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l. Bevezetés

1. A retina és a retinalis pigmentham

A retina a szem legbelsO burka, annak fényérzékeny rétege. A szem optikai rendszere
altal idefokuszalt fény kiilonbozd elektromos és kémia reakciokat indit be, melynek
segitségével a fény, mint elektromos impulzus, a nyakszirtlebenyben talalhato 1atékdzpontba
keriil. A retinan beliil tiz réteget kiilonboztetiink meg egymastol. A retinalis pigmenthdm (RPE)
a neuroretina és a choroidea kozott talalhatd egyrétegli hdm, a recehartya legkiils rétege. A
pigmentham apikalis felszine a fotoreceptor sejtek kiilsé szegmensével, a basolateralis felszin
pedig a Bruch féle membrannal all szoros dsszekottetésben, amely elvalasztja az RPE sejteket
a lamina choriocapillaris fenesztralt endotheliumatol. A pigmentham hozzdjarul a kiilsé vér-
retina gat (blood retina barrier - BRB) kialakitdsahoz. Az egymassal szomszédos RPE ¢és
endothel sejtek kozotti tight junction-0k elengedhetetlenek a vér-retina gaton atjutd folyadékok
ataramlasanak kontrollalasahoz. Ezen kiviil megakaddlyozzak a karos molekuldk és plazma
Osszetevok retindba vald bejutasat. A pigmenthdmsejtek ezen zaré funkcidja alapvetd
fontossagu a retina integritasanak fenntartdsaban.

A pigmentham sejtek kiilonféle novekedési faktorokat, valamint a retina és a lamina
choriocapillaris szerkezeti egységének megtartasahoz nélkiilozhetetlen egyéb fehérjéket
szekretalnak. Tehat az RPE sejtek a fotoreceptorok ttlélését szolgald molekuldkat termelnek,
valamint biztositjadk a retina megfeleld vérellatasat a choroidea fel6l. A pigmentham altal
termelt igen fontos faktor a vaszkularis endothelialis novekedési faktor, a VEGF. Az egészséges
szemben alacsony koncentracioban termelddik, feladata az endothel sejtek apoptdzisanak
gatlasa és ezzel fontos szerepet tolt be a choriocapillaris endothelium integritasanak
megorzésében. A VEGF az endothel sejtek fenesztraltsaganak stabilizasalaval befolyasolja a
sejtek permeabilitasat. Az egészséges szemben a VEGF-et a bazalis felszinre szekretalja a sejt
¢s a choroidea endotheliumara hat els@sorban. A t0lzott VEGF termelés a proliferativ
diabéteszes retinopatia egyik legfobb kivaltja. A fejlodd orszagokban, dolgozd kort
egyéneknél a diabéteszes retinopatia a vaksag vezetd oka. Az egyes tipusu diabétesznél a
proliferativ diabéteszes retinopatia (PDR), mig a kettes tipusunal a diabéteszes makuladdéma a
legaltalanosabb latast karosito tényezd. A Il-es tipusu diabétesz joval gyakoribb eléfordulasa
miatt diabéteszes betegeknél a latdsromlasnak az utobbi karosodas az oka legtobbszor.

Mindezek mellett azt is kimutattak, hogy a kettes tipusu diabéteszes betegeknél a PDR mellett



szinte mindig kialakul makuladdéma is. A betegségek patogenezisének legfontosabb
komponensei a proliferativ diabéteszes retinopatidban a hipoxiat kdvetd neovaszkularizacio,
mig makuladdéma esetén a vér-retina gat sériilése miatt bekovetkezd folyadékbearamlas. A
diabéteszes retinopatiat targyalo legtobb tanulmény a belsd vér-retina gat diszfunkcidjaval és a
neuroretina karosodasaval foglalkozik, ezzel szemben a diabétesz pigmenthdmra kifejtett
hatasai kevesebb figyelmet kaptak. Az értekezés ezért nagy hangsulyt fektet a retinalis
pigmentham szerepének és a sejtek altal szekretalt faktorok szabalyozasi utvonalainak
megismerésére.

A makuladdéma patogenezise még kevésbé ismert, de a VEGF és mas gyulladésos
citokinek részt vesznek a kialakuldsaban. Ezért a VEGF szekrécio gatlasa hatékony modszer

lehet a diabéteszes retinopatia és a makuladdéma kezelésében is.

2. APACAP

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid, roviden PACAP (pituitary adenilate
cyclase activating polypeptide) egy széles spektrumll hatasokkal rendelkezd peptid, melyet
1989-ben Arimura és tarsai izolaltak birka hipotalamuszbol. Els6ként a PACAP cAMP aktivalo
hatasardl szamoltak be, melyet patkdny adenohipofizis sejtjein mutattak ki. A PACAP két
biologialag aktiv formaja a PACAP1-38 (38 aminosavas forma, tovabbiakban PACAP) és a
PACAP1-27 (27 aminosavas). Utobbi 68%-0s homoldgiat mutat a vazoaktiv intesztinalis
polipeptiddel (VIP), mely alapjan a PACAP-ot a VIP/gliikagon/szekretin szupercsaladba
soroltdk. A PACAP-ot ezek utan egyéb allatokbdl is sikeriilt 1zoldlni és azt talaltdk, hogy
aminosav szekvenciaja az emlds6knél teljesen azonos, alacsonyabb rendii gerinceseknél pedig
csak 1-4 aminosav eltérés mutatkozik. A peptidnek ezen rendkiviili konzervaltsaga arra enged

kovetkeztetni, hogy alapvetd élettani folyamatokban lehet szerepe.

A PACAP elofordulasa a szemben

A PACAP-szerii immunreaktivitist (PACAP-IR) a szemben radioimmunassay
modszerrel mérték és a legnagyobb koncentraciokat a musculus sphincter pupillae-ban és a
corpus ciliare-ban talaltak a retinan kiviil. PACAP pozitiv idegrostokat mutattak ki a retina
stratum nervi optici-jaban, a stratum ganglionare-ban és a stratum plexiforme internum-ban.
Ezen kiviil az amakrin és a horizontalis sejtek perikaryonjai a stratum granulosum internumban,

¢és a ganglionsejtek is jelolddtek immunhisztokémias modszerekkel. Patkany, egér, sertés és
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marha retindban és a szem egyéb szoveteiben a PACAP mindkét formaja jelentds cAMP
novekedést okoz. A PACAP1-38 hatdsosabbnak bizonyult a PACAP1-27-nél és mindkettd
er6sebb cAMP aktivaciot okozott, mint a VIP. A ganglionsejtek bizonyos csoportjaiban,
melyek a nucleus suprachiasmaticusba projicialnak, a PACAP a glutamattal egyiitt tarolodik és
a cirkadian ritmus szabalyozasaban is szerepet jatszik. A szemben PACI receptort €s mRNS-¢ét
a legnagyobb mennyiségben a retina ganglionsejtes rétegében €s a belsé magvas rétegben
detektaltak. A pigmentsejtes rétegben mindharom PACAP receptor mRNS-¢ét ki tudtak mutatni,

mig egy masik tanulmanyban a VPAC receptorok jelenlétét bizonyitottak patkany retinaban.

A PACAP pigmenthamra kifejtett in vitro vedo hatasa

Az elsé eredményeket Zhang és munkatarsai publikaltak 2005-ben. Kezeletlen
pigmenthdm tenyészetben (ARPE-19 sejtvonal) kimutattdk a PAC1 és VPACI-receptor
MRNS-t. VPAC2-receptor mRNS-t csak IL-1B kezelés hatasara talaltak. Ezen kiviil azt
tapasztaltdk, hogy 0,1-1 mikromolaros koncentracioban a PACAP az IL-1p hatasara
megemelkedett IL-6, IL-8 és a monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1) mRNS és fehérje
szinteket lecsokkentette. A PACAP-pal kezelt ARPE-19 sejtek talélése jelentds mértékben,
dozisfiiggden javult hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ stressz hatasara. A legnagyobb
hatékonysagot 100 nM-os koncentracional figyelték meg, de hatdsos volt az 1pM-1uM-0s
tartomanyban is, mig ennél kisebb dozisban hatastalannak bizonyult. Aramlési citometris
mérésekkel és JC-1 assay-vel kimutattdk, hogy a PACAP kezelés csokkenti az apoptotikus
sejthalalt. Ez a védo hatas PI3K/Akt gatlokkal kivédhetd volt, mig a MAPK gatlok hatastalanok
voltak.

Egy kisérletben a kdzelmultban azt talaltak, hogy a PACAP befolyasolja a pigmentham
sejtek semaphorin4A expressziojat. A semaphorin fehérjecsalad egyes tagjai befolyassal
vannak az agy és a retina fejlddésére. A semaphorin4A a fotoreceptor sejtek és pigmenthdm
sejtek kozotti kapcsolatok kialakuldsdnak idején a ganglionsejtek rétegében, a bels6 magvas
rétegben és a pigmentham sejtekben expresszalodik. Az ARPE-19 sejteket PC12 sejtekkel
egyiitt tenyésztve azt talaltak, hogy a semaphorin4 A fehérje és mRNS szintje a neuronalis sejtek
jelenlétében PACAP kezelés hatdsara megemelkedett. Ez a hatds még ERK foszforilacioval is
kapcsolatba hozhato volt. Mindezen hatasokat a PACAP6-38 (PACAP antagonista) blokkolta.
Ezen feliil a PACAP6-38 csokkentette az [L-6 expresszidjat, mutatva, hogy az endogén PACAP
részt vesz a neurondlis sejtek altal indukalt IL-6 termelésben. Ezek az eredmények arra

engednek kovetkeztetni, hogy a neurdlis sejtek altal termelt PACAP tobb, pigmentham altal
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fenntartasaban.

Egy masik tanulmany a PACAP ¢és a VIP retinasejtek kozotti zonula occludensek
felszakadasara kifejtett védd hatasat vizsgalta. Ez a folyamat fontos szerepet jatszik a
diabéteszes retinopatia soran kialakul6 makuladdéma 1étrejottében. Az ARPE-19 sejteket IL-
1B gyulladasos citokin jelenlétében normal és magas gliik6z tartalmu médiumban tenyésztették.
A sejtek permeabilitdsanak valtozasait transzepitelialis elektromos ellenallés és a fluoreszcein-
isotiocianat (FITC) dextran sejtben torténé mozgasanak mérésével becsiilték meg. Az
eredmények az mutattak, hogy a magas gliikoz ¢és IL-1p jelenlétében tenyésztett sejtekbe
szignifikansan tobb FITC-dextrdn diffundalt, mig az elektromos ellenallas lecsokkent. A
PACAP és a VIP ezeket a hatdsokat meggatoltak. Ezen feliil a magas glikéz és IL-1P
kombindcidja altal indukalt claudin-1 és ZO-1 expressziot is lecsokkentették. Az occludin
expresszidja semmilyen kisérleti koriilmény kozott nem véltozott. Osszefoglalva, mind a két
peptid képes volt megakadalyozni a magas gliikéz és IL-1p okozta karosodast az ARPE-19
sejtekben, ami arra a feltételezésre enged kovetkeztetni, hogy a diabéteszes retinopatia soran
kialakul6é makuladdéma soran fontos szerepet jatszhatnak a kiilsd vér-retina gt fenntartasaban.

Ezek az eredmények Osszhangban vannak egy in vitro vér-agy géat modellnél
megfigyeltekkel. Azt talaltak, hogy a PACAP kezelés megerésitette az agyi endothel sejtek
barrier funkcigjat azaltal, hogy a transzendothelidlis elektromos ellenallast megemelte, ami az

egyik legfontosabb tényezd a zonula occludensek fenntartdsaban.



1. Célkitiizések

1. A kétoldali arteria carotis communis lekotés (BCCAO) altal indukalt sulyos
degeneraciot és a PACAP hatasara bekovetkezd szignifikans morfologiai javulast mar
tobb kozlemény leirta. Kutatasaink soran vizsgaltuk, hogy a pigmentham sejtek milyen
morfologiai valtozadsokon esnek at sulyos iszkémiat kdvetden, valamint azt, hogy ez az

esetleges valtozas visszafordithatd, illetve megel6zheté-e PACAP kezeléssel.

2. Célul tiztiik ki a PACAP pigmentham sejtekre (ARPE-19 sejtvonal) kifejtett hatasanak
jobb megismerését, a molekularis biologia folyamatok feltérképezését oxidativ stressz,

valamint hipoxids és hiperozmotikus karosodas esetén.

3. Mivel tobb, retinat érintd patoldgias folyamat hatterében a pigmentham altal termelt
VEGF, ¢és egyéb angiogenikus faktorok hatisara bekovetkezé neovaszkularizacio all,
vizsgaltuk a PACAP angiogenezisre kifejtett hatasait oxidativ stressz, hipoxias és

hiperozmotikus karosodas modellnél.



III. Anyagok és modszerek

1. In vivo kisérletek

1.1. Kisérleti allatok és szovettani elemzés

A 250-300 g sulyu him Wistar patkdnyokon mindkét oldali arteria carotis communis
lekotést (BCCAOQO) végeztiink. Izoflurdan altatds mellett feltartuk az arteria carotis
communisokat, majd elkotottiik oket 3-0-as fonallal. A mitét utan az allatok jobb szemébe
Hamilton tli segitségével PACAP-ot (100 nmol/ 3 1 s6oldat) injektaltunk intravitrealisan. A bal
szembe hasonl6 mennyiségli vivofolyadékot adtunk. Az allatok egy csoportjan az artéridk
lekotését leszamitva a folyamat minden Iépését elvégeztiik. Ezek szolgaltak PACAP és
sooldattal kezelt, aloperalt allatokként. Az allatok elhelyezését, gondozasat és a kisérletek
kivitelezését az etikai szabalyoknak és az egyetemi protokollnak megfeleléen végeztik
(BA02/2000-15024/2011, Pécsi Tudomanyegyetem). Az allatok talaltatasat kovetéen a
szemeket eltavolitottuk és jéghideg PBS-ben kipreparaltuk a retindt, majd 4 %-0s
paraformaldehidben fixaltuk. A szoveteket Durcupan ACM gyantaba (Fluka, Svajc) agyaztuk,
2 um-es metszeteket készitettiink, majd toluidin kékkel (Sigma, Magyarorszag) festettiik. A
metszeteket ezutdn Depex médiummal (Fluka, Svijc) targylemezen rogzitettiik és Nikon
Eclipse 801 mikroszkoppal (Tokyo, Japan) vizsgaltuk. A digitalis fotokon a méréseket a NIH
Image 1.55 szoftver segitségével végeztiik. A statisztikai analizisnél két-utas ANOVA-t
hasznaltunk Bonferroni féle poszt teszttel. A szoveti blokkokbdl a discus opticustol 1 és 2 mm
kozotti tavolsagban 1évo teriileteken mértiik a kiilonb6zo rétegek vastagsagat. Ahol a ganglion
sejtes réteg (GCL) nem egy sejtréteg vastagnak latszott, azokat a metszeteket kizartuk a
mérésbol. Csoportonként 30 retinan mértiik a kovetkez0 paramétereket: 1. a retina vastagsaga
a bels6 ¢és kiilsd hatarhartya k6zott, 2. az egyes retinarétegek vastagsaga €s 3. a pigmentham

sejtek szama 100 pm-en. Az értekezésben, részleteiben csak a harmadik paraméterre tériink ki.

1.2. Citokin array

Az array a nitrocelluléz membranra felvitt antitestek és a mintdban 1évd fehérjék

kotddésén alapul. A citokin array, és a késObbiekben leirt array kitek mindegyike egyszerre



tobb (25-40) marker vizsgalatara hasznalhat6. A szemikvantitativ citokin array-hez a retinakat
(n=18, 9 allat/ csoport) az iszkémiat kovetéen 24 oraval tavolitottuk el. A citokin array-hez
patkany citokin array panel A-t (R&D Systems, Biomedica, Magyarorszag) hasznaltunk. A
sejthomogenizatumokat és az array-t a gyarto leirasa alapjan végeztiik el. A sejteket proteaz
inhibitort tartalamazé PBS-ben homogenizaltuk mini homogenizator segitségével egy
Eppendorf csében. Ezt kovetden jégen szonikaltuk a sejteket 2 percen keresztiil, majd
centrifugaltuk 5 percig 14 000-es fordulatszamon. A feliiliszobdl fehérjemérést végeztiink. A
mintakat pufferoldatba vettiik fel, és az elsddleges antitestek keverékébdl 15 pl adtunk
hozzajuk, majd egy o6ran kersztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ekozben a membranokat
szintén 1 oran keresztiil blokkoltuk. Ezutan minden membranra 1,5 ml minta kerilt és igy
inkubaltuk egy ¢jszakan at 2-8 fokon razatdogépen. Haromszori, egyenként 10 perces PBS-ses
mosast kovetden tormaperoxiddz konjugélt sztreptavidint tettiink a membranokra, majd
megismételtiik a 3*10 perces mosast. Ezutan a membranokra 2 ml kemilumineszcens reagenst
pipettaztunk, majd rontgenfilmre el6hivtuk. Ezeknek a szkennelését kovetden ImagelJ szoftver

segitségével analizaltuk az adatokat.

2. In vitro kisérletek

A humén ARPE-19 (ATCC, Manassas, VA) sejtvonal egy 19 éves férfi donorbdl intakt
szemébdl szarmazik, aki egy motorbalesetben szerzett koponyasériilés kovetkeztében hunyt el.
A sejteket Dulbecco szerint modositott Eagle F12 médiumban (DMEM/F12, Invitrogen)
novesztettik, melyet 10 % FBS-sel (Invitrogen), 100 U/ml penicillinnel, és 100 pg/ml
streptomycinnel egészitettiik ki. A sejteket 37°C-on, 5% CO2-t tartalmaz6 termosztatban, 75

cm? alapteriiletii flaskakban inkubaltuk.

2.1. MTT teszt

Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid) teszttel a sejtek
¢letképességét vizsgaltuk kiillonbozd kezelések hatasdra. A teszt sordn az ¢€lo sejtek
mitokondriumaiba bejutott sarga szinli MTT festéket a sejtek kék formazanna alakitjdk. A
wellekben mért abszorbancia az é16 sejtek szamaval aranyos. A kisérlet soran 15 000 sejtet
tettiink ki 100 pl médiumban wellenként egy 96 lyuku plate-re. A sejteket érd hipoxia hatasat
200 uM CoCl: kezeléssel, a hiperglikémiat 40 mM gliikozzal, a hiperozmotikus stresszt 200



mM szachar6z adagolasaval, az oxidativ stresszt pedig 250 puM H20, alkalmazaséaval

vizsgaltuk. Igy a kovetkezd kisérleti csoportokat kaptuk:

Kontrol
100 nM PACAP
200 pM CoCl2
200 uM CoClz + 100 nM PACAP
40 mM gliikoz
40 mM gliikoz + 100 nM PACAP
200 mM szacharéz
200 mM szachar6z + 100 nM PACAP
250 uM H20>
.250 uM H202 + 100 nM PACAP
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Minden csoportbol a mintékat 12 lyukba tettiik ki és 24 oras kezelést kaptak. A 24 6ra
végkoncentracio 0,45 mg/ml lett. Az MTT-vel kezelt mintakat 4 6ran keresztiil inkubaltuk
termosztatban, majd a sejtek altal redukalt formazan festék részecskéket 100 ul DMSO-ban
(dimetilszulfoxid) oldottuk fel. Fél oOra razatds utan az abszorbanciat ELISA leolvaso
segitségével 630 nm-en mértiik. Az adatokat két-utas ANOVA teszttel analizaltuk Bonferroni

féle poszt teszttel.

2.2. Apoptozis array

Az apoptozis arryay-t sejthomogenizatumbdl végeztilkk human apoptozis array kit
felhasznalasaval (R&D Systems; Biomedica Hungaria, Magyarorszag). Az ARPE-19 sejteket
0,25 mM hidrogén-peroxid és 100 nM PACAP kezelésnek vetettiik ald 24 6ran keresztiil. A
kezelések koncentracidit kordbbi mérések alapjan hataroztuk meg. A PACAP erdsen
citoprotektivnek bizonyult nanomolos koncentracioban tobb kutatas eredménye alapjan, és mi
is ezt talaltuk korabbi ARPE sejtes kisérleteink soran. Az alkalmazott hidrogén-peroxid
koncentraci6 is optimalisnak bizonyult, mivel szignifikans, de javithato sejtkarosodast okozott.

Az array-t a citokin array-nél leirtaknak megfelelden végeztiik el.



2.3. Foszfo-kindz array

A foszfo-kinaz array-t human foszfo-kinaz array kit (R&D Systems; Biomedica
Hungaria, Magyarorszag) felhasznalasaval végeztiik el. A sejteket az apoptozis array-hez
hasonldan 0,25 mM hidrogén-peroxiddal és 100 nM PACAP-pal kezeltiik egy napon keresztiil,
majd sejthomogenizdtumot készitettiink és a fent leirtaknak megfelelden végrehajtottuk az

array protokolljat.

2.4. Angiogenezis array

Az angiogenezis array soran a feliiliszoba szekretalt aniogenikus faktorok mennyiségi
valtozésait vizsgaltuk, kiilonbozd kezelések hatdsara. Az ARPE sejteket 24 6ran at kezeltiik
0,25 mM hidrogén-peroxiddal az oxidativ stressz okozta valtozasok megfigyelésére. 200mM
CoClz-ot alkalmaztunk a hipoxia modellezéséhez, valamint 200 mM szachardzt és 100 mM
NaCl-ot a hiperozmotikus koriilmények Iétrehozasahoz. A magas sokoncentracio
megvaltoztatja az ozmotikus viszonyokat, aminek hatasara a szemben a vér-retina gat sériilhet,
ezaltal tobbek kozott 6déma képzddés és makuladegeneracid 1éphet fel. A human angiogenezis
array kit (R&D Systems; Biomedica Hungaria, Magyarorszag) soran a feliilisz6t hasznaltuk

mintaként és szintén a citokin array-nél leirtaknak megfeleléen végeztiik el.

2.5. Aramldsi citometria

Az aramlasi citometrias méréseket egy Accuri C6 tipusu gépen végeztik. A VEGF
koncentracidkat CBA — human soluable protein kit segitségével mértiik. A kit VEGF antitest
konjugélt mikrogyongyoket tartalmaz, amely az eldkészités sordn kotddik a megfeleld
kotéhelyekre, majd ezt fikoeritrinnel konjugélt méasodlagos antitesthez kotve mérhetéve valik.
A mintdkbdl szdrmazé feliiluszokbol 50 pl-t osszekevertiink szintén 50 ul VEGF konjugalt
mikrogyonggyel, majd egy ordn keresztiil s6tétben, szobahémérsékleten inkubaltuk. Ezutan
még 50 ul fikoeritrin konjugalt antitestet adtunk a mintdinkhoz és tovabbi 3 6ran keresztiil
inkubaltuk szobahémérsékleten, sotétben. Ezt kdvetden 1 ml mosdpufferben centrifugaltuk a
sejteket 1100-as fordulatszamon 5 percig, majd a feliillisz6t Ovatosan ledntve 300 ul
mosopufferben felvettiik az liledéket. Kozben standard sort készitettlink a kalibracios gorbe
felvételéhez, ennek segitségével kvantifikaltuk a mérés soran kapott eredményeket. Az adatokat

két-utas ANOVA-val és Bonferroni poszt teszt segitségével analizaltuk.
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2.6. Cell stress array

Az oxidativ stressz mellett a hipoxia hatédsaira is kivancsiak voltunk. Az oxidativ stresszt
ebben az esetben is 0,25 mM hidrogén-peroxiddal valtottuk ki. Az oxigénszegény
koriilményeket 24 6ras 200 uM-0s CoCl; kezeléssel hoztuk 1étre. A retina iszkémias karosodasa
tobb betegség patomechanizmusédban is szerepet jatszik, példaul a diabéteszes retinopatia, az
oregkori makuladegeneracié és a korasziilott retinopatia esetében. A CoCl, alkalmazésaval
ilyen iszkémias modellt tudunk l1étrehozni és vizsgalni tudjuk a PACAP esetleges védo hatasat.
A human cell stressz array-t (R&D Systems; Biomedica Hungaria, Magyarorszag)

sejthomogenizatumbol a citokin array-nél leirt modszerrel hajtottuk végre.
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V. Eredmények

1. In vivo Kisérletek

1.1. A szovettani analizis eredményei

A kétoldali arteria carotis communis lekotott allatok retindjan a pigmenthamsejtek
szamat 100 um-en mértiik. A kontroll retinan atlagban 5,8 db pigmenthdmsejt magot talaltunk.
A nem operalt allatok jobb szemébe PACAP-ot injektaltunk. A PACAP 6nmagiban nem
valtoztatott a pigmenham sejtek szaman, ezeken a retindkon atlagban 5,4 db-ot szdmoltunk 100
pm-en. A BCCAO-s allatok bal szemében (fiziologids sooldattal kezelt) a retina teljes
vastagsaga, az egyes retinarétegek vastagsdga ¢€s a ganglionsejtek szdma szignifikansan
csOkkent. A pigmenthamsejtek atlagos szdmaban itt sem talaltunk jelentds kiilonbséget,
atlagban 5,4 db volt 100 um-en. Mig a retina tobbi paraméterét a PACAP kezelés jelentOsen
javitotta, addig a pigmenthdm sejtek szamaban, a vartnak megfelelden (4tlagban 5,6 db) nem

kovetkezett be valtozas.

1.2 A citokin array eredményei

A kétoldali arteria carotis communis lekotott allatok retindjan végzett citokin array
eredményei azt mutattdk, hogy az iszkémids allapot novelte tobb citokin, koztiik a
kemoattraktdns CINC (citokin indukalt neutrofil kemoattraktans) ¢és MIP (makrofag
gyulladasos protein) csaladba tartoz6: CINC-1, CINC-2 o/ B, CINC-3 és MIP-1 a, MIP-3 a
IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 és IL-17. A kontrollhoz képest a ciliaris neurotrofikus faktor
(CNTF), a fraktalkin, az SICAM-1 (intercellularis adhézios molekula), a LIX (lipopoliszacharid
indukalta CXC kemokin), az L-szelektin, a RANTES (normal T sejt altal regulalt, expresszalt
¢s szekretdlt citokin), a timusz kemokin és a TIMP-1 (szoveti metalloproteinaz gatld)
expresszioja is megnovekedett a BCCAO-n atesett csoportokban. A citokin array eredményei
alapjan azt taldltuk, hogy a PACAP kezelés az 0sszes fent emlitett citokin szintjét
lecsokkentette. Kivételt képezett a VEGF és a timusz kemokin, melyek aktivacidjat a PACAP

tovabb erOsitette.
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2. In vitro kisérletek

2.1. Az MTT teszt eredményei

Az MTT assay méréssel a sejtek ¢€letképességének valtozasait vizsgaltuk kiilonb6zo

karosité tényezOk hatdsara.

A hiperozmozis hatasa

A sejteket 200 mM szacharo6zzal kezeltiik 24 6ran at a hiperozmotikus koriilmények
modellezéséhez. A szachardz kezelés hatasara a sejtek majdnem 36%-a sejthalal dldozata lett,

mig a PACAP ki tudta védeni a hiperozmozis sejtold hatasat és a sejtek 95%-a életben maradt.
Az oxidativ stressz hatasa

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

A hipoxia hatdsa

A legerésebb sejtold hatasa a kobalt-kloridnak volt. A 24 6ras 200 uM kobalt-kloriddal
tortend kezelést kdvetden, a hipoxids koriilmények miatt a pigmenthamsejtek 50%-a sejthalal
aldozata lett, mig a PACAP-pal valo egyiittes kezelés szignifikansan, 90%-ra novelte a talélé

sejtek szamat.

2.2. Az apoptozis array eredményei

Az apoptozis array elvégzése elott 24 oran keresztiil kezeltiik a sejteket 0,25 mM
hidrogén-peroxiddal és 100 nM PACAP-pal. Kontroll kériilmények kdzott csak néhany faktor
volt aktiv az ARPE sejtekben. Az oxidativ stressz azonban fokozta a Bad, Bax, citokrom-c,
Trail R1 DR4, Trail R2 DR5 (TNF-hez hasonlo apoptdzis-indukalta ligand), FADD (Fas-
asszocialt haldl domén), Fas TNFR SF, HIF-1a (hipoxia indukalta faktor), néhany hdsokk
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fehérje (HSP32, HO-2, HSP-27, HSP-60, HSP-70), a p21, p27, pp53, a TNF R1 és a SMAC
diablo expressziojat. A hidrogén peroxid és a PACAP egyiittes alkalmazasa mindegyik emlitett

apoptdzis marker aktivacidjat csokkentette.

2.3. A foszfo-kindz array eredményei

A hidrogén peroxid tobb foszfo-kindz, koztiik a p38-alfa és a JNKpan aktivacidjat
(foszforilaciojat) erésen novelte, mig a PACAP kezelés hatasara ez az aktivacio lecsokkent. A
PACAP ezen feliil tovabb novelte a hidrogén peroxid hatasara kissé¢ megemelkedé ERK1/2 és
Akt aktivaciot. Ezen tilmenden a CREB, Src, Lyn, Yes és Chk-2 faktorok is szignifikansan
magasabb expressziot mutattak PACAP hatasara. A hidrogén peroxid hatdsara a p53 harom
kiilonbozo teriiletének (S392, S46 és S15) foszforilacidja is megemelkedett. Ezt a 100 nM-0s
PACAP kezelés enyhén csokkentette. A H202 okozta oxidativ stressz a paxillin, p70S6 kinaz,
RSK % (riboszomalis s-6 kinaz), PLCgamma-1, STAT4 és az eNOS aktivaciojat is fokozta.
Ezeket a valtozasokat a p70S6 kinaz kivételével a PACAP képes volt visszaforditani. A c-Jun
mar kontroll koriilmények kozott is aktivaciot mutatott, amit a hidrogén peroxid alkalmazasa

tovabb fokozott. A PACAP kezelés ezt az aktivaciot is csokkenteni tudta.

2.4. Az angiogenezis array eredményei

A hiperozmozis hatdsa

A hiperozmozis tobbféle modon kivalthato a sejtekben. Jelen kisérletiinkben kétféle
modellt alkalmaztunk, a NaCl és a szachardzzal torténé kezeléseket. A 100 mM konyhasoval
torténd kezelés hatdsara néhany proangiogenikus faktor koncentracidja megemelkedett:
angiogenin, artemin, EG-VEGF (endokrin mirigy eredetit VEGF), pentraxin 3, platelet factor 4
¢s VEGF. Ezek koziil az artemin, a pentraxin 3 és a platelet factor 4 gyulladasos folyamatokban
résztvevo fehérjék, mig a masik harom klasszikus angiogenikus protein. A 100 nM-0s PACAP
ebben a modellben.

A masik modelliinknél a hiperozmotikus koriilmények létrehozasa céljabol 200 mM
szacharozzal kezeltiik a sejteket, 24 Oran keresztiil. Ahogy azt az MTT teszt eredményeinél
lathattuk, a szacharéz indukalta hiperozmozis kérositotta sejteket, ndvelte az apoptotikus sejtek

szamat, mig a PACAP kezelés ezt megakadalyozta. Az angiogenesis array-vel is hasonld
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eredményekre szamitottunk. A membranok elemzése soran azt lattuk, hogy a szachar6z tébb
1,a VEGF, az EG-VEGF, az IL-8, az IGFBP-1 és 3, az MMP-9, a PIGF, a serpin B5 és az uPA
szintje is megnovekedett szachar6z kezelés hatasara. A PACAP minden egyes megemelkedett

faktor szintjét csokkenteni tudta.

Az oxidativ stressz hatasa

A 24 oras hidrogén-peroxid kezelés hatasiara szamos pro-angiogenikus faktor
koncentracidja jelentds mértékben megemelkedett. Ezek kozil az érujdonképzdédés
folyamataban legfontosabbak a VEGF, az FGF, az angiopoietin-1 és 2, a vérlemezke eredetii
novekedési faktorok (PDGF) valamint a thrombospondin-1. Ezeknek, és tobb egyéb faktornak
a feliiluszoban mért, oxidativ stressz hatdsdra megnovekedett szintje PACAP kezeléssel
szamottevd mértékben csokkent, sok esetben a kontroll szintekhez kozeli értéket kozelitette

meg.

A hipoxia hatasa

A hipoxias allapotot 24 o6ras 0,2 mM-os kobalt-klorid kezeléssel értiik el. Sok
angiogenikus faktor, mint az IGFBP csalad tagjai, a PDGF, a trombospondin-1, a uPA ¢és a
VEGF koncentracidja megemelkedett az oxigénszegény allapot alatt. A PACAP minden fent
emlitett citokin exresszidjat szignifikdnsan csokkentette. Az endothelin-1 egy foként endothel
sejtek altal termelt peptid, amelynek megemelkedett koncentracidja tobbek kozott magas
vérnyomas betegség, illetve kettes tipust diabétesz kialakulasaban jatszik szerepet. A kobalt-
klorid hatasara a peptid szintje jelentésen megndétt, de a PACAP szignifikédnsan visszaszoritotta.
Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a PACAP egyértelmii védd hatassal van a pigmentham
sejtekre kobalt-klorid indukalta hipoxia esetén.

2.5.4z aramlasi citometrids mérés eredményei

Aramlasi citometriaval a sejtek altal szekretalt VEGF koncentraciojat mértiik szacharéz
kezelés, vagyis hiperozmdzis hatasdra. Eredményeink alapjan az egy napos 200 mM-0s

szacharoz kezelés szignifikansan emelte a feliiliszoban talalhatdo VEGF mennyiségét. A 100
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nM-0s PACAP-pal torténd egylittes alkalmazas azonban a kontroll értékekhez hasonld szintre

crer

2.6. A cell stress array eredményei

Az oxidativ stressz hatdasa

A cell stress array-t kétféle modellen hajtottuk végre. Els6ként az oxidativ stressz okozta
valtozasokra koncentraltunk. A hidrogén peroxid kezelés hatdsdra néhany hdésokk fehérje, a
citokrom-c, a foszforilalt pS3 és p38 aktivalodott. Ezek a faktorok fontos szerepet jatszanak az

crer

100 nM PACAP, igy anti-apoptotikusnak bizonyult ebben a modellben is.

A hipoxia hatasa

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

expresszionovekedését.

16



V. Megbeszélés
In vivo eredmények megbeszélése

A tanulméanyban bemutatott eredmények alapjan a PACAP képes volt kivédeni az
iszkémias és oxidativ stressz altal eldidézett karosodast kovetd valtozasokat a MAPK és
citokinek foszforilacidjaban patkany retinan. Korabbi irodalmi adatokbol ismert a PACAP agyi,
¢s periférids szoveteket érintd iszkémias karosodasokban, sejttilélésre és kiilonbozo
gyulladasos ttvonalakra kifejtett hatdsa. A kutatdsaink sordn mi is azt talaltuk, hogy iszkémids
retinakarosodaskor a PACAP kozombositette szdmos citokin és kemokin szintjében
bekovetkezd novekedést. Altalanossagban elmondhat6, hogy az iszkémiat kovetéen dramaian
megemelkedett a citokinek expresszidja, mig a PACAP ezen valtozédsokat a legtobb citokin
esetében kivédte. Ezalol kivételt képez a VEGF és a timusz kemokin, melyek szintje tovabb
nétt a PACAP hatasara. A PACAP 4altal a citokinek koncentracigjaban eldidézett valtozasok
arra engednek kovetkeztetni, hogy a retina iszkémias karosodasaban a PACAP gyulladasgatlo
szerepet tolthet be.

A CINC (CINC 1-3) csalad a gyulladasos kemokinek k6zé tartozik, szadmos gyulladasos
folyamatban, altalaban az akut gyulladasos valaszreakcioban jatszik szerepet. A jelen
tanulmany az elsd, amely azt igazolja, hogy a PACAP képes mérsékelni a CINC kemokinek
szintjét iszkémiat kdvetden.

Osszefoglalva, a PACAP csokkentette az IL-1 csalad tagjainak aktivaciojat, mely

folyamat jotékony hatastnak bizonyult retinat ért iszkémias karosodast kovetden.

In vitro eredmények megbeszélése

A programozott sejthalal fiziologias koriilmények kozott is lezajlo folyamat. Az
egyedfejlédés sordn bizonyos iddszakokban nélkiilozhetetlen a normalis fejlddés eléréséhez,
példaul az ujjak egymastol vald elvalasa esetén. Az apoptodzis molekuldris mechanizmusaban
tobb, egymastol fiiggetlen jelatviteli utvonal azonosithatd, amelyek egy kozds végrehajtd
rendszer felé konvergalnak. A folyamat végrehajtd elemei a kaszpazok, amelyek inaktiv
prekurzorként varjak az aktivalodasukat jelentd szignalt Az apoptotikus kaszkad aktivacidjakor
a mitokondrialis membran atjarhatobba valik és szamos pro-apoptotikus faktor, mint a
citokrom-c vagy a SMAC Kkivalasztodik a citoszolba. Kutatasunk soran elséként sikeriilt

kimutatnunk, hogy a PACAP képes a SMAC megemelkedett szintjét lecsokkenteni.
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A dolgozatban bemutatasra keriilt, hogy a PACAP oxidativ stressz indukalta
sejtkarosodas esetén képes védd hatast gyakorolni a retina pigmenthdm sejtjeire. Korabbi
pigmentham sejtes kisérleteink sordn, oxidativ stressz okozta apoptotikus folyamatokban mar
fény dertilt a PACAP védoé funkciodjara, de mindezidaig a molekularis hattér ismeretlen volt. A
jelen értkezésben az apoptozis array eredményei azt mutattak, hogy a hidrogén-peroxid
kezelésnek kitett ARPE-19 sejtekben jelentds mértékben emelkedett szamos apoptotikus
marker expresszidja. PACAP-pal torténd egylittes kezelés esetén viszont a kontroll
koriilményeknek megfeleld szinteket talaltunk.

A neuronalis apoptdzis a nervus opticus atvagasaval modellezhetd felndtt kdozponti
idegrendszerben. Seki és munkatarsai arrdl szamoltak be, hogy a nervus opticus atvagasa a
ganglionsejtek 55%-anak elhalasaval jar. A mutét el6tt intravitrealisan 10 és 100 pmol PACAP-
pal kezelt allatok ganglionsejtjeinek szama a tizennegyedik posztoperativ napon a kontroll
csoporthoz képest viszont szignifikdnsan magasabb volt. Ezen eredmények egybevagnak az
apoptdzis array soran talaltakkal, miszerint a PACAP anti-apoptotikus hatast fejt ki a retindban.
Az apoptozis array-nél lathattuk, hogy kisérletiink soran a mitokondrialis pro-apoptotikus
fehérjék (Bad, Bax) koncentricioja erésen megemelkedett. Ezt a hatast a PACAP teljes
mértékben ki tudta védeni. Emellett a PACAP mérsékelte az oxidativ stressz hatdsara
aktivalodo Trail, FADD, Fas, SMAC diablo és szdmos hdsokk fehérje expresszidjat is. Az
apoptozis soran tobb kiilonbozd kaszkad jatszodik le, melyeket kiilonféle extracellularis és
intracellularis szigndlmolekuldk indukalnak. A TNF, illetve a Fas aktivacioja is ilyen, mely
szamos pro-apoptotikus faktort is miikodésbe hoz. A pro- és anti-apoptotikus folyamatok
kozotti egyenstly elengedhetetleniil fontos nemcsak az egyedfejlodés, de egész €letiink soran.
Ennek az egyenstlynak a felbomlasaval jellemezhetéek a sejtpusztulassal jar6 betegségek,
koztiik tobb, retinat érintd megbetegedés is.

A PACAP szamos szinten képes az apoptozis folyamatara hatni. Korai kutatdsok mar
megerdsitették a PACAP MAP kinazok szabalyozésaban betoltott szerepét, ami a legtobb
vizsgalt sejt esetében anti-apoptotikus hatéassal jart egyiitt. A MAPK csalad valoszintisithetéen
fontos szerepet tolt be a PACAP indukalta sejtvédd folyamatokban, amit tobb kiilonboz6
modellben igazoltak mar. A kisagyi szemcsesejtekben az ERK és INK MAP kinazok kozott
fennalld egyensuly kritikus szerepet jatszik a sejttulélésben. A PACAP el6segiti az ERK
foszforilacigjat, mig gatolja a JNK aktivaciot, ezaltal csokkenti a ceramid indukalta sejthalalt.
A MAP kinazok szerepe az apoptotikus folyamatokban vitathatatlan a pigmentham sejtek
esetében is. A mar korabban targyalt ERK-en kiviil néhany egyéb fehérje, mint példaul az Akt
szintjét a PACAP tovabb novelte. Az Akt indukalta folyamatokat altalaban az anti-apoptotikus
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jelatviteli Gtvonalak kozott emlitik, és a PACAP hatasara megnovekedd Akt foszforilaciot mar
mas sejttipusoknal is leirtdk. A jelen tanulmanyban a PACAP egy kordbbi, excitatorikus
retinakarosodas modellnél, valamint egyéb PACAP medialt neuronalis karosodasnal leirtakhoz
hasonldan szintén eldsegitette az Akt foszforilacidjat. Mindezen feliil azt talaltuk, hogy a
PACAP mérsékelte az oxidativ stressz hatasara megnovekedd Trail, FADD ¢és Fas szinteket,
amelyek mind az apoptotikus kaszkad beinditasaért feleldsek.

A p53 szintén igen fontos az apoptdzis folyamatdban. A p53 szabalyozasaban
bekovetkez6 barmilyen zavar apoptdzishoz vezet. Az oxidativ stressz kiilonb6z6 formainal
leirtak, hogy a p53 fiiggd Bax szintézis apoptozist indukal azaltal, hogy hozzakotddik a Bel-2-
hoz, inaktivalva annak anti-apoptotikus képességét. Azt talaltuk, hogy a PACAP enyhén
csokkentette az oxidativ stressz hatasara megnovekedett p53 szinteket. Mas egyéb faktorok
koncentracioja is csokkent, igy példaul a PLC, eNOS, STAT, RSK, ¢és a cIAP-1. Pillanatnyilag
tul kevés informécio all rendelkezésre a PACAP és az eldbb felsorolt faktorok kozott fennalld
kapcsolatokrol ahhoz, hogy mélyremend kovetkeztetéseket vonjunk le. A PACAP retinavédd
hatasat és jelen eredményeinket figyelembe véve az mindenesetre elmondhat6, hogy a PACAP
képes csokkenteni az oxidativ stressz soran aktivalodo faktorok szintjét.

Az ARPE-19 sejteken végrehajtott foszfo-kinaz array eredményeink is 6sszhangban
allnak a korabbi megfigyelésekkel, miszerint a PACAP ellentétes hatassal bir az ERK és JNK
szintekre. A foszfo-kinaz array-ben a PACAP néhany olyan molekula aktivaciojat is novelte,
amely szintjének PACAP hatasara bekovetkezd valtozasardl irodalom eddig még nem ismert.
Az Src csaladba tartozo kinazok sokféle sejtfolyamat szabalyozasaban részt vesznek, tobbek
kozott a novekedési faktorok jelatvitelében, a citoszkeletdlis dinamika fenntartdsiban és a
sejtproliferacidban is szerepet jatszanak. Munkacsoportunk nemrégiben ismét megerdsitette a
PACAP apoptozisban betdltott védd szerepét. Az intraokuldris PACAP injekcid jelentdsen
csillapitotta a diabéteszes retinakarosodast: novelte az anti-apoptotikus p-Akt, p-ERK1,
pERK2, PKC, Bcl-2, mig csokkentette az pro-apoptotikus p-p38 MAPK és az aktivalt
kaszpazok szintjét. A diabéteszes retina minden rétegében nétt az apoptotikus sejtek szama, ezt
a PACAP szignifikansan lecsokkentette. Az eredményekbdl kideriil, hogy a PACAP az
apoptotikus folyamatok gitlasaval fejti ki védé hatasat. Osszességében elmondhatd, hogy a
PACAP jelentds szerepet tolt be az apoptotikus folyamatok szabalyozasaban és a pigmentham

sejtek esetében a MAP kinazok szignalizaciojat befolyasolva fejti ki ezen hatasat.
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ARPE-19

hipoxia oxidativ hiperozmézis
stressz
pro-angiogenikus pro-angiogenikus pro- és antiapoptotikus pro-angiogenikus
Bad VEGF
VEGF Bax uPA
VEGF uPA SMAC ~ CREB IGFBP
uPA IGFBP TNE ERK TIMP-1
IGFBP TIMP-1 ps3 Akt MCP-1
angiogenin P38 IL8
JNK angiogenin

Az oxidativ stressz, a hipoxia és a hiperozmozis hatisara megemelked6 pro- és anti-apoptotikus, valamint pro-
angiogenikus faktorok. A felsorolt faktorok koncentracidja 100 nM PACAP kezelés hatasara a kontroll szintre
csokkent.

A PACAP angiogenezis szabalyozasaban betoltott szerepe egyeldre kevésbé ismert.
Leginkabb a PACAP VEGF szintekre gyakorolt hatasat vizsgaltak. A vaszkularis endothelialis
novekedési faktor expresszidja az angiogenikus folyamatok beinduldsakor jelentdsen
novekszik,
mig ezek hidnyaban csokken. Tiidokarcindma sejtekben a PACAP1-27 és a VIP fokozta a
VEGF aktivaciot. Egy masik tanulményban a PACAP szintén fokozta a VEGF mRNS
expresszigjat prosztatakarcindma sejteknél. Kisérleteink soran mi ezzel ellentétes hatasokat
talaltunk. Hiperozmozis hatasara mind NaCl, mind a szachar6z kezelés esetében erdteljes
VEGF szint novekedést tapasztaltunk, melyet a PACAP hatasosan visszaszoritott. A szachar6z
kezelés eredményeit dramlési citometrids mérésekkel is megerdsitettiik. Egy nemrégiben kdzolt
cikk natrium-azid okozta retindlis iszkémia soran vizsgalta a PACAP hatasat a metabolikus
valtozasokra egy ex vivo egér modellen. Amellett, hogy a PACAP kiilonb6z6 valtozasokat
indukalt, csokkentette az iszkémia okozta sejthalalt, a glutamat kibocsajtast és a VEGF
expressziot is, igy 6sszhangban 4ll az altalunk taldltakkal is. Diabéteszes retinopatia
esetén a megnovekedett gliikkoz szint a vérben nemcsak hiperglikémias, de hiperozmotikus
allapotok létrejottéhez vezet. A PACAP az angiogenezis array-k mérései alapjan csokkenteni
tudta a megvaltozott ozmotikus viszonyok hatasara aktivalodo pro-angiogenikus faktorok

szintjét.
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A VEGF-en kiviil tobb mas angiogenezisben részt vevd faktor expresszioja
megndvekedett NaCl kezelés hatdsara. Az angiogeninrdl leirtdk, hogy képes serkenteni az
érajdonképzdodést. Ezen tulajdonsaga mellett fény dertiilt egyéb, igen szerteagazé funkcidira is.
Szerepet jatszik a talélési folyamatok, sejtproliferacié €s migracid szabalyozasaban is. A
PACAP egy tanulmanyunkban leirtak szerint képes volt csOkkenteni a megnovekedett
angiogenin koncentraciét humaén trophoblast sejtek esetén, emellett szdmos mas faktor
expresszidja csokkent a normal szintre PACAP kezelés hatasara: angiopoietin, EG-VEGF, IL-
8 ¢és TIMP-1. A PACAP hatasara torténd angiogenin szintek csokkenését mi is tapasztaltuk az
angiogenezis array mérések kiértékelésekor, NaCl és hidrogén-peroxiddal torténé kezelést
kovetden. Az EG-VEGF expresszioja mindhdrom kisérleti modellnél (NaCl, szachardz és
H202) mérséklodott PACAP kezelés hatasara, mig az IL-8 szint csokkenését csak a szachar6zos
hiperozmotikus modellnél tapasztaltuk.

A TIMP-1 molekula a matrix metalloprotedazok gatldjaként ugyancsak angiogenikus
tulajdonsagokkal bir. Méréseink soran mi is azt talaltuk, hogy a szachardz és hidrogén-peroxid
kezelést kovetd TIMP-1 koncentracié novekedést a PACAP képes volt kivédeni. A konyhasé a
fentieken kivill még az artemin, a pentraxin-3 és a vérlemezke faktor-4 aktivacidjat is
elésegitette, a PACAP a kontroll szintre csokkentette ezt. Ezeknek a molekuldknak az
angiogenezisben betdltott pontos szerepe még tisztazasra var.

A szachar6z és a hidrogén-peroxid a NaCl-nal joval tobb faktor expressziojat fokozta,
koztiik tobb inzulin-szerli ndvekedési faktort kotd fehérjét (IGFBP) is. Glioblastoma sejtek
esetén azt talaltak, hogy az IGFBP-1 stimulalja az angiogenezist. Ezzel dsszhangban allnak a
mi eredményeink is, miszerint szachardz és hidrogén-peroxid kezelést kovetden fokozodott az
IGFBP-k szekrécidja, mig a PACAP kezelés ezt csokkenteni tudta. Egy masik molekula, az
urokinaz plazminogén aktivator (uPA) esetén is hasonld valtozasokat talaltunk. Egy k6zlemény
alapjan az uPA kotddése a VEGF receptorhoz kiilonb6zd jelatviteli utakat aktival, amely tobbek
kozott angiogenezishez vezet. Esetlinkben a PACAP csokkentette a megemelkedett uPA
expressziot, igy anti-angiogenikus hatast fejtett ki.

Az angiogenezis array altal mérhetd szamos molekula PACAP-pal val6 pontos
kapcsolata még nem ismert, de Osszességében az array olyan képet mutatott, miszerint a
PACAP csokkenteni tudta az angiogenezis kialakuldsaban szerepet jatszd faktorok
expressziojat a retina pigmentham sejtjeinél. Ennek tudatdban elmondhat6, hogy a PACAP
képes lehet szamos olyan retinopatia kezlésére, melynek hatterében az angiogenikus

folyamatok aktivacigja all.
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A cell stress array-vel a PACAP stresszmolekulakra kifejtett hatasat vizsgaltuk.
D’Amico és munkatarsai a hipoxia indukalta faktorokat (hif) vizsgaltdk szreptozotocinnal
kivaltott diabétesz harmadik hetében. Azt taldltdk, hogy a diabetikus patkdnyoknal
szignifikansan fokozodott a hif-la és a hif-2a expresszidja, ami megelézheté volt egy
intravitrealis PACAP kezeléssel. Ezzel ellentétben a hif-3a koncentracidja szignifikansan
alacsonyabb volt a diabéteszes allatok retindjaban, amit a PACAP kezelés szintén megemelt.
Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a PACAP retinoprotektiv hatdsat
tobbek kozott a hif molekuldk szintjének befolyasoldsaval éri el, amely faktorok igen fontos
szerepet toltenek be a diabétesz soran kialakuld patologias vaszkulogenezisben. Méréseink
alapjan az oxidativ stressz nem, de a hipoxia fokozta a hif molekuldk expresszidjat, azonban
ezt a PACAP nem tudta csokkenteni. Oxidativ stressz hatasara novekedtek a kiilonb6z6 hdsokk
fehérjék (HSP60 és HSP70), valamint olyan pro-apoptotikus faktorok, mint a citokrém-c, a p38
¢és a p53 koncentracioi. A hipoxia az angiogenesis array-vel ellentétben nem okozott jelentds
valtozasokat a cell stressz array-ben.

A szénsav-anhidraz IX szintje nélkiilozhetetlen a sav-bazis egyensuly bedllitasahoz.
Tobb tanulmany foglalkozott a szénsav-anhidraz IX rdkos megbetegedésekben betdltott
szerepével. Azt talaltak, hogy az enzim megemelkedett szintje rontja szdmos karcindma, tobbek
kozott a prosztatarak prognozisat. Kutatasaink soran azt talaltuk, hogy kobalt-klorid kezelésre
a szénsav-anhidraz koncentracidja csokkent, ezt a PACAP visszaemelte a kontroll szintre. A
PACAP ezen hatdsdnak megismerésére tovabbi kisérletek sziikségesek.

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

gyakorolt.

Mindezeket figyelembe véve kijelenthetjiik, hogy a korabbi kutatasainkkal 6sszhangban
a PACAP a pigmenthdm sejtek estében is citoprotektiv hatast fejt ki kiilonboz6 karosito
tényezOkkel szemben. A peptid anti-apoptotikus hatdsa megmutatkozott abban, hogy
csokkenteni tudta szamos pro-apoptotikus faktor (Bad, Bax, citokrom-c, Fas, JNK, p38, p53)
¢s emelni az apoptdzis folyamatanak gatlasaban résztvevo molekulak (ERK, Bcl-2, CRB, Akt,
Src, Lyn és Yes) szintjét oxidativ stressz €s hipoxia indukalta sejtkarosodas esetén is. Az
angiogenezisre kifejtett hatasai alapjan elmondhatjuk, hogy a PACAP tobb modellben is
csokkentette az egyik legfontosabb angiogenikus faktor, a VEGF expressziojat. Ez onmagéaban

igen fontos eredmény, mivel mas sejttipusokon a PACAP ezzel ellentétes hatést fejt ki, igy
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elsoként kozoltik a PACAP VEGF aktivaciot gatlo hatasat pigmenthdm sejtek esetében.
Emellett azonban szdmos mas pro-angiogenikus faktor szintjét is képes volt mérsékelni (uPA,
IGFBP, TIMP-1, EG-VEGF, angiogenin, angiopoietin). Konkluziéként levonhatd, hogy a
PACAP alkalmazasa igen sokrétii terapias lehetoségeket rejt magéban a két leggyakoribb

vaksaghoz vezetd betegség, a diabéteszes retinopatia €s a makuladegeneracio kezelésében.
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