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1. BEVEZETES

Az ischaemia és az oxidativ stressz —6nmagaban aaigchemia részeként- szamos,
nagy populéciét éridtbetegség patogenezisében megtalalhaté. Ezen égédgBleg a sziv-
€s érrendszeri, neurovascularis €s neurodegendrategségekszemészeti szempontbal,
szamos latasromlashoz vezéietegséget kisér retinalis ischemia, mint plneettrelzarédas,
okularis ischaemias szindroma, diabéteszes retihigpa glaucoma és ddkori
makuladegeneracid. Tovabba a retina fényelnyelésetkeztében nagyobb mennyiségben
képzdnek oxidativ / nitrozativ agensek, melyek a retk@osodasat okozhatjak. Az
ischaemia és oxidativ stressz megtalalhatoak atffe)rszagok vaksagi statisztikait vezet
betegségek patogenezisében (AMD, glaucoma, DRIE)t Eendkivil fontos, hogy megértsiik
az ischemia és oxidativ stressz okozta retina kédshoz vezét folyamatokat, mind

patolégias, mind a potencialis terapias szempontbol

Retina: Embriologiailag a retina a kdzponti idegrendszerhartozik. Anatomiailag egy
vékony, atlatsz6 membran6 Funkcidja a kulvilagbdl érkez fény-ingerek ingertletté
alakitasa és ennek a latdidegen keresztll az d@ydedbbitasa. A retina lazan csatolt az
erhartyahoz a retinalis pigment epitheliumon keids(RPE), mely hatszdogietsejtekidl
feléplb sejtréteg. Az RPEsSffunkcidi a kovetkedk: A-vitamin anyagcsere, kiflsvér-retina
gat fenntartasa, fotoreceptorok killszegmenseinek fagocitézisa, fényelnyelé&s;séare,
bazalis lamina képzése, kéilszegmenseket korulvémuccopolysaccharid matrix termelése

valamint aktiv transzport a fotoreceptorokba ésaoni.

Ischemia: Ischaemia olyan koéros allapotra utal, ahol a zvévstekhez valé aramlasa
nem megfelél (nem jelent feltétlendl teljes hianyt), a sejtgknyeit nem fedezi. Az ischemia
okozta karosodas folyamata egy d@s@, destruktiv kaszkad, melyet ischemias kaszkadnak
nevezink. Ez egy rendkivil 6sszetett, tobb, réselggmassal dsszefl@gnolekularis szinit

folyamatot jelent, melynek kivalté tény@e az energiahiany.

Oxidativ stressz: Az oxidativ stressz a reaktiv oxigén szarmazéKBIOS)
termebdése valamint azoket ill. hatdsukat semlegesiteni képes biolégiandszerek
miikodése kozotti egyensuly hianyat jelenti. A szalb&gk lipidperoxidaciot, protein
oxidacidt, DNS kérosodast okoznak és a kialakuldokoindridlis karosodassal egyutt
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vezetnek a sethaldlhoz. Az oxidativ stressz szanbetegség (neurodegenerativ,

kardiovaszkuléris) kialakulasaban fontos szergistik.

PARP (poli-ADP-rib6z polymeraz) A PARP-1 nuklearis enzim a DNS egyes és
kettos — lanc torés hatasara aktivalodik. Par évtizeddebtt még ugy gondoltak, hogy a
PARP enzim elssorban a DNS-hibajavitdsban és a genomikus séabifnegrzésében
fontos, azonban késobb kiderllt, hogy fontos szengn az oxidativ és nitrozativ stressz
kialakulasanak folyamataban. A PARP-1 &sttmechanizmussal vesz részt az oxidativ
stresszel jaré betegségek kialakulasaban: 1. tuldivacioja sejthalalt okoz, 2. szerepet
jatszik a gyulladasos mediatorok (citokinek, kermeki, INOS, adhézids molekulak, matrix
metalloptoteazok) NFkB-fudgtranszkripcidos szabalyozasidban. Azokban a betelgbéq,
ahol a nekrotikus tipusu sejthalal dominal (strokgjocardialis infarktus, I/R) inkabb az
eldbbi, mig a massziv sejthalallal nem kisért, des gyulladasos komponenssel jellemzett
betegségekben (colitis, arthritis, diabetes) vafddib, hogy a PARP patogenetikai szerepe a
gyulladasos mediatorok termddésének szabalyozasan keresztiil valosul meg.

PACAP (hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid)A PACAP a vazoaktiv
intesztinalis peptid (VIP)/szekretin/glukagon csiéla tartozik. A neuropeptid PACAP
biologiai hatasai igen valtozatosak: toébbek kotitolyasolja a reproduktiv funkcidkat, a
cirkadian ritmust, a #szabalyozast, a taplalkozast, a memdriat, a vizetftexeket, a
gyulladasos reakciokat és a &efési folyamatokat. Tovabba jol ismert a PACAP

neurotroéfikus és neuroprotektiv hatasa is.
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2. CELKIT UZESEK

Bar a PARP aktivacio részvételét a kiulonboiszkémia modellekben alaposan
tanulmanyoztak, csak kozvetett bizonyitékok &llnedndelkezésre a PARP aktivacid
szerepéil a kronikus hipoperfuzié indukalta neurodegenerfiyamatokban.

Ezért jelen tanulmany célja, a kbvetkez

bizonyitani, hogy a PARP aktivacio a sejthalal &gfd szabdlyozdja a krénikus
hipoperfuziéo indukalta retinadegeneracio patkanydeftiben [bilaterélis carotis

communis lekdtés indukalta retina degeneracié (BOQA

értékelni a PARP gatlas (HO3089) hatasat ebben caelben, a kronikus

hipoperfuzié okozta morfolégiai valtozasok vizsgatakeresztil

meghatarozni a kritikus kindz kaszkadok, mint a MRiRazok és a PI-3K-Akt

aktivaltsagi allapotat, a hipoperfuzié indukalttérrélis degenerécidban

Annak ellenére, hogy szamos tanulmany mutatja HRAGAP veéd hatdsat a retinaban
(Shoge et al 1999, Babai et al 2005, Racz et abR(délenleg nem allnak rendelkezésre
adatok a PACAP oxidativ stressz elleni lehetsega$h hatasarol retina pigment epithel
sejteken. Ezért éssimek tint megvizsgalni, vajon a PACAP képes-e névelni @nae

pigment epithel sejtek tulélését az oxidativ srédkal kivaltott apoptozis esetén.

PACAP hatasanak vizsgalata oxidativ stresszneitkienyésztett human pigment
epithel sejteken (ARPE-19)

PACAP apoptézisra, nekrdzisra gyakorolt hatasanstektialasa tenyésztett human
retina pigment epithel sejteken Annexin V és prapidjodid festés segitségével

PACAP apoptdzis soran bekovetkezmitokondrialis depolarizaciéra gyakorolt

hatasanak detektalasa tenyésztett human retimaepigepithel sejteken JC-1 festés

alkalmazéaséaval
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3.. KONKLUzIO

PARP aktivacio allapota BCCAO modellben

* Bizonyitottuk, hogy a kialakul6 PARP aktivacio gtlselal folyamatanak egyikof
szabalyozéja kronikus hipoperfiuzio indukalta neegmheracioban.A PARP
aktivacié a retinaban a célfehérjék poly-ADP-ritdz@ojanak mérése altal kerult
meghatarozasra. A szem kezelése a PARP inhibit@3089) csokkentette a
BCCAO indukalta PARP auto-poli-ADP-ribozilaciojat.

A PARP inhibitor-HO3089 hatasa a retina morfolégiam BCCAO modellben

» Szovettani vizsgalatokkal igazoltuk a PARP gat&maprotektiv hatasat.
A BCCAO-t koveb intravitrealis PARP inhibitor (HO3089) kezel&$vktkeztében a
retinarétegek megjelenése kozel ép volt. Ezt a onwefriai mérések is jol

alatadmasztottak.

Kllbénb6zé jelatviteli atvonalak részvétele a PARP-gatlas indkalta neuroprotekcio

mechanizmusaban BCCAO modellben

* Megadllapitottuk, hogy a PI-3K-Akt és a ERK1/2 aktasa citoprotektiv és a INK ill.
p38 MAPK citotoxikus jelatviteli Gtvonalak gatlasdvegyutt nagy valosziiséggel
részt vesz a PARP-gatlds indukalta neuroprotekciéchanizmusdban BCCAO

modellben.

Osszefoglalva, ezen eredmények alapjan a PARPsgéathdlekularis célpontot jelenthet az
okularis ischaemias szindroma és tagabb értelemabea a kronikus hipoperfuzio okozta

neurodegenerativ betegségek klinikai kezelésében.
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PACAP hatdsa a human retina pigment epithel sejtekiabilitdsara oxidativ stressz

soran

* Kimutattuk, hogy a PACAP kezelés csOkkentette g0,Hkezelés okozta sejthalélt a
retina human pigment epithel sejtvonalon. TovabbaPACAP1-38 ezen hatasa
PACAP6-38 (PACAP1-38 inhibitor) alkalmazasavalkiolhato.

PACAP koncentraciéfliggése

* Kimutattuk, hogy a PACAP véthatasa koncentracio fuggAz 1pM-tél 1uM-ig
terjeds skalan, a legjobb eredményt 100 nM PACAP1-38 -adb kezelés esetében

értik el.

PACAP a sejthalalban

» PACAP alkalmazasa 4@, —vel kezelt sejteken szignifikAnsan novelte az sdjtek

aranyat és reprodukalhatéan csokkentette az ajmptosejtek aranyat.

PACAP hatasa a mitokondrialis depolarizaciéra

* H,O,- kezelt csoportban az apoptotizalé sejtek szamadakkedése mellett azéél
sejtek szamanak csokkenése volt megfigyélhed PACAP alkalmazasa
szignifikAnsan novelte az &lsejtek aranyat és csokkentette az apoptotizakeksej

aranyat a b0, —vel kezelt sejteknél.

Osszefoglalva, a jelenlegi eredményeink alapjanoetthatd, hogy a PACAP az oxidativ
stressznek kitett retina human pigment epithelekbggn antiapoptotikus hatasu, ez tovabbi
bizonyitékként szolgal a PACAP retinaprotekcidbatohott szerepét. Késibbiekben a
PACAP az oxidativ stressz okozta retinabetegsegalisbs klinikai kezelésének részese
lehet.
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4. KLINIKAI JELENT OSEG

A rendkivil bonyolult sejten bellli jelatviteli mieanizmusokrél rendelkezésre allé
ismeretek még nem elégségesek, ezért ezen Utvomatakositasa, szerepének tisztdzasa
kilébnésen fontos, mivel a késbiekben ezek lehetséges gydgyszer-célpontként
szolgalhatnak. Masrésir a mar meglé¥, hatdsos gyogyszerek hatdsmechanizmusanak
“mélyebb” megismerése szintén lebmiget kinal arra, hogy a jélven a kezelés meég

hatékonyabba valjon.
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