerációt okoznak (Atlasz et al. 

2007; Mester et al. 2009).  

 A PACAP kutatócsoport több tanulmányban is kimutatta, hogy az intravitreális 

PACAP a retina iszkémiás léziója esetén erőteljes védő szereppel bír. Azt találták, hogy a 

BCCAO súlyosan károsítja a retina összes rétegét. Két héttel az artériák lekötése után a rostos 

rétegek vastagsága jelentős mértékben csökkent, így a külső és belső határhártya közötti 
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távolság is szignifikánsan kevesebb lett, mint a kontroll retináknál. Néhány BCCAO-n átesett 

állatnál bipoláris sejtek degenerálódására utaló jeleket találtak. Ezen kívül, a fotoreceptorok 

külső szegmensei megrövidültek és struktúrájukban is sérültek (Atlasz et al. 2007). A 

BCCAO-t követő intravitreális PACAP adagolás a retina normál állapotának megőrzését 

erdményezte, amit a morfometriai analízis is alátámasztott. A retina rétegeinek vastagsága a 

kontroll értékekhez közeli volt, míg a ganglionsejtek száma a PACAP kezelt egyedeknél sem 

volt magasabb. A PACAP6-38 ellensúlyozta a PACAP védő hatását. Immunhisztokémiás 

módszerekkel is megerősítették a fent leírtakat, és kimutatták, hogy a retina bizonyos 

sejttípusai BCCAO hatására sérültek, míg az intravitreális PACAP megvédte ezen sejteket 

(Atlasz et al. 2010).  

 A PACAP munkacsoport egy további tanulmánysorozattal is alátámasztotta ezeket az 

eredményeket, melyet különböző analógok hatásainak összehasonlításával is kiegészítettek 

(Szabadfi et al. 2012a; Werling et al. 2014). A következő PACAP fragmensek hatását 

vizsgálták BCCAO okozta iszkémiás retinopátiás modellben: PACAP 4-13, 4-22, 6-10, 6-15, 

11-15, és 20-31, valamint három rokon peptidet (VIP, szekretin, glükagon). Azt találták, hogy 

a leghatékonyabb molekula a PACAP1-38, míg a többi fragmens és a rokon peptidek nem 

védték meg a retinát (Werling et al. 2014). Az egyetlen kivétel a VIP volt, ami képes volt 

retinoprotektív hatást kifejteni, de csak tízszer nagyobb dózisban, mint a PACAP (Szabadfi et 

al. 2012a). A legújabb kutatások során arra az eredményre jutottak, hogy a PACAP iszkémiás 

károsodás esetén szemcsepp formájában is képes kifejteni retinavédő hatását (Werling et al. 

2015). 

 Hogy fény derüljön a molekuláris mechanizmusokra, a MAP kinázok, az Akt és 

jónéhány citokin expresszióját vizsgáltuk meg BCCAO indukálta retinális iszkémia 

modellben, patkányokon (Szabó et al. 2012). A PACAP önmagában nem befolyásolta a MAP 

kinázok foszforilációját, de csökkentette a hipoperfúzió által aktivált p38 MAPK és JNK 

koncentrációját, és növelte a védő hatású Akt és ERK1/2 expresszióját. A PACAP citokinekre 

kifejtett hatásának vizsgálata saját munka volt, ezt a későbbiekben az eredményeknél 

tárgyalom. A PACAP kutatócsoport a funkcióban bekövetkező változásokat itt is 

elektroretinográfiás mérésekkel erősítette meg (Dányádi et al. 2014). A retinakárosodás 

mértékét és a PACAP védő hatását az elektroretinogram által detektált hullámok formájának 

és amplitúdójának változásai alapján mérték. A BCCAO okozta funkcióvesztés már a 

második posztoperatív napon jelentkezett és az egész megfigyelési idő alatt fennállt. Az 

arteria carotis communis lekötését követő intravitreális PACAP kezelés jelentős 

funkciójavulást eredményezett a 2. és a 14. posztoperatív napon is. A PACAP-pal kezelt 
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retinák ERG-je a kontrollhoz volt hasonló, szemben a fiziológiás sóoldatot kapott retinák 

ERG-jével. A PACAP szignifikáns mértékben javította az iszkémia indukálta 

amplitúdóváltozásokat mind az ‘a’, mind a ‘b’ hullámok esetén a 14. posztoperatív napon. Az 

oszcillátoros potenciálok csökkentek az iszkémiás csoportoknál, a PACAP védő szerepe itt is 

szignifikánsan megmutatkozott, az oszcillátoros potenciálok a PACAP kezelést követően a 

normálishoz közelítettek. A kapott eredmények azt bizonyítják, hogy PACAP kezelés 

hatására a morfológia mellett a funkció is javul (Dányádi et al. 2014). Ezeknek az 

eredményeknek köszönhetően a PACAP a potenciális neuroprotektív molekulák listájára 

került az iszkémiás retinopátia elleni harcban (Cervia és Casini 2013; Szabadfi et al. 2010). 

 

A PACAP protektív hatása UV sugárzás esetén 

 

 A PACAP munkacsoport elsőként mutatta ki, hogy a PACAP két különböző (diffúz és 

fókuszált) UV-A indukálta degenerációban is védő hatással bír. A retina rétegeinek 

vastagságát, valamint a belső és külső magvas réteg és a ganglionsejtek rétegében található 

sejtek számát standard morfológiai és morfometriai analízissel határozták meg. Diffúz UV-A 

besugárzás esetén a ganglionsejtek száma szignifikánsan csökkent. Emellett a magvas rétegek 

súlyos károsodása és a belső rostos réteg megduzzadása volt megfigyelhető. A UV-A 

besugárzást követő PACAP kezelés szignifikánsan csökkentette a degenerációt és 

helyreállította a sejtszámokat (Atlasz et al. 2011). A fókuszált UV-A besugárzás modelljénél 

szövethézagokat találtak a külső magvas rétegben és a fotoreceptorok rétegében, valamint a 

belső rostos réteg vastagsága lecsökkent. A retina teljes vastagsága szignifikánsan kisebb volt, 

mint a nem besugárzott területeken. A PACAP a retina minden rétegében védő hatással 

rendelkezett (Atlasz et al. 2009). 

 

A PACAP hatásai diabéteszes retinopátia esetén 

 

 Kutatócsoportunk nemrégiben közölt tanulmányai kimutatták, hogy a PACAP 

diabéteszes retinopátiában, a cukorbetegek egy jelentős mikroangiopátiájában is védő hatást 

fejt ki. Az első eredmények azt mutatták, hogy a diabétesz korai stádiumában az amakrin 

sejtek, közülük is leginkább a dopaminerg amakrinsejtek degenerálódnak. A PACAP 

megakadályozta a sejtek arborizációjában és a tirozin-hidroxiláz pozitív dopaminerg sejtek 

közötti szinapszisokban bekövetkező degenerációt (Atlasz et al. 2010). Sztreptozotocin 

indukálta diabéteszes retinopátia patkánymodellben, a cukorbetegség korai jelei nem a 
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retinarétegek vastagságának, hanem a ganglionsejtek számának csökkenésében és a GFAP 

expressziójának növekedésében, azaz a Müller glia sejtek aktivációjában mutatkozott meg. 

Ezeket a változásokat háromszori 100 pmol-os PACAP kezelés kivédte (Szabadfi et al. 

2012b). A fotoreceptorok külső szegmensének és terminálisainak degenerációját is 

csökkentette a PACAP. Molekuláris biológiai módszerekkel kimutatták, hogy a PACAP emeli 

a PAC1-receptor és a tirozin-hidroxiláz expresszióját.   

 A felsorolt tanulmányok mind a PACAP terápiás alkalmazhatóságának lehetőségét 

támasztják alá (Gábriel 2013; Marzagalli et al. 2015; Szabadfi et al. 2014b). Jónéhány egyéb 

állatmodellen folytatott kísérlet eredményei is bizonyítják a PACAP védő hatását 

diabéteszben, például diabéteszes nefropátia esetén (Bánki et al. 2013, 2014). Így a PACAP a 

VEGF antagonisták, antioxidánsok, gyulladásgátló szerek és egyéb neuropeptidek mellett a 

diabétesz elleni harc egyik potenciális molekulája (Gábriel 2013; Ola et al. 2015; Scuderi et 

al. 2015). 

 

Tumorsejteken folytatott vizsgálatok 

 

 A PACAP-nak eltérő hatása lehet különböző forrásból származó sejtekre, különösen a 

tumorsejtekre. Míg a legtöbb sejttípus esetén a PACAP védő hatású, néhány tumor esetén 

sejtkárosodást idéz elő (Brubel et al. 2010). Ezen felül, a PACAP6-38 általában antagonista 

hatást fejt ki, de bizonyos tumoros, sőt néhány nem tumoros sejtvonal esetében agonistaként 

is viselkedhet (Juhász et al. 2015, Sághy et al. 2015).  

 A retinoblastoma a retinális progenitor sejtek rosszindulatú daganata. Az emberi 

retinoblastoma sejtekről leírták, hogy PACAP receptorokat expresszálnak, ezért vizsgálták a 

PACAP ezen sejtekre kifejtett hatását (Olianas et al. 1996). Az Y79 emberi retinoblastoma 

sejtvonalnál a nanomólos koncentrációban történő PACAP kezelés nem befolyásolta a 

sejttúlélést, de az 1-5 mikromólos PACAP adagolás gátolta azt (Wojcieszak és Zawilska 

2014). Érdekesség, hogy a PACAP1-27 és a maxadilan (PAC1-receptor agonista) 

elhanyagolható hatású volt, míg a PACAP két membránon átjutó analógja csökkentette a 

sejtek életképességét. A szerzők azt is leírták, hogy ez a citotoxikus hatás a p38 és JNK 

jelátviteli utak gátlásán keresztül történhet (Wojcieszak és Zawilska 2014). Ezek az 

eredmények arra engednek következtetni, hogy a magas koncentrációjú PACAP kezeléskor a 

PACAP nem receptorain keresztül, hanem a sejtmembránon áthatolva közvetlenül fejti ki 

citotoxikus hatását. 
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A PACAP angiogenezisre kifejtett hatása 

 

 Az angiogenezis az a folyamat, mely során a már létező erekből új erek képződnek. Az 

embrionális fejlődés során és később posztnatálisan is jelentős szerepe van számos fiziológiás 

és patológiás folyamatban is, mint a tumorok kialakulása, valamint krónikus gyulladásos 

reakciók progressziója (Folkman 1995). Az angiogenezis szabályozásában szerepet játszó 

legfontosabb faktorok a vaszkuláris endotheliális növekedési faktor, a fibroblast növekedési 

faktor-2 , az angiopoietin, a vérlemezke eredetű növekedési faktor és a thrombospondin-1. Az 

utóbbi években egyre több tanulmány igazolta egyéb, endogén peptidek szerepét az 

angiogenezis szabályozásában, főként patológiás körülmények között (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 során az új kapillárisok és posztkapilláris venulák 

képződése részben endotheliális sejtburjánzásra, részben a mikroerek növekedésére vezethető 

vissza (Risau 1997). Az utóbbi folyamatnál nagyobb szinuszoid kapillárisok szétválnak 

kisebb kapillárisokra és külön növekednek tovább (Djonov et al. 2000), míg a sejtburjánzásos 

érképződés egy komplex folyamat, mely során nemcsak a sejtek és erek burjánzása, de 

sejtmigráció, proliferáció, lumenképződés és a sejttúlélés is szerepet játszik (Risau 1997).   

 Az angiogenezis indukálásában több egyéb faktor mellett az FGF-2 és a VEGF 

bizonyult a legfontosabbnak. Az FGF-2 egy heparinkötő polipeptid, ami in vitro a 

proliferációt, migrációt és proteáz szekréciót serkenti, míg in vivo neovaszkularizációt fokozó 

szerepet tölt be (Basilico és Moscatelli 1992). 

  A VEGF in vitro és in vivo körülmények között is angiogenikus tulajdonságokkal 

rendelkezik, ezen kívül hatással van az erek permeabilitására is. Fontos szerepet tölt be a 

fiziológiás és patológiás érképződésben egyaránt. Az expressziója angiogenezis hatására nő, 

míg ezen folyamatok hiányában csökken (Ferrara 2004; Ribatti 2005). A fent említett két 

faktor mellett az angiopoietin 1-et és 2-t is fontos érstabilizáló faktorként írták le. Az előbbi 

az érképződéshez nélkülözhetetlen, míg az utóbbi az angiopoietin 1 antagonistája, tehát 

egyensúlyuk elengedhetetlen a normális érképződéshez (Thurston 2003). A thrombospondin-1 

molekulát írták le először, mint endogén anti-angiogenikus anyagot (Good et al. 1990). A 

hatását az endothel sejtek szaporodásának gátlásával, valamint a köztük lévő sejtkapcsolatok 

megbontásával fejti ki (Taraboletti et al. 1990; Iruela-Arispe et al. 1991). Ezt követően még 

számos angiogenezis gátló faktort találtak, többek között az angiostatint és az endostatint.  A 

PACAP angiogenezisre kifejtett hatásáról viszonylag kevés irodalom létezik. Leírták azonban, 

hogy a VIP és a PACAP1-27 is növeli a VEGF expressziót tüdőkarcinóma sejtekben a PKA 
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útvonal aktivációjával (Casibang et al. 2001). Ehhez hasonlóan mindkét előbb említett faktor 

fokozta a VEGF mRNS expresszióját prosztatakarcinóma sejtekben szintén a PKA, valamint 

a PI3K és az ERK1/2 útvonalakon keresztül (Collado et al. 2004, 2005). Kutatócsoportunk 

nemrégiben igazolta a PACAP pro-angiogenikus hatását öregedő cerebromikrovaszkuláris 

endothel sejteken (Bánki et al. 2014) A kísérlet során az öregedő endothel sejteken a PACAP 

szignifikánsan emelte a VEGFR2 receptor expresszióját, melyet a VEGF pro-angiogenikus 

hatásáért tartanak felelősnek. A PACAP egy másik tanulmányban leírtak szerint képes volt 

csökkenteni a VEGF koncentrációját ex vivo egér retinán. A magas glükóz koncentrációnak 

és oxidatív stressznek kitett egér retinák VEGF expressziója jelentős mértékben megnőtt, míg 

a PACAP kezelés visszaszorította ennek az pro-angiogenikus faktornak a mennyiségét 

(Amato et al. 2016). A PACAP humán trophoblast sejtek esetén is csökkentette számos 

angiogenikus molekula expresszióját (angiopoietin, angiogenin, VEGF), így védő hatásúnak 

bizonyult ebben a modellben is (Horváth et al. 2014). 
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III. Célkitűzések 

 

 

1. A BCCAO kezelés által indukált súlyos degenerációt és a PACAP hatására 

bekövetkező szignifikáns morfológiai javulást már több közlemény leírta (Babai et al. 

2005; Atlasz et al. 2008; Tamas et al. 2004). Kutatásaink során vizsgáltuk, hogy a 

pigmenthámsejtek milyen morfológiai változásokon esnek át súlyos iszkémiát 

követően, valamint azt, hogy ez az esetleges változás visszafordítható, illetve 

megelőzhető-e PACAP kezeléssel.   

 

2. Célul tűztük ki a PACAP pigmenthámsejtekre kifejtett hatásának jobb megismerését, a 

molekuláris biológia folyamatok feltérképezését oxidatív stressz, valamint hipoxiás és 

hiperozmotikus károsodás esetén. 

 

3. Mivel több, retinát érintő patológiás folyamat hátterében a pigmenthám által termelt 

VEGF, és egyéb angiogenikus faktorok hatására bekövetkező neovaszkularizáció áll, 

vizsgáltuk a PACAP angiogenikus hatásait a oxidatív stressz, hipoxiás és 

hiperozmotikus károsodás modellnél. 
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IV. Anyagok és módszerek 

 

1. In vivo kísérletek 

 

1.1. Kísérleti állatok és szövettani analízis 

 

 A 250-300 g súlyú hím Wistar patkányokon mindkét oldali arteria carotis communis 

lekötést (BCCAO) végeztünk. Izoflurán altatás mellett feltártuk az arteria carotis 

communisokat, majd elkötöttük őket 3-0-ás fonállal. A műtét után az állatok jobb szemébe 

Hamilton tű segítségével PACAP38-at (100 nmol/ 3 µl sóoldat) injektáltunk intravitreálisan. 

A bal szembe hasonló mennyiségű vivőfolyadékot adtunk. Az állatok egy csoportján az 

artériák lekötését leszámítva a folyamat minden lépését elvégeztük. Ezek szolgáltak PACAP 

és sóoldattal kezelt, áloperált (sham) állatokként. Az állatok elhelyezését, gondozását és a 

kísérletek kivitelezését az etikai szabályoknak és az egyetem által elfogadott protokollnak 

megfelelően végeztük (BA02/2000-15024/2011, Pécsi Tudományegyetem).  

 Az állatok túlaltatását követően a szemeket eltávolítottuk és jéghideg PBS-ben 

kipreparáltuk a retinát, majd 4 %-os paraformaldehidben fixáltuk. A szöveteket Durcupan 

ACM gyantába (Fluka, Svájc) ágyaztuk, 2 μm-es metszeteket készítettünk, majd toluidin 

kékkel (Sigma, Magyarország) festettük. A metszeteket ezután Depex médiummal (Fluka, 

Svájc) tárgylemezen rögzítettük és Nikon Eclipse 80i mikroszkóppal (Tokyo, Japán) 

vizsgáltuk. A digitalis fotókon a méréseket a NIH Image 1.55 szoftver segítségével végeztük. 

A statisztikai analízisnél két-utas ANOVA-t használtunk Bonferroni féle poszt teszttel. A 

szöveti blokkokból a discus opticustól 1 és 2 mm közötti távolságban lévő területeken mértük 

a különböző rétegek vastagságát. Ahol a ganglion sejtes réteg (GCL) nem egy sejtréteg 

vastagnak látszott, azokat a metszeteket kizártuk a mérésből. Csoportonként 30 retinán 

analizáltunk a következő  paramétereket: 1. a retina vastagsága a belső és külső határhártya 

között, 2. az egyes retinarétegek vastagsága és 3. a pigmenthámsejtek száma 100 µm-en. Az 

értekezés során részleteiben csak a harmadik paraméterre térek ki. 
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1.2.Citokin array 

 

 Az array a nitrocellulóz membránra felvitt antitestek és a mintában lévő fehérjék 

kötődésén alapul. A citokin array, és a későbbiekben leírt array kitek mindegyike egyszerre 

több (25-40) marker vizsgálatára alkalmas. A szemikvantitatív citokin array-hez a retinákat 

(n=18, 9 állat/ csoport) az iszkémiát követően 24 órával távolítottuk el. A citokin array-hez 

patkány citokin array panel A-t (R&D Systems, Biomedica, Magyarország) használtunk.  A 

sejthomogenizátumokat és az array-t a korábban leírtakhoz hasonlóan (Horváth et al. 2010) a 

gyártó leírása alapján készítettük elő és végeztük el. A sejteket mini homogenizátor 

segítségével egy Eppendorf csőben proteáz inhibitort tartalmazó PBS-ben homogenizáltuk. 

Ezt követően a sejteket 2 percen keresztül jégen szonikáltuk, majd 5 percig 14 000-es 

fordulatszámon centrifugáltuk. A felülúszóból fehérjemérést végeztünk. A mintákat 

pufferoldatba vettük fel, és az elsődleges antitestek keverékéből (1:100) 15 µl adtunk 

hozzájuk, majd egy órán kersztül szobahőmérsékleten inkubáltuk. Eközben a membránokat 

szintén 1 órán keresztül blokkoltuk. Ezután az elsődleges antitesttel konjugált mintákból 1,5 

ml került minden membránra és így egy éjszakán át 2-8 fokon rázatógépen inkubáltuk. 

Háromszori, egyenként 10 perces PBS-ses mosást követően a membránokra tormaperoxidáz 

konjugált sztreptavidint tettünk, majd megismételtük a 3X10 perces mosást. Ezután a 

membránokra 2 ml kemilumineszcens reagenst pipettáztunk, majd röntgenfilmre előhívtuk. A 

filmet szkennelés után ImageJ szoftver segítségével analizáltuk. 

 

2. In vitro kísérletek 

 

 Az emberi ARPE-19 (ATCC, Manassas, VA) sejtvonal egy 19 éves férfi donor intakt 

szeméből származik, aki egy motorbalesetben szerzett koponyasérülés következtében hunyt 

el. Azóta széles körben használják a sejtvonalat kutatási célokra. A sejteket Dulbecco szerint 

módosított Eagle F12 médiumban  (DMEM/F12, Invitrogen) növesztettük,  melyet 10 % 

FBS-sel (Invitrogen), 100 U/ml penicillinnel, és 100 μg/ml streptomycinnel egészítettük ki. A 

sejteket 37°C-on, 5% CO2-t tartalmazó termosztátban, 75 cm2 alapterületű flaskákban 

inkubáltuk. 
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2.1.MTT teszt 

 

 Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólium bromid) teszttel a sejtek 

életképességét vizsgáltuk különböző kezelések hatására. A teszt során az élő sejtek 

mitokondriumaiba bejutott sárga színű MTT festéket a sejtek kék formazánná alakítják. A 

wellekben mért abszorbancia az élő sejtek számával arányos. A kísérlet során 15 000 sejtet 

tettünk ki 100 µl médiumban wellenként egy 96 lyukú plate-re. A sejteket érő hipoxia hatását 

200 µM CoCl2 kezeléssel, a hiperglikémiát 40 mM glükózzal, a hiperozmotikus stresszt 200 

mM szacharóz adagolásával, az oxidatív stresszt pedig 250 µM H2O2 alkalmazásával 

modelleztük. Kísérleti csoportjaink a következők voltak: 

 

1. Kontroll 

2. 100 nM PACAP 

3. 200 µM CoCl2  

4. 200 µM CoCl2 + 100 nM PACAP 

5. 40 mM glükóz 

6. 40 mM glükóz + 100 nM PACAP 

7. 200 mM szacharóz 

8. 200 mM szacharóz + 100 nM PACAP 

9. 250 µM H2O2 

10. 250 µM H2O2 + 100 nM PACAP 

 

 A mintákat minden csoportból 12-12 lyukba tettük ki és 24 órás kezelést kaptak. A 24 

óra leteltével minden wellhez 10 µl 5 mg/ ml koncentrációjú MTT oldatot adtunk, így a 

végkoncentráció 0,45 mg/ ml lett. Az MTT-vel kezelt mintákat 4 órán keresztül termosztátban 

inkubáltuk, majd a sejtek által redukált formazán festék részecskéket 100 µl DMSO-ban 

(dimetilszulfoxid) oldottuk fel. Fél óra rázatás után az abszorbanciát ELISA leolvasó 

segítségével 630 nm-en mértük. Az adatokat két-utas ANOVA és Bonferroni féle poszt 

teszttel analizáltuk. 

 

2.2. Apoptózis array 

 

 Az apoptózis array-t sejthomogenizátumból végeztük humán apoptózis array kit 

felhasználásával (R&D Systems; Biomedica Hungaria, Magyarország). Az ARPE-19 sejteket 
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24 órán keresztül 0,25 mM hidrogén-peroxid és 100 nM PACAP kezelésnek vetettük alá. A 

kezelések koncentráció értékeit korábbi mérések alapján határoztuk meg (Mester et al. 2011). 

Több kutatás eredménye alapján a PACAP erősen citoprotektívnek bizonyult nanomólos 

koncentrációban, amit korábbi saját ARPE sejtes kísérleteink is alátámasztottak (Mester et al. 

2011; Somogyvari-Vigh és Reglődi, 2004). Az alkalmazott hidrogén-peroxid koncentráció is 

optimálisnak bizonyult, mivel szignifikáns, de javítható sejtkárosodást okozott (Mester et al. 

2011). Az array-t a citokin array-nél leírtaknak megfelelően végeztük el. 

 

2.3. Foszfo-kináz array  

 

 A foszfo-kináz array-t humán foszfo-kináz array kit (R&D Systems; Biomedica 

Hungaria, Magyarország) felhasználásával végeztük el. A sejteket az apoptózis array-hez 

hasonlóan 0,25 mM hidrogén-peroxiddal és 100 nM PACAP-pal egy napon keresztül 

kezeltük. Az arrayt a gyártó protokollját követve, 1.2. pontban leírtaknak megfelelően 

hajtottuk végre. 

 

2.4. Angiogenezis array 

 

 Az angiogenezis array során a különböző kezelések hatására a felülúszóba szekretált 

aniogenikus faktorok mennyiségi változásait vizsgáltuk. Az oxidatív stressz és hipoxia okozta 

változások megfigyelésére az ARPE sejteket 0,25 mM hidrogén-peroxiddal és 0,2 mM CoCl2-

dal 24 órán át kezeltük. Ezen kívül szintén 24 órán keresztül 200 mM szacharózos, valamint 

100 mM NaCl-dos kezelést is alkamaztunk. Mindkét anyag hiperozmotikus körülményeket 

hoz létre, amely több betegség kialakulásának hátterében fontos tényezőként szerepel. A 

magas sókoncentráció megváltoztatja az ozmotikus viszonyokat, aminek hatására a szemben a 

vér-retina gát sérülhet. Ennek többek között ödéma képződés és makuladegeneráció lehet a 

következménye (Hollborn et al., 2015; Veltmann et al., 2016). A humán angiogenezis array 

kit (R&D Systems; Biomedica Hungaria, Magyarország) során a felülúszót használtuk 

mintaként és szintén az 1.2-es pontnál leírtaknak megfelelően végeztük el. 

 

2.5. Áramlási citometria 

 

 Az áramlási citometriás méréseket egy Accuri C6 típusú gépen végeztük. A VEGF 

koncentrációkat CBA – human soluable protein kit segítségével mértük. A kit VEGF antitest 
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konjugált mikrogyöngyöket tartalmaz, amely az előkészítés során kötődik a megfelelő 

kötőhelyekre, majd ezt fikoeritrinnel konjugált másodlagos antitesthez kötve mérhetővé válik. 

A mintákból származó felülúszó és a VEGF konjugált mikrogyöngyök 1:1 arányú (50-50 µl ) 

keverékét készítettük el, majd egy órán keresztül sötétben, szobahőmérsékleten inkubáltuk. 

Ezután még 50 µl fikoeritrin konjugált antitestet adtunk a mintáinkhoz és további 3 órán 

keresztül szobahőmérsékleten, sötétben inkubáltuk. Ezt követően a sejteket 1100-es 

fordulatszámon 5 percig 1 ml mosópufferben centrifugáltuk, majd a felülúszót óvatosan 

leöntve 300 µl mosópufferben felvettük az üledéket. A kalibrációs görbe felvételéhez standard 

sort készítettünk, aminek segítségével kvantifikáltuk a mérés során kapott eredményeket. Az 

adatokat két-utas ANOVA-val és Bonferroni poszt teszt segítségével analizáltuk. 

 

2.6. Cell stressz 

 

 Az oxidatív stressz mellett a hipoxia hatásait is vizsgáltuk. Az oxidatív stresszt ebben 

az esetben is 0,25 mM hidrogén-peroxiddal váltottuk ki. Az oxigénszegény körülményeket 24 

órás 200 µM-os CoCl2 kezeléssel hoztuk létre. A kobalt-klorid a hipoxia indukálta faktor 1-3 

(HIF 1-3 α) aktiválásával okoz oxigénhiányos állapotot a sejtekben.  A retina iszkémiás 

károsodása több betegség patomechanizmusában is szerepet játszik, például a diabéteszes 

retinopátia, az öregkori makuladegeneráció és a koraszülött retinopátia esetében (Li et al. 

2013). A CoCl2 alkalmazásával iszkémiás modellt hoztunk létre és vizsgálni tudtuk a PACAP 

esetleges védő hatását. A humán cell stressz array-t (R&D Systems; Biomedica Hungaria, 

Magyarország) sejthomogenizátumból a citokin array-nél (1.2.pont) leírt módszerrel hajtottuk 

végre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

V. Eredmények 

 

1. In vivo kísérletek 

 

1.1. A szövettani analízis eredményei 

 

 Az 6. ábrán a kétoldali arteria carotis communis lekötött állatok retinájának 

reprezentatív szövettani fotója látható. A metszeteken a pigmenthámsejtek számát 100 

µm-en mértük. A kontroll retinán átlagban 5,8 db pigmenthámsejt magot találtunk. A nem 

operált állatok jobb szemébe PACAP-ot injektáltunk. A PACAP önmagában nem 

változtatott a pigmenhám sejtek számán, ezeken a retinákon átlagban 5,4 db-ot 

számoltunk 100 µm-en. A BCCAO-s állatok bal szemében (fiziológiás sóoldattal kezelt) a 

retina teljes vastagsága, az egyes retinarétegek vastagsága és a ganglionsejtek száma 

szignifikánsan csökkent (Werling et al. 2014). A pigmenthámsejtek átlagos számában itt 

sem találtunk jelentős különbséget, átlagban 5,4 db volt 100 µm-en. Míg a retina többi 

paraméterét a PACAP kezelés jelentősen javította, addig a pigmenthámsejtek számában a 

vártnak megfelelően (átlagban 5,6 db) nem következett be változás (5. ábra).   

1
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5. ábra. A szövettani mintákon számolt pigmenthámsejtek száma 100 µm-en (átlag ±SEM) 

A) kontroll B) PACAP kezelt C) BCCAO D) BCCAO+PACAP 
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6. ábra. A retina szövettani szerkezete (toluidinkék festés) 

A) kontroll B) PACAP kezelt C) BCCAO D) BCCAO+PACAP 

RPE-retinális pigmenthám, PL-fotoreceptorok rétege, ONL-külső magvas réteg, OPL-külső szinaptikus 

réteg, INL-belső magvas réteg, IPL-belső szinaptikus réteg, GCL-ganglion sejtes réteg 

 

 

1.2. A citokin array eredményei 

 

 A 7. ábrán az előhívott citokin array, és az array-vel mérhető faktorok listája látható. A 

kétoldali arteria carotis communis lekötött állatok retináján végzett citokin array eredményei 

azt mutatták, hogy az iszkémiás állapot növelte több citokin, köztük a kemoattraktáns CINC 

(citokin indukált neutrofil kemoattraktáns) és MIP (makrofág gyulladásos protein) családba 

tartozó: CINC-1, CINC-2 α/ β, CINC-3 and MIP-1 α, MIP-3 α kemokinek expresszióját is. 

Számos interleukin szintje is megnőtt: IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-

13 és IL-17. A kontrollhoz képest a ciliáris neurotrofikus faktor (CNTF), a fraktalkin, az 

sICAM-1 (intercelluláris adhéziós molekula), a LIX (lipopoliszacharid indukálta CXC 

kemokin), az L-szelektin, a RANTES (normál T sejt által regulált, expresszált és szekretált 

citokin), a tímusz kemokin és a TIMP-1 (szöveti metalloproteináz gátló) expressziója is 

megnövekedett a BCCAO-n átesett csoportokban. 
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7. ábra. Felül: a citokin array reprezentatív képe 

alul: a citokin array-vel mérhető faktorok táblázata 

 

p
ix

e
ld

e
n

z
it

á
s

C
IN

C
-1

C
IN

C
-2

a ß

C
IN

C
-3

C
N

T
F

F
ra

k
ta

lk
in

s I
C

A
M

-1

IL
-1

a

IL
-1

ß

IL
-1

ra

IL
-2

IL
-3

IL
-6

IL
-1

0

IL
-1

3

IL
-1

7

IP
-1

0
L

IX

L
-S

e le
k
ti
n

M
IP

-1
a

M
IP

-3
a

R
A

N
T

E
S

T
ím

u
sz

 k
em

o
k
in

T
IM

P
-1

T
N

F
-a

V
E

G
F

0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0 k o n tro ll

B C C A O

B C C A O + P A C A P

**

###

#

#

#

##

##

##

##

##

##
## ## ## ## ## ##

##

##

##

##

##

##

##

##

##

*

**

**

**

**

**
** **

**

*** ***

***

***

***

***

***

*** *** *** ***
***

***

***

***

***

8. ábra. A citokin array-vel mért, szignifikáns változáson átesett faktorok (n=2)  

minden ábrázolt marker szignifikánsan változott: 

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 alapján azt találtuk, hogy a PACAP kezelés az összes fent 

említett citokin szintjét lecsökkentette. Kivételt képezett a VEGF és a tímusz kemokin, 

melyek aktivációját a PACAP tovább erősítette (8. ábra). A többi, az array által még mért 

citokin expressziójában nem történt szignifikáns változás a kezelések hatására. 

 

2. In vitro kísérletek 

 

2.1. Az MTT teszt eredményei 

 

 Az MTT assay méréssel a sejtek életképességének változásait vizsgáltuk különböző 

károsító tényezők hatására.  

 

A hiperozmózis hatása 

 

 A sejteket 200 mM szacharózzal kezeltük 24 órán át a hiperozmotikus körülmények 

modellezéséhez. A szacharóz kezelés hatására a sejtek majdnem 36%-a sejthalál áldozata lett, 

míg a PACAP ki tudta védeni a hiperozmózis sejtölő hatását és a sejtek 95%-a életben maradt 

(9.ábra). 
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9. ábra. A szacharóz indukálta hiperozmózis hatása a sejttúlélésre ARPE-19 sejtekben  

(átlag % ±SEM) 
*** vs kontroll p<0,001; ### vs szacharóz kezelt p<0,001 
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10.ábra.  A hidrogén-peroxiddal kiváltott oxidatív stressz hatása a sejttúlélésre ARPE-19 sejtekben  

(átlag % ±SEM) 
*** vs kontroll p<0,001; ### vs szacharóz kezelt p<0,001 

 

Az oxidatív stressz hatása 

 

 Az ARPE-19 sejteket 250 µM hidrogén-peroxiddal kezeltük 24 órán keresztül, ami 

erős oxidatív stresszt jelent a számukra. Ennek hatására a sejtek szignifikáns hányada (31%-a) 

elpusztult. A PACAP hidrogén-peroxiddal egyidejű alkalmazása megóvta a sejtek jelentős 

részét (86%) (10. ábra). 

 

A hipoxia hatása 

 

 A legerősebb sejtölő hatása a kobalt-kloridnak volt. A 24 órás 200 µM kobalt-

kloriddal történő kezelést követően, a hipoxiás körülmények miatt a pigmenthámsejtek 50%-a 

sejthalál áldozata lett, míg a PACAP-pal való együttes kezelés szignifikánsan, 90%-ra növelte 

a túlélő sejtek számát (11. ábra). 
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11. ábra. A kobalt-klorid indukálta hipoxia hatása a sejttúlélésre ARPE-19 sejtekben      

(átlag % ±SEM) 
*** vs kontroll p<0,001; ### vs szacharóz kezelt p<0,001 

 

 

 

2.2. Az apoptózis array eredményei 

 

 Az apoptózis array elvégzése előtt 24 órán keresztül kezeltük a sejteket 0,25 mM 

hidrogén-peroxiddal és 100 nM PACAP-pal. Az array reprezentatív képe és a mért faktorok a 

12. és 13. ábrán láthatóak. Kontroll körülmények között csak néhány faktor volt aktív az 

ARPE sejtekben. Az oxidatív stressz azonban fokozta a Bad, Bax, citokróm-c, Trail R1 DR4, 

Trail R2 DR5 (TNF-hez hasonló apoptózis-indukálta ligand), FADD (Fas-asszociált halál 

domén), Fas TNFR SF, HIF-1α (hipoxia indukálta faktor), néhány hősokk fehérje (HSP32, 

HO-2, HSP-27, HSP-60, HSP-70), a p21, p27, pp53, a TNF R1 és a SMAC diablo 

expresszióját. A hidrogén peroxid és a PACAP együttes alkalmazása mindegyik említett 

apoptózis marker aktivációját csökkentette (14. ábra). 
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12. ábra. Az apoptózis array reprezentatív képe 

 

 

13. ábra. Az apoptózis array-vel mérhető faktorok táblázata 

 

 

2.3. A foszfo-kináz array eredményei 

 

“A” panel 

 

 A 15. ábrán a foszfo-kináz array “A” paneljének képe és a mért faktorok listája 

látható. A hidrogén peroxid több foszfo-kináz, köztük a p38-alfa és a JNKpan aktivációját 

(foszforilációját) erősen növelte, míg a PACAP kezelés hatására ez az aktiváció lecsökkent. A 

PACAP ezen felül tovább növelte a hidrogén peroxid hatására kissé megemelkedő ERK1/2 és 

Akt aktivációt. Ezen túlmenően a CREB, Src, Lyn, Yes és Chk-2 faktorok is szignifikánsan 

magasabb expressziót mutattak PACAP hatására (16. ábra). 
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14. ábra.  Apoptózis array. Az egyes csoportokban mért pro-apopttikus faktorok szintjei (n=3) 

minden ábrázolt marker szignifikánsan változott: 

 kontroll vs. H2O2 p<0,001 

H2O2 vs. H2O2+PACAP p<0,001 

 

 

 

 

 

A 

panel 

 
1 2 3 4 5 

A Pozitív kontroll p38α ERK1/2 JNK pan GSK-3α/β 

B - MEK 1/2 MSK 1/2 AMPKα2 Akt 

C TOR CREB HSP27 AMPKα2 ß-Catenin 

D Src Lyn Lck STAT2 STAT5a 

E Fyn Yes Fgr STAT3 STAT5b 

F Hck Chk-2 FAK STAT6 STAT5a/b 

G Pozitív kontroll - Negatív kontroll - - 

15.ábra. Felül: foszfo-kináz array A panel reprezentatív képe 

alul: a foszfo kináz array-vel mérhető faktorok táblázata 
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16. ábra. A foszfo-kináz array A paneljével mért, szignifikáns változáson átesett faktorok (n=2) 

minden ábrázolt marker szignifikánsan változott:  

kontroll vs. H2O2 p<0,001 

H2O2 vs. H2O2+PACAP p<0,01 

 

 

 

 

 

 

 

17. ábra. Felül: A foszfo-kináz array B panel reprezentatív képe 

alul: a B panellel mérhető faktorok táblázata 

 

B 

Panel 
1 2 3 4 

A - p53 - Pozitív kontroll 

B Akt p53 - - 

C p70S6kinase p53 p27 Paxillin 

D p70S6kinase RSK1/2/3 p27 PLCγ-1 

E p70S6kinase RSK1/2 c-Jun Pyk2 

F STAT1 STAT4 eNOS Negatív kontroll 
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“B” panel  

 

 A 17. ábrán a foszfo-kináz array “B” paneljének szkennelt képe és a mért faktorok 

láthatóak. A kísérletek egyértelműen bizonyították, hogy az oxidatív stressz Akt aktivációhoz 

vezetett, mely a 100 nM PACAP-pal kezelt mintákban tovább fokozódott.  

A hidrogén peroxid hatására a p53 három különböző területének (S392, S46 és S15) 

foszforilációja is megemelkedett. Ezt a 100 nM-os PACAP kezelés enyhén csökkentette. A 

H2O2 okozta oxidatív stressz a paxillin, p70S6 kináz, RSK ½ (riboszomális s-6 kináz), 

PLCgamma-1, STAT4 és az eNOS aktivációját is fokozta. Ezeket a változásokat a p70S6 

kináz kivételével a PACAP képes volt visszafordítani. A c-Jun már kontroll körülmények 

között is aktivációt mutatott, amit a hidrogén peroxid alkalmazása tovább fokozott. A PACAP 

kezelés ezt az aktivációt is csökkenteni tudta (18. ábra). 
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18.ábra. A foszfo-kináz array B paneljével mért, szignifikáns változáson átesett faktorok (n=2) 

minden marker szignifikánsan változott: 

 kontroll vs. H2O2 p<0,001 

H2O2 vs. H2O2+PACAP p<0,01 
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2.4.  Az angiogenezis array eredményei 

 

a. A hiperozmózis hatása 

 

      A hiperozmózis többféle módon kiváltható a sejtekben. Jelen kísérletünkben kétféle 

modellt alkalmaztunk, a NaCl (19. ábra) és a szacharózzal (21. ábra) történő kezeléseket.  

A 100 mM konyhasóval történő kezelés hatására néhány pro-angiogenikus faktor 

koncentrációja megemelkedett: angiogenin, artemin, EG-VEGF (endokrin mirigy eredetű 

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

 

 

19. ábra. Felül: Az angiogenezis array reprezentatív képe – NaCl kezelés 

alul: az angiogenezis array-vel mérhető faktorok táblázata 



40 
 

p
ix

e
ld

e
n

z
it

á
s

a n
g
io

g
e n

in

a r t
em

in

E
G

-V
E

G
F

p
en

tr
a x

in
3

p
la

te
le

t  
fa

c to
r4

V
E

G
F

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0
k o n tro ll

 NaC l

N aC l+PAC AP

***

**

*
*

*
#

# #
# #

#

#

20. ábra. A NaCl indukálta hiperozmózis hatása 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 közül az artemin, a pentraxin 3 és a platelet factor 4 gyulladásos folyamatokban 

résztvevő fehérjék, míg a másik három klasszikus angiogenikus protein. A 100 nM-os 

PACAP kezelés mind a hat fehérje koncentrációját lecsökkentette, ezáltal védő hatásúnak 

bizonyult ebben a modellben (20. ábra). 

 A másik modellünknél a hiperozmotikus körülmények létrehozása céljából 200 mM 

szacharózzal kezeltük a sejteket, 24 órán keresztül. Ahogy azt az MTT teszt eredményeinél 

láthattuk, a szacharóz indukálta hiperozmózis károsította sejteket, növelte az apoptotikus 

sejtek számát, míg a PACAP kezelés ezt megakadályozta. Az angiogenesis array-vel is 

hasonló eredményekre számítottunk. A membránok elemzése során azt láttuk, hogy a 

szacharóz több angiogenikus faktor koncentrációját megemelte a felülúszóban. A DPP IV, 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 megnövekedett szacharóz kezelés hatására. A PACAP minden 

egyes megemelkedett faktor szintjét csökkenteni tudta (21. ábra).  
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21. ábra. Felül: Az angiogenezis array reprezentatív képe –szacharóz kezelés  

alul: a szacharóz hatására változó 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 
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b. Az oxidatív stressz hatása 

 

 A 24 órás hidrogén-peroxid kezelés hatására számos pro-angiogenikus faktor 

koncentrációja jelentős mértékben megemelkedett. Ezek közül az érújdonképződés 

folyamatában legfontosabbak a VEGF, az FGF, az angiopoietin-1 és 2, a vérlemezke eredetű 

növekedési faktorok (PDGF) valamint a thrombospondin-1.  
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22. ábra. Felül: Az angiogenezis array reprezentatív képe – hidrogén-peroxid kezelés 

alul: Az oxidatív stressz hatása az angiogenikus faktorokra (n=3) 

minden ábrázolt marker szignifikánsan változott: 

 kontroll vs. H2O2 p<0,001 

H2O2 vs. H2O2+PACAP p<0,05 
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Ezeknek, és az ábrán látható többi faktornak a felülúszóban mért, oxidatív stressz hatására 

megnövekedett szintje PACAP kezeléssel számottevő mértékben csökkent, sok esetben a 

kontroll szintekhez közeli értéket közelítette meg (22. ábra) 
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 23. ábra. Felül: az angiogenezis array reprezentatív képe – kobalt-klorid kezelés 

alul: a hipoxia hatása 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 hatása 

 

 A hipoxiás állapotot 24 órás 0,2 mM-os kobalt-klorid kezeléssel értük el. Sok 

angiogenikus faktor, mint az IGFBP család tagjai, a PDGF, a trombospondin-1, a µPA és a 

VEGF koncentrációja megemelkedett az oxigénszegény állapot alatt (23. ábra). A PACAP 

minden fent említett citokin exresszióját szignifikánsan csökkentette. Az endothelin-1 egy 

főként endothel sejtek által termelt peptid, amelynek megemelkedett koncentrációja többek 

között magas vérnyomás betegség, illetve kettes típusú diabétesz kialakulásában játszik 

szerepet. A kobalt-klorid hatására a peptid szintje jelentősen megnőtt, de a PACAP 

szignifikánsan visszaszorította. Mindezek alapján elmondható, hogy a PACAP egyértelmű 

védő hatással van a pigmenthám sejtekre kobalt-klorid indukálta hipoxia esetén. 

 

2.5. Az áramlási citometriás mérés eredményei 

 

 Áramlási citometriával a sejtek által szekretált VEGF koncentrációját mértük 

szacharóz kezelés, vagyis hiperozmózis hatására. Eredményeink alapján az egy napos 200 

mM-os szacharóz kezelés szignifikánsan emelte a felülúszóban taláható VEGF mennyiségét. 

A 100 nM-os PACAP-pal történő együttes alkalmazás azonban a kontroll értékekhez hasonló 

szintre csökkentette a VEGF koncentrációját (24. ábra). 

p g /m l

k o n tr o l l P AC AP s z a c h a r óz s z a c h a r óz +P AC AP

0

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0
***

# # #

 

24. ábra. A szacharóz indukálta hiperozmózis hatása a VEGF koncentrációra  
*** vs kontroll P<0,001 

## vs szacharóz kezelt P<0,01 
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2.6. A cell stressz array eredményei 

 

a. Az oxidatív stressz hatása 

 

 A cell stressz array-t kétféle modellen hajtottuk végre. Elsőként az oxidatív stressz 

okozta változásokra koncentráltunk (25. ábra). A hidrogén peroxid kezelés hatására néhány 

hősokk fehérje, a citokróm-c, a foszforilált p53 és p38 aktiválódott. Ezek a faktorok fontos 

szerepet játszanak az apoptotikus folyamatok beindulásában. Mindezen fehérjék 

koncentrációját csökkenteni tudta a 100 nM PACAP, így anti-apoptotikusnak bizonyult ebben 

a modellben is. 

 

 

25. ábra. Felül: A cell stressz array reprezentatív képe - oxidatív stress 

alul: a cell stressz array-vel mérhető faktorok táblázata 
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26. ábra.  Felül: a cell stressz array reprezentatív képe – kobalt-klorid kezelés 

alul: a hipoxia hatása a stressz markerekre (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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 b. A hipoxia hatása 

 

 A kobalt-klorid kezelés nem okozott nagy változásokat cell stressz array-vel mérhető 

faktorok koncentrációjában. A szénsav-anhidráz a sav-bázis egyensúly beállításában játszik 

elengedhetetlen szerepet. A hipoxia hatására jelentősen lecsökkent ennek az enzimnek a 

koncentrációja. Ezt a PACAP a kontroll szintre emelte vissza. Oxigénhiány állapotban a hif1 

alfa és a SIRT1 szintjei szignifikánsan megemelkedtek, ezekre a PACAP-nak nem volt 

jelentős hatása. A HSP70 hősokk fehérje és a thioredoxin koncentrációja kis mértékben, de 

nem szignifikánsan változott. A PACAP tovább fokozta mindkét fehérje kobalt-klorid 

indukálta expressziónövekedését (26. ábra).  
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VI. Megbeszélés 

 

In vivo eredmények megbeszélése 

 

 A tanulmányban bemutatott eredmények alapján a PACAP képes volt kivédeni az 

iszkémiás és oxidatív stressz által előidézett károsodást követő változásokat a MAPK és 

citokinek foszforilációjában patkány retinán. Korábbi irodalmi adatokból ismert a PACAP 

agyi, és perifériás szöveteket érintő iszkémiás károsodásokban, sejttúlélésre és különböző 

gyulladásos útvonalakra kifejtett hatása (Ferencz et al. 2010; Ohtaki et al. 2008; Reglődi et al. 

2012; Szakály et al. 2011; Shioda és Nakamachi 2015). A PACAP szerepe ezen 

folyamatokban már régóta ismert, de a pontos hatása a gyulladásos folyamatokban nagyban 

függ a sejttípustól, szövettől, kortól, patológiás körülményektől és egyéb tényezőktől. Ezzel 

együtt a PACAP-ot általában gyulladáscsökkentőként ismerik (Delgado et al. 2003). A 

kutatásaink során mi is azt találtuk, hogy iszkémiás retinakárosodáskor a PACAP 

közömbösítette számos citokin és kemokin szintjében bekövetkező növekedést. 

Általánosságban elmondható, hogy az iszkémiát követően drámaian megemelkedett a 

citokinek expressziója, míg a PACAP ezen változásokat a legtöbb citokin esetében kivédte. 

Ezalól kivételt képez a VEGF és a tímusz kemokin, melyek szintje tovább nőtt a PACAP 

hatására. A BCCAO-t követő erős citokin aktiváció nem volt váratlan, összhangban áll több, 

korábbi tanulmányban találtakkal (Gustavsson et al. 2008; Yoneda et al. 2001). A PACAP 

által a citokinek koncentrációjában előidézett változások arra engednek következtetni, hogy a 

retina iszkémiás károsodásában a PACAP gyulladásgátló szerepet tölthet be, nem 

megfeledkezve arról a tényről, hogy a mérést csak egy időpontban, 24 órával a károsodást 

követően végeztük el.  

 A CINC (CINC 1-3) család a gyulladásos kemokinek közé tartozik, számos 

gyulladásos folyamatban, általában az akut gyulladásos válaszreakcióban játszik szerepet 

(Ghaly et al. 2010). Kimutatták, hogy a retina véráramlási zavarai emelik a CINC család 

expresszióját (Yoshida et al. 1998). A jelen tanulmány az első, amely azt igazolja, hogy a 

PACAP képes mérsékelni a CINC kemokinek szintjét iszkémiát követően. Egy másik 

kemoattraktáns, a fraktalkin szintje is csökkent PACAP kezelés hatására. A PACAP 

interleukinokra kifejtett hatása változó volt. A legtöbb interleukin megemelkedett 

expresszióját a PACAP mérsékelni tudta, míg néhány interleukin szintjében nem következett 

be változás.  
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 Összefoglalva, a PACAP csökkentette az IL-1 család tagjainak aktivációját, mely 

folyamat jótékony hatásúnak bizonyult retinát ért iszkémiás károsodást követően 

(Dvoriantchikova et al. 2010; Ji et al. 2006).  

 A RANTES is szerepet játszik a retina gyulladásos folyamataiban, a T-memória sejtek 

vándorlásának befolyásolásával, valamint elősegíti a monociták vér-retina gáton való átjutását 

gyulladásos szembetegségek esetén (Crane et al. 1998). Kutatásaink során kimutattuk, hogy a 

PACAP csökkentette az iszkémia indukálta RANTES aktivációt a retinában. Korábbi 

tanulmányok közlései alapján a PACAP elősegítette a RANTES szekrécióját asztrocitákban 

(Brenneman et al. 2002), és kortikális neuronokban (Sanchez et al. 2009). Ezekben a 

kutatásokban a RANTES szekréciója a megnövekedett neuroprotekcióval állt összefüggésben. 

A retinában azonban az eredményeink alapján a RANTES expressziója megemelkedik a 

gyulladásos reakciók során, amely ellen a PACAP hatásos védelmet nyújt. Ez összhangban áll 

egy másik, mikroglia sejteken folytatott kísérlet eredményeivel, mely során azt találták, hogy 

a PACAP és a VIP gátolja a kemokinek szekrécióját (Delgado et al. 2002). A PACAP számos 

egyéb faktor szintjére hatással volt, de ezekről egyelőre keveset tudunk.  

 Több szembetegség patomechanizmusában is szerepet játszhatnak különböző adhéziós 

molekulák, mátrix metalloproteázok, valamint a MIP-1 α (Jonas et al. 2010; Mathalone et al. 

2007; Yoshida et al. 2003). A mi eredményeink azt mutatták, hogy a PACAP meggátolta az 

ICAM, a szelektin, a MIP-1 α, a TIMP-1 aktivációját, ezzel szemben emelte a VEGF 

expresszióját. A PACAP VEGF szintet emelő hatását egy korábbi közleményben már leírták 

tüdő karcinóma sejtek (Moody et al. 2002), valamint hipofízis follikuláris sejtek esetében 

(Gloddek et al. 1999). A VEGF egy sokat tanulmányozott angiogenikus faktor, amely számos 

retinopátia hátterében áll (koraszülött és diabéteszes retinopátia), de ezek mellett 

neuroprotektív funkciója is van (Zheng et al. 2012). Iszkémiás retinakárosodás esetén a VEGF 

expresszió az időtől, reperfúziótól, és a VEGF lokalizációjától függ (Cervia et al. 2012). 

 További kutatásokra van szükség annek megállapítására, hogy a PACAP indukálta 

VEGF expresszió növekedés neuroprotektív funkcióval bír-e, vagy a gyulladásos 

folyamatokban játszik-e szerepet.  

 

In vitro eredmények megbeszélése 

 

 A programozott sejthalál fiziológiás körülmények között is lezajló folyamat. Az 

egyedfejlődés során bizonyos időszakokban nélkülözhetetlen a normális fejlődés eléréséhez, 

például az ujjak egymástól való elválása esetén. Az öregedésben betöltött szerepe is 
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vitathatatlan. Ezen kívül azonban számos betegség patomechanizmusában is részt vesz. Az 

apoptózis egyensúlyának megbomlása súlyos következményekkel jár, az apoptotikus 

folyamatok serkentése, sejtvesztéssel járó rendellenességekhez, míg az apoptotikus 

folyamatok lassulása, leállása kontrollálatlan sejtburjánzáshoz, rákhoz és autoimmun 

betegségek kialakulásához vezethet. Az apoptózis molekuláris mechanizmusában több, 

egymástól független jelátviteli útvonal azonosítható, amelyek egy közös végrehajtó rendszer 

felé konvergálnak. A folyamat végrehajtó elemei a kaszpázok, amelyek inaktív prekurzorként 

várják az aktiválódásukat jelentő szignált (Strasser et al. 2000). A kaszpázaktiválódás két 

különböző úton mehet végbe: a halálligand-halálreceptor úton vagy a mitokondriális 

citokróm-c kibocsátással előidézett úton.  

 A Bcl-2 fehérjecsaládon belül két csoportot különböztetünk meg az apoptózisban 

betöltött szerepüknek megfelelően: az anti-apoptotikus fehérjék közé tartozik többek között a 

Bcl-2 és a Bcl-XL, míg Bcl-2 család egyes képviselői pro-apoptotikus funkcióval 

rendelkeznek, mint pl. a Bax, Bad, Bak, Bik stb. A család pro-és anti-apoptotikus tagjai az 

élő, intakt sejtben (halálszignál nélkül) külön kompartmentekben, szeparáltan helyezkednek 

el: az anti-apoptotikus molekulák többnyire membránhoz (mitokondrium, endoplazmás 

retikulum, stb.) kötve, a pro-apoptotikus molekulák pedig szabadon a citoszólban. A pro-

apoptotikus Bax molekula vagy a citoszólban, vagy membránokhoz lazán kapcsolódva 

monomer formában van jelen. Amennyiben a sejtet apoptózist indukáló hatás éri, a 

citoszólban lévő monomer szerkezetű Bax transzlokálódik a mitokondriumba, ahol integráns 

membrán proteinné alakul és homodimert képez (Gross et al. 1998; Wolter et al. 1997)¸ majd 

kifejti pro-apoptotikus hatását. Hatására a mitokondriális membránpotenciál és permeabilitás 

megváltozik, majd az addig a mitokondriális térbe zárt citokróm-c 9 felszabadul. Ezt követően 

több lépés eredményeként a végrehajtó kaszpázok aktiválódnak és a sejt az apoptózis 

következtében elpusztul. Az anti-apoptotikus Bcl-2 és Bcl-XL jelenléte képes meggátolni a 

Bax aktivációját (Gross et al. 1998). A szintén pro-apoptotikus Bad fehérje a citoplazmában 

található, foszforilált formában, 14-3-3 fehérjéhez kötötten. Amennyiben a Bad 

defoszforilálódik, a 14-3-3 fehérjével való kapcsolata megszakad, lehetővé téve 

transzlokációját a mitokondriumba, ahol az anti-apoptotikus Bcl-2 fehérjékhez kötődve 

gátolja azok funkcióját. A Bcl-2 és Bcl-XL proteinek a mitokondrium membránjában lévő 

integráns proteinek, amelyek megakadályozzák a citokróm-c kibocsátását a citoszólba, 

megelőzve ezzel a sejt apoptózisát. Az idegi szövetekben, így a retinában bekövetkező 

apoptózisnak különböző kiváltó okai lehetnek: neurotrófikus faktorok hiánya, DNS károsodás 
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és toxikus behatások. Általánosságban azt mondhatjuk, hogy ezek a tényezők a kaszpáz-3 

molekula indukálásával vezetnek a sejthalálhoz (Morrison et al. 2002). 

 Több publikációban közöltek adatokat a mitokondriális Bcl család szerepéről a 

PACAP citoprotktív hatásmechanizmusában különböző károsító hatásoknak kitett sejtek 

esetén. PACAP munkacsoportunk közölte, hogy a PACAP a retinában ezen anti-apoptotikus 

családnak az expresszióját indukálta, míg a pro-apoptotikus jelátviteli molekulák, mint a Bad 

szintjét is csökkentette (Rácz et al. 2007). Hasonló hatásokról számoltak be kisagyi 

szemcsesejteken és egyéb idegsejteken is (Aubert et al. 2008; Seaborn et al. 2011). A PACAP 

Bad és Bax molekulákkal szemben kifejtett szerepét nem csak neuronális sejtek esetében, de 

egyéb perifériás sejttípusnál, így például sztreptozotocin indukálta apoptózis során inzulinóma 

sejteken (Onoue et al. 2008), valamint szérum deprivációnak kitett Schwann sejteknél is 

leírták (Castorina et al. 2008). Az apoptotikus kaszkád aktivációjakor a mitokondriális 

membrán átjárhatóbbá válik és számos pro-apoptotikus faktor, mint a citokróm-c vagy a 

SMAC ki választódik a citoszólba. Kutatásunk során elsőként sikerült kimutatnunk, hogy a 

PACAP képes a SMAC megemelkedett szintjét lecsökkenteni.  

 A dolgozatban bemutatásra került, hogy a PACAP oxidatív stressz indukálta 

sejtkárosodás esetén képes védő hatást gyakorolni a retina pigmenthámsejtjeire. Jelen 

munkámban igyekeztem részletesebben feltárni a háttérben húzódó jelátviteli folyamatokat. 

Korábbi pigmenthámsejtes kísérleteink során, oxidatív stressz okozta apoptotikus 

folyamatokban már fény derült a PACAP védő funkciójára (Mester et al. 2011), de 

mindezidáig a molekuláris háttér ismeretlen volt. A jelen értkezésben az apoptózis array 

eredményei azt mutatták, hogy a hidrogén-peroxid kezelésnek kitett ARPE-19 sejtekben 

jelentős mértékben emelkedett számos apoptotikus marker expressziója. PACAP-pal történő 

együttes kezelés esetén viszont a kontroll körülményeknek megfelelő szinteket találtunk. 

 A neuronális apoptózis a retinában a nervus opticus átvágásával modellezhető felnőtt 

központi idegrendszerben (Quigley et al. 1995). Seki és munkatársai arról számoltak be, hogy 

a nervus opticus átvágása a ganglionsejtek 55%-ának elhalásával jár. A műtét előtt 

intravitreálisan 10 és 100 pmol PACAP-pal kezelt állatok ganglionsejtjeinek száma a 

tizennegyedik posztoperatív napon a kontroll csoporthoz képest viszont szignifikánsan 

magasabb volt (Seki et al. 2008). Ezen eredmények egybevágnak az apoptózis array során 

találtakkal, miszerint a PACAP anti-apoptotikus hatást fejt ki a retinában. Az apoptózis array 

ábráján láthattuk, hogy kísérletünk során a mitokondriális pro-apoptotikus fehérjék (Bad, 

Bax) koncentrációja erősen megemelkedett. Ezt a hatást a PACAP teljes mértékben ki tudta 

védeni. Emellett a PACAP mérsékelte az oxidatív stressz hatására aktiválódó Trail, FADD, 
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Fas, SMAC diablo és számos hősokk fehérje expresszióját is. Az apoptózis során több 

különböző kaszkád játszódik le, melyeket különféle extracelluláris és intracelluláris 

szignálmolekulák indukálnak. A TNF, illetve a Fas aktivációja is ilyen, mely számos pro-

apoptotikus faktort is működésbe hoz. A pro- és anti-apoptotikus folyamatok közötti 

egyensúly elengedhetetlenül fontos nemcsak az egyedfejlődés, de egész életünk során. Ennek 

az egyensúlynak a felbomlásával jellemezhetőek a sejtpusztulással járó betegségek, köztük 

több, retinát érintő megbetegedés is.  

 A PACAP számos szinten képes az apoptózis folyamatára hatni. Korai kutatások már 

megerősítették a PACAP MAP kinázok szabályozásában betöltött szerepét, ami a legtöbb 

vizsgált sejt esetében anti-apoptotikus hatással járt együtt (Dejda et al. 2008; Somogyvári-

Vígh és Reglődi 2004; Vaudry et al. 2002). A MAPK család valószínűsíthetően fontos 

szerepet tölt be a PACAP indukálta sejtvédő folyamatokban, amit több különböző modellben 

igazoltak már (May et al. 2010; Vaudry et al. 2012). A kisagyi szemcsesejtekben az ERK és 

JNK MAP kinázok között fennálló egyensúly kritikus szerepet játszik a sejttúlélésben. A 

PACAP elősegíti az ERK foszforilációját, míg gátolja a JNK aktivációt, ezáltal csökkenti a 

ceramid indukálta sejthalált (Vaudry et al. 2003). A MAP kinázok szerepe az apoptotikus 

folyamatokban vitathatatlan a pigmenthámsejtek esetében is (Glotin et al. 2006).  

 Seki és munkatársai kimutatták az intravitreálisan adott PACAP ganglionsejtekre 

kifejtett védő hatását magas intraokuláris nyomás okozta iszkémiás károsodás esetén. Ennél a 

modellnél a PACAP két koncentráció tartományban (10 fmol és 10-100 pmol) is hatásosnak 

bizonyult. Mindkét dózis esetén cAMP antagonistákkal blokkolható volt ez a védő hatás, míg 

a MAP kináz gátlók csak az alacsony dózisban adott PACAP hatását semlegesítették. Így 

valószínűsíthető, hogy különböző PACAP koncentrációk különböző jelátviteli utakat 

aktiválnak (Seki et al. 2011).  

 A MAPK család harmadik fontos tagja a p38, amelyet pro-apoptotikus faktorként 

tartanak számon. Foszforilációja számos sejtkárosodás esetén megfigyelhető. Több tanulmány 

alapján elmondható, hogy a PACAP gátolni képes a p38 aktivációját (Rácz et al. 2006 a, b).  

 A már korábban tárgyalt ERK-en kívül néhány egyéb fehérje, mint például az Akt 

szintjét a PACAP tovább növelte. Az Akt indukálta folyamatokat általában az anti-

apoptotikus jelátviteli útvonalak között említik, és a PACAP hatására megnövekedő Akt 

foszforilációt már más sejttípusoknál is leírták (Rácz et al. 2008). Az Akt jelátviteli útvonalak 

beindulása sejtvédő hatással bír retinális iszkémiában is (Dreixler et al. 2009). A jelen 

tanulmányban a PACAP egy korábbi, excitatórikus retinakárosodás modellnél, valamint 

egyéb PACAP mediált neuronális károsodásnál (May et al. 2010; Rácz et al. 2008) leírtakhoz 
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hasonlóan szintén elősegítette az Akt foszforilációját. Már számos sejttípusra vonatkozóan 

közölték, hogy PACAP kezelést követően az anti-apoptotikus jelátvitel aktivációja fokozott 

CREB foszforilációhoz vezet (Bhave és Hoffman 2004; Rácz et al. 2006b). Ezt az eredményt 

jelen kutatásunk is megerősítette. Mindezen felül azt találtuk, hogy a PACAP mérsékelte az 

oxidatív stressz hatására megnövekedő Trail, FADD és Fas szinteket, amelyek mind az 

apoptotikus kaszkád beindításáért felelősek. A PACAP és a Fas ligand egyensúlya igen fontos 

tényező a kisagyi szemcsesejtek pusztulásában a fejlődés során (Allais et al. 2010). Ezen kívül 

a PACAP indukálta Fas expresszió csökkenést perifériás sejteknél is leírták, többek között bél 

karcinóma sejteknél és limfocitáknál (Delgado és Ganea 2001; Le et al. 2002). Az általunk 

talált hatások is összhangban vannak ezekkel a közleményekkel.  

 A p53 szintén igen fontos az apoptózis folyamatában. A p53 szabályozásában 

bekövetkező bármilyen zavar apoptózishoz vezet (Di Giovanni and Rathore 2012). Az 

oxidatív stressz különböző formáinál leírták, hogy a p53 függő Bax szintézis apoptózist 

indukál azáltal, hogy hozzákötődik a Bcl-2-höz, inaktiválva annak anti-apoptotikus 

képességét (Cheng et al. 2001; Yang et al. 2003). Azt találtuk, hogy a PACAP enyhén 

csökkentette az oxidatív stressz hatására megnövekedett p53 szinteket. Más egyéb faktorok 

koncentrációja is csökkent, így például a PLC, eNOS, STAT, RSK, és a cIAP-1. PACAP 

génhiányos egereknél megfigyelték a STAT szintek változását az agyban (Ohtaki et al. 2006), 

míg mikroglia sejtek esetében a PACAP-nak nem volt hatása a STAT exprssziójára (Lee és 

Suk 2004). Pillanatnyilag túl kevés információ áll rendelkezésre a PACAP és az előbb 

felsorolt faktorok között fenálló kapcsolatokról ahhoz, hogy mélyremenő következtetéseket 

vonjunk le. A PACAP retinavédő hatását és jelen eredményeinket figyelembe véve az 

mindenesetre elmondható, hogy a PACAP képes csökkenteni az oxidatív stressz során 

aktiválódó faktorok szintjét.  

 Az ARPE-19 sejteken végrehajtott foszfo-kináz array eredményeink is összhangban 

állnak a korábbi megfigyelésekkel, miszerint a PACAP ellentétes hatással bír az ERK és JNK 

szintekre (Rácz et al. 2006 a, b). A foszfo-kináz array-ben a PACAP néhány olyan molekula 

aktivációját is növelte, amely szintjének PACAP hatására bekövetkező változásáról irodalom 

eddig még nem ismert. Az Src családba tartozó kinázok sokféle sejtfolyamat szabályozásában 

részt vesznek, többek között a növekedési faktorok jelátvitelében, a citoszkeletális dinamika 

fenntartásában és a sejtproliferációban is szerepet játszanak. A Lyn egy, az Src családba 

tartozó tirozin-kináz, melyről tudjuk, hogy anti-apoptotikus folyamatokban szerepel és fontos 

a mitokondriumok integritásának fenntartásában (Gringeri et al. 2009; Tibaldi et al. 2011; 

Takadera et al. 2012). Az Src család másik fontos tagja, a Yes szintje is emelkedett PACAP 
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kezelés hatására. Ezeken kívül a fokális adhéziókhoz elengedhetetlen szignál transzdukciós 

molekula, a paxillin (Turner et al. 1990), és a sejtciklus szabályozásában részt vevő Chk2 

expressziója is nőtt az oxidatív stressznek kitett ARPE-19 sejtekben PACAP kezelést 

követően. Ezen faktorok apoptózisban betöltött pontos funkciója még nem ismert, további 

vizsgálatot igényel a PACAP e molekulákra kifejtett hatásának szerepe.  

 Munkacsoportunk nemrégiben ismét megerősítette a PACAP apoptózisban betöltött 

védő szerepét. Az intraokuláris PACAP injekció jelentősen csillapította a diabéteszes 

retinakárosodást: növelte az anti-apoptotikus p-Akt, p-ERK1, pERK2, PKC, Bcl-2, míg 

csökkentette az pro-apoptotikus p-p38 MAPK és az aktivált kaszpázok szintjét. A diabéteszes 

retina minden rétegében nőtt az apoptotikus sejtek száma, ezt a PACAP szignifikánsan 

lecsökkentette. Az eredményekből kiderül, hogy a PACAP az apoptotikus folyamatok 

gátlásával fejti ki védő hatását (Szabadfi et al. 2014a). Egy másik tanulmány is alátámasztotta 

a PACAP anti-apoptotikus hatását MSG indukálta retinális lézió esetén. Újszülött 

patkányoknál a PACAP csökkenteni tudta a kaszpáz-3 és a kaszpáz-9 szintjét is (Lakk et al. 

2015). Ezen kívül kimutatták, hogy a PACAP antagonista PACAP6-38 emelte a citokróm-c, 

kaszpáz-3 és JNK aktivációt és csökkentette a foszfo-PKA, foszfo-Bad, Bcl-xL és 14-3-3 

fehérje expressziót (Rácz et al. 2006b, 2007). Ezek az in vivo eredmények, hasonlóan Atlasz 

és munkatársai (2009a) eredményeihez, az endogén PACAP retinoprotektív hatását 

támasztják alá MSG okozta excitotokus károsodás esetén. Az NMDA (N-metil-D-

aszparaginsav) kezelés hasonló léziót eredményez. Radioimmunassay mérések kimutatták, 

hogy a VIP-vel ellentétben a retinális PACAP szintek nem változnak intravitreális NMDA 

injekció hatására, amit valószínűleg a BDNF kompenzatórikus expresszió növekedése okozza 

(Teuchner et al. 2011).  Egy nemrégiben közölt tanulmány igazolta, hogy a PACAP mediálta 

útvonalak védő hatásúak NMDA indukálta retinális lézió esetében. Cheng és munkatársai 

(2014) kimutatták, hogy az intravitreális NMDA kezelés hatására az elektroretinogrammon 

csökkennek az “a” és “b” hullámok, ami negatív fotopikus válasszal jár együtt. Ezek a 

változások ciklikus PACAP1-5 kezelés alkalmazásával megfordíthatóak. Ez utóbbi az 

apoptotikus folyamatok gátlásával a ganglionsejtek túlélését is segítette (Cheng et al. 2014). 

Hasonló védő hatást írtak le 100 pmol-os PACAP kezelést alkalmazva egereknél. Az NMDA 

injekció következményeként a mikroglia/makrofág szám megemelkedett, míg a PACAP 

kezelt csoportokban a PACAP csökkentette azt, és emellett a ganglionsejtek túlélését is 

segítette. A PACAP6-38-cal történő együttes kezelés ezeket a jótékony hatásokat kivédte az 

IL-10 génhiányos egereknél. A PACAP ezen kívül megemelte két védő hatású citokin, az IL-

10 és a TGF-β mRNS expresszióját (Wada et al. 2013). Összeségében elmondható, hogy a 
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PACAP jelentős szerepet tölt be az apoptotikus folyamatok szabályozásában és a 

pigmenthámsejtek esetében a MAP kinázok szignalizációját befolyásolva fejti ki ezen hatását 

(27. ábra).  

 

 

 

27. ábra. Az oxidatív stressz, a hpoxia és a hiperozmózis hatására megemelkedő pro- és anti-apoptotikus, 

valamint pro-angiogenikus faktorok. A felsorolt faktorok koncentrációja 100 nM PACAP kezelés hatására a 

kontroll szintre csökkent. 

 

 

 A PACAP angiogenezis szabályozásában betöltött szerepe egyelőre kevésbé ismert. 

Leginkább a PACAP VEGF szintekre gyakorolt hatását vizsgálták. A vaszkuláris 

endotheliális növekedési faktor expressziója az angiogenikus folyamatok beindulásakor 

jelentősen növekszik, míg ezek hiányában csökken (Hoeben et al. 2004). Tüdőkarcinóma 

sejtekben a PACAP1-27 és a VIP fokozta a VEGF aktivációt (Moody et al. 2002). Egy másik 

tanulmányban a PACAP szintén fokozta a VEGF mRNS exprsszióját prosztatakarcinóma 

sejteknél (Collado et al., 2004, 2005). Kísérleteink során mi ezzel ellentétes hatásokat 

találtunk. Hiperozmózis hatására mind NaCl kezelés, mind a szacharóz kezelés esetében 

erőteljes VEGF szint növekedést tapasztaltunk, melyet a PACAP hatásosan visszaszorított. A 

szacharóz kezelés eredményeit áramlási citometriás mérésekkel is megrősítettük. Egy 

nemrégiben közölt cikk nátrium-azid okozta retinális iszkémia során vizsgálta a PACAP 
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hatását a metabolikus változásokra egy ex vivo egér modellen (D’Alessandro et al. 2014). 

Amellett, hogy a PACAP különböző változásokat indukált, csökkentette az iszkémia okozta 

sejthalált, a glutamát kibocsájtást és a VEGF expressziót is, így összhangban áll az általunk 

találtakkal is. A TUNEL módszerrel mért apoptózis a külső és belső magvas rétegben, 

valamint a ganglionsejtek rétegében csökkent jelentősen. Az iszkémia hatására 

megemelkedett kaszpáz-3 mRNS szinteket is redukálta a PACAP. A glutamin expressziója 

iszkémiás behatásra szignifikánsan növekedett, a PACAP ezt is képes volt ellensúlyozni. Az 

iszkémia oxidatív károsodással jár együtt, így a szerzők a retinatenyészet oxidatív állapotát is 

feltérképezték. Azt találták, hogy a PACAP emelte a glutation és csökkentette az oxidált 

glutation szintjét. Emellett a peptid a gyulladásos faktorok és peroxidált lipidek 

felhalmozódását is gátolta. Három nitrogén-monoxid metabolit expressziója is megemelkedett 

az iszkémiás retinában: arginin, ornitin és citrullin, míg a cAMP szintek szignifikánsan 

lecsökkentek. A PACAP kezelés visszafordította ezeket a változásokat (D’Alessandro et al. 

2014).   

 Diabéteszes retinopátia esetén a megnövekedett glükóz szint a vérben nemcsak 

hiperglikémiás, de hiperozmotikus állapotok létrejöttéhez vezet. A PACAP az angiogenezis 

array-k mérései alapján csökkenteni tudta a megváltozott ozmotikus viszonyok hatására 

aktiválódó pro-angiogenikus faktorok szintjét. A PACAP munkacsoportunk legutóbbi 

tanulmánya további részleteket világított meg a peptid retinoprotektív hatásával kapcsolatban. 

Elektronmikroszkópos analízis kimutatta, hogy a diabétesz során a pigmenthámsejtek 

struktúrája, a ribbon szinapszisok és más szinaptikus kapcsolatok is változásokat szenvedtek. 

A PACAP-pal kezelt retinákban több intakt bipoláris ribbon szinapszist találtak, mint a 

diabéteszesekben. A ribbon szinapszisokat C-terminális kötő fehérje 2/Bassoon-nal jelölték, 

amik patkó alakú szalagokat formáltak. Ezeknek a struktúrája a PACAP-pal kezelt retinákban 

jobban megőrzött volt, mint a diabéteszes állatoknál. A bipoláris és ganglionsejtek szelektív 

degenerációját a PACAP megakadályozta. A pigmenthámsejtek elektronmikorszkópos képe 

sztreptozotocin kezelés után a sejtek megváltozott struktúráját mutatta, vörös vértestek voltak 

láthatóak az RPE sejtek belsejében. PACAP kezeléssel ez a degeneráció kiküszöbölhető volt.  

 Összegzésként elmondható, hogy az intravitreálisan adott PACAP terápiás lehetőség 

lehet sztreptozotocin indukálta diabéteszes retinopátiában, mivel a PACAP segít a 

szinapszisok és a pigmenthámsejtek integritásának megőrzésében (Szabadfi et al. 2016).  

 A VEGF-en kívül több más angiogenezisben részt vevő faktor expressziója 

megnövekedett NaCl kezelés hatására. Az angiogeninről elsőként írták le azon képességét, 

hogy képes serkenteni az érújdonképződést. Ezen tulajdonsága mellett fény derült egyéb, igen 
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szerteágazó funkcióira is. Szerepet játszik a túlélési folyamatok, sejtproliferáció és migráció 

szabályozásában is (Sheng és Xu 2015). A PACAP egy tanulmányunkban leírtak szerint 

képes volt csökkenteni a megnövekedett angiogenin koncentrációt humán trophoblast sejtek 

esetén, emellett számos más faktor expressziója csökkent a normál szinre PACAP kezelés 

hatására: angiopoietin, EG-VEGF, IL-8 és TIMP-1 (Horváth et al. 2014). Az angiogenin 

szintek csökkenését PACAP hatására mi is tapasztaltuk az angiogenezis array mérések 

kiértékelésekor NaCl-dal és hidrogén-peroxiddal történő kezelést követően. Az EG-VEGF 

expressziója mindhárom kísérleti modellnél (NaCl, szacharóz és H2O2 ) mérséklődött PACAP 

kezelés hatására, míg az IL-8 szint csökkenését csak a szacharózos hiperozmotikus modellnél 

tapasztaltuk.  

 A TIMP-1 molekula a mátrix metalloproteázok gátlójaként ugyancsak angiogenikus 

tulajdonságokkal bír (Ma et al. 2016). Méréseink során mi is azt találtuk, hogy a a szacharóz 

és hidrogén-peroxid kezelést követő TIMP-1 koncentráció növekedést a PACAP képes volt 

kivédeni. A konyhasó a fentieken kívül még az artemin, a pentraxin-3 és a platelet faktor-4 

aktivációját is elősegítette, a PACAP a kontroll szintre csökkentette ezt az aktivációt. Ezeknek 

a molekuláknak az angiogenezisbn betöltött pontos szerepe még tisztázásra vár.  

 A szacharóz és a hidrogén-peroxid a NaCl-nál jóval több faktor expresszióját fokozta, 

köztük több inzulin-szerű növekedési faktort kötő fehérjét (IGFBP) is. Glioblastoma sejtek 

esetén azt találták, hogy az IGFBP-1 stimulálja az angiogenezist (Nijaguna et al. 2015). Ezzel 

összhangban állnak a mi eredményeink is, miszerint szacharóz és hidrogén-peroxid kezelést 

követően fokozódott az IGFBP-k szekréciója, míg a PACAP kezelés ezt csökkenteni tudta. 

 Egy másik molekula, az urokináz plazminogén aktivátor (uPA) esetén is hasonló 

változásokat találtunk. Egy közlemény alapján az uPA rceptor kötődése a VEGF receptorhoz 

különböző jelátviteli utakat aktivál, amely többek között angiogenezishez vezet (Herkenne et 

al. 2015). Esetünkben a PACAP csökkentette a megemelkedett uPA expressziót, így anti-

angiogenikus hatást fejtett ki. 

 Az angiogenezis array által mérhető számos molekula PACAP-pal való pontos 

kapcsolata még nem ismert, de összességében az array olyan képet mutatott, miszerint a 

PACAP csökkenteni tudta az angiogenezis kialakulásában szerepet játszó faktorok 

expresszióját a retina pigmenthámsejtjeinél. Ennek tudatában elmondható, hogy a PACAP 

képes lehet számos olyan retinopátia kezlésére, melynek hátterében az angiogenikus 

folyamatok aktivációja áll. 

 A cell stressz array-vel a PACAP stresszmolekulákra kifejtett hatását vizsgáltuk. 

D’Amico és munkatársai a hipoxia indukálta faktorokat (hif) vizsgálták szreptozotocinnal 
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kiváltott diabétesz harmadik hetében. Azt találták, hogy a diabetikus patkányoknál 

szignifikánsan fokozódott a hif-1α és a hif-2α expressziója, ami megelőzhető volt egy 

intravitreális PACAP kezeléssel. Ezzel ellentétben a hif-3α koncentrációja szignifikánsan 

alacsonyabb volt a diabéteszes állatok retinájában, amit a PACAP kezelés szintén megemelt. 

Ezek az eredmények arra engednek következtetni, hogy a PACAP retinoprotektív hatását 

többek között a hif molekulák szintjének befolyásolásával éri el, amely faktorok igen fontos 

szerepet töltenek be a diabétesz során kialakuló patológiás vaszkulogenezisben (D’Amico et 

al. 2015). Méréseink alapján az oxidatív stressz nem, de a hipoxia fokozta a hif molekulák 

expresszióját, azonban ezt a PACAP nem tudta csökkenteni. Oxidatív stressz hatására 

növekedtek a különböző hősokk fehérjék (HSP60 és HSP70), valamint olyan pro-apoptotikus 

faktorok, mint a citokróm-c, a p38 és a p53 koncentrációi. A hipoxia az angiogenesis array-

vel ellentétben nem okozott jelentős változásokat a cell stressz array-ben. 

  A szénsav-anhidráz IX szintje nélkülözhetetlen a sav-bázis egyensúly beállításához. 

Több tanulmány foglalkozott a szénsav-anhidráz IX rákos megbetegedésekben betöltött 

szerepével. Azt találták, hogy az enzim megemelkedett szintje rontja számos karcinóma, 

többek között a prosztatarák prognózisát (Ambrosio et al. 2016). Kutatásaink során azt 

találtuk, hogy kobalt-klorid kezelésre a szénsav-anhidráz koncentrációja csökkent, ezt a 

PACAP visszaemelte a kontroll szintre. A PACAP ezen hatásának megismerésére további 

kísérletek szükségesek.  

 A SOD2 a szuperoxid-dizmutázok családjába tartozó protein, amely a reaktív 

oxigéngyököket távolítja el, ezzel véd a sejthalál ellen. A hipoxia nem változtatott ezen 

fehérje szintjén, viszont a PACAP kezelés szignifikánsan megnövelte az expresszióját, így 

védő hatást gyakorolt. 

 Mindezeket figyelembe véve kijelenthetjük, hogy a korábbi kutatásainkkal 

összhangban a PACAP a pigmenthámsejtek estében is citoprotektív hatást fejt ki különböző 

károsító tényezőkkel szemben. A peptid anti-apoptotikus hatása megmutatkozott abban, hogy 

csökkenteni tudta számos pro-apoptotikus faktor (Bad, Bax, citokróm-c, Fas, JNK, p38, p53) 

és emelni az apoptózis folyamatának gátlásában résztvevő molekulák (ERK, Bcl-2, CRB, Akt, 

Src, Lyn és Yes) szintjét oxidatív stressz és hipoxia indukálta sejtkárosodás esetén is. Az 

angiogenezisre kifejtett hatásai alapján elmondhatjuk, hogy a PACAP több modellben is 

csökkentette az egyik legfontosabb angiogenikus faktor, a VEGF expresszióját. Ez 

önmagában igen fontos eredmény, mivel más sejttípusokon a PACAP ezzel ellentétes hatást 

fejt ki, így elsőként közöltük a PACAP VEGF aktivációt gátló hatását pigmenthámsejtek 

esetében. Emellett azonban számos más pro-angiogenikus faktor szintjét is képes volt 
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mérsékelni (uPA, IGFBP, TIMP-1, EG-VEGF, angiogenin, angiopoietin). Konklúzióként 

levonható, hogy a PACAP alkalmazása igen sokrétű terápiás lehetőségeket rejt magában a két 

leggyakoribb vaksághoz vezető betegség, a diabéteszes retinopátia és a makuladegeneráció 

kezelésében.  
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VII. Új eredmények összefoglalása 

 

1. Kimutattuk a PACAP pigmenthámsejtekre kifejtett általános sejtvédő hatását kobalt-

klorid indukálta hipoxiás, hidrogén-peroxid kezeléssel előidézett oxidatív stressz és 

szacharózzal kiváltott hiperozmotikus stressz esetén. 

 

2. Igazoltuk, hogy a PACAP képes az egyik legjelentősebb angiogenikus faktor, a VEGF 

szintjét csökkenteni ARPE-19 sejtvonalon. Ezt a hatását a peptid többféle károsító 

tényező: hiperozmózis, hipoxia, valamint oxidatív stressz esetén is kifejti. 

 

3. Esőként közöltük, hogy a PACAP a pro-apoptotikus SMAC expresszióját is gátolta 

hidrogén-peroxid kezeléssel előidézett oxidatív stressz esetén 

 

4. A jelen tanulmány az első, amely azt igazolja, hogy a PACAP képes mérsékelni a 

CINC kemokinek szintjét patkány retinán. E gyulladásos citokinek koncentrációja 

kétoldali carotis communis lekötést követő iszkémia esetén jelentős mértékben 

megnövekedett, ezt a PACAP jelentős métékben csökkentette.  
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