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Fontosabb roviditések jegyzéke

AC: adenilat ciklaz

cAMP: ciklikus adenozil monofoszfat

CREB: cAMP reszponziv elem-ktehérje

ERK %2: extracellularis szignal regulalta kinaz

GCL: ganglion cell layer (ganglionsejtek rétege)

IL: interleukin

ILM: inner limiting membrane (betshatarmembran)
INL: inner nuclear layer (belsmagvas réteg)

ip.: intraperitonealis

IPL: inner plexiform layer (betsrostos réteq)

iv.: intravénas

MAPK: mitogén aktivalta protein kinaz

MRNS: messenger RNS

NFL: nerve fiber layer (optikus rostok rétege)

OLM: outer limiting membrane (kldshatarmembran)
ONL.: outer nuclear layer (kiflamagvas réteg)

OPL.: outer plexiform layer (kidsrostos reteg)
PACAP: pituitary adenylate cyclase activating pelypde
PAC1R: PACAP1 receptor

PE: pigment epithelium

PKA: protein kinaz A

PKC: protein kinaz C

PLC: foszfolipaz C

RT-PCR: reverz transzkriptdz polimeraz lancreakcio
VIP: vasoactive intestinal peptide

VPACI1R: VIP-PACAP receptor 1

VPAC2R: VIP-PACAP receptor 2



|. Bevezetés

I.1. PACAP (pituitary adenylate cyclase activating pogptide)

A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptideto89-ben izolaltak birka
hypothalamusbdl a hypophysisben kifejtett ademiléaz aktivalo hatasa alapjan. A
PACAP felfedezésének torténete a hormont izolalonkaasoport kdzelmultban
elhunyt vezsije, Akira Arimura professzor altal, illetve emlékért kzleményekben
olvashato (Arimura 2007; Shioda et al. 2008).

A PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktiv intestinallipeptid (VIP)
peptidcsalad tagja (Arimura 1998; Mustafa et Eid#06). A szervezetben két
biolégiailag aktiv formaban taladlhaté meg: a kom@bzolalt, 38 aminosavbdl allo
forma (PACAP38) és az 1 evvel kéb azonositott 27 aminosavbdl allo polipeptid
(PACAP27). Az emils szervezetben @brdulo PACAP 90%-at a PACAP38 teszi ki.
A PACAP szerkezete rendkivil konzervalt: az eddiggalt embsallatokban teljesen
azonos, mig az alacsonyabbrémgrinces allatokban mindéssze 1-4 aminosav eltérés
mutatkozik (Vaudry et al. 2009; Vincze és Kdves POOEz a megfigyelés azt
bizonyitja, hogy a peptidnek alapéetlettani folyamatokban lehet szerepe.

A PACAP legnagyobb koncentracibban a kozponti ésrifgpgas
idegrendszerben talalhatd, de a legtobb szervhdaretl. Kimutathatd az endokrin
mirigyekben, a gasztrointestindlis rendszer telfessszdban, a cardiovascularis,
urogenitalis €s respiratorikus rendszerben is. Apkati idegrendszeren belll nagy
mennyiségben van jelen a hypothalamusban, de g&&manyban, a kdzépagyban,
az agytorzsben, a thalamusban, a hypophysisbeRisagyban is jeleis mennyisé
PACAP tartalmi sejt talalhatdé. A periférias ideglererben a spinalis ganglionok
egyes sejtjei, valamint a prae- és postgangliom&igonok tartalmaznak PACAP-ot
(Arimura 1998; Koves et al. 1990; Vaudry et al. 200



[.2. A PACAP receptorai és élordulasuk

A PACAP G-protein receptorokon keresztil fejti ldtsat. Receptorainak két
csoportja van: a PAC1 és a VPAC receptorok. A PA€teptor a PACAP-ra
specifikus, a PACAP-pal rokon peptideket kiseblinifissal kdti meg, a receptort
kodolo gén a 7. kromoszéman talalhato. A PAC1 rexepk jelenleg 8 splice
variansa ismert. A VPAC1 és VPAC2 receptorok a PRGA és a VIP-t hasonld
erosseggel kotik (Arimura 1998; Laburthe et al. 200X)receptorok kozil a PAC1
receptor el§sorban az agyban, a geringMan, az adenohypophysisben, a
mellékvesevdiben és a herékben talalhaté meg (I/1. abra). A VPA&eptor a KIR
mellett a majban, tiben, Iépben, ovariumban, a thymusban és a gasstimélis
rendszerben mutathato ki (Hashimoto et al. 1996 ,ei@l. 2004).
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I/1. &bra: A PACL1 receptor 8 variansanak szerkezete (Arimur@8)9

|.3. A PACAP élettani hatasai

A PACAP-ot a hypophysisben kifejtett adenilat ciklaktivalé hatasa alapjan
izolaltdk, azonban a felfedezése utan mar rovddetinyilvanvaléva valt, hogy hatasa
ennél joval sokrébb. Az idegrendszerben fontos szerepet tolt bejléadiesben, a

szinaptikus plaszticitasban, a neurondlis excitasiban, befolydsol szédmos



magatartasi jelet, valamint stimulalja a memoérigdohatokat. A PACAP
neuroprotektiv hatasat a peptid felfedezése otmaz&isérlet bizonyitotta. In vitro
védi a neuronokat kulonféle toxikus hatassal szemipegldaul glutamat, etanol,
oxidativ stressz, ceramid, hypoxia. Neuroproteksijftalélést sedithatasat in vivo
vizsgalatok is megésitik (Bourgault et al. 2011; Regli et al. 2011). Traumas vagy
ischaemias agykarosodas, Parkinson kor és strdaemabelljeiben jelerits veéd
hatast mutat. Endokrin hatasai is ismertek: kozdpsmtrepe van a hypothalamikus
releasing hormonok szabalyozasaban, a hypophysisdmok elvalasztasaban, a
mellékvese és a gonadok hormontermelésében. Ezgékéha PACAP részt vesz a
napi ritmus szabdalyozasdban, a belszervek simaizom kontrakcidjanak és
mirigyelvalasztasanak iranyitasaban, 4altalanos -iafidimmatorikus hatasa van,
befolyasolja a fajdalomingerek periférias és cdistrdolyamatait é€s hatékony
vasodilatator (Arimura 1998; Sherwood et al. 200@udry et al. 2009; Vincze és
Kdves 2001).

I.4. A PACAP ebfordulasa és hatasai a szemben

Ertekezésem kozéppontjaban a PACAP szemben kifbjitdsai allnak, ezért a
PACAP ebfordulaséat és hatasait a szemben részletesebbertésam.

A PACAP a szem szamos szOvetében kimutathato.pldpés receptorainak
eléfordulasat elésorban a retindban vizsgaltak. Megtalalhaté aaetibb rétegében, a
Muller-féle glia sejtekben is (Hannibal et Fahremkr2004; Seki et al. 2000a). A
PAC1 receptor legésebben a ganglionsejtek rétegében és & bméggvas rétegben
expresszalddik, mig a kidlgostos és kils magvas rétegekben gyengébb expresszié
mutathaté ki (Seki et al. 2000a). A PACAP a glutamallett a retino-hypothalamikus
palya egyik & transzmittere. Ez a palya a ganglionsefiekhiuzédik a
suprachiasmaticus magba, és a fény diurnalis ritrhafolyasold hatasait kozvetiti
(Hannibal és Fahrenkrug 2004).

A PACAP nemcsak a retinaban, hanem a szem egyébketsiten is

kimutathatd, megtalalhaté az irisben, corpus @lan és a conjunctivaban. Ismert a



simaizomkontrakciora, vasodilataciora, gyulladasolgamatokra és a cAMP szint
szabalyozaséara kifejtett hatdsa (Nilsson 1994;shiiset al. 1994; Yoshitomi et al.
2002; Wang et al. 1995). Jelen van a PACAP a trigélis, sphenopalatinalis és

cilidris ganglionokban is, melyeken keresztll bgdsblja a mirigyek szekrécidjat.

Kisérleti célkitizéseink 34 témakart érintenek.

Vizsgaltuk, 1. hogyan hat a PACAP a konny fehégeégtelére és @brdul-e a
PACAP a kdnnyben és a csarnokvizben; 2. milyenshatan a PACAP-nak a cornea
regenerdcidjara; 3. van-e &adzerepe a PACAP-nak UV-A besugéarzas indukélta
retinakarosodasban?

Az alabbiakban e 3 témakor irodalmi attekintéséhaseret vazolom, majd a kisérleti
mobdszereket és eredményeket kilon fejezetekben lgptekintettel a témakorok és

azok kisérletes megkozelitésének kiloriségeire.



I.5. A PACAP hatasa a konnytermelésre — irodalhéttér

A konny dsszetett folyadék, mely a szemfelszintobita védi, taplalja azt.d
feladatai a kovetkdik: a cornea taplalasa, optikailag simaotélszin Iétrehozasa, a
cornea €s a conjunctiva nedvesen tartasa, ez&tal@as csokkentése, a szembe jutd
idegentestek kimosasa, valamint antibakteriali®dragagai (pl.: lizozim, laktoferrin,
immunglobulinok, béta-lizin) révén a kérokozok edptitasa.

A konny atlatszo, ésen sos iz, enyhén lugos kémhatasu folyadék. Az atlagos,
a latas biztositasahoz szikséges konnytermel@sl/p&rc, azaz napi 1-3 ml. Az alap-
konnytermelés soran kéfdt konny Osszetétele viszonylag allandé. A kdnny
Osszetételét, mivel termelése alapanyagaul a wmalaszolgal, szokas annak
Osszetételéhez hasonlitani. A benned l&sszetefk kisebb - nagyobb mértékben
megtalalhaték a plazmaban is. Az oldott sOk és kokozul a legfontosabbak a
vérplazmahoz hasonlé aranyban jeleill§3%) natrium- és kloridionok, a sokkal
nagyobb koncentracioju mangan-, kalium- és hidrgdronat-ionok. A vérplazma
fehérjéi kozil j6 néhany képviselteti magat a kdrary, ilyenek az albumin, az
immunglobulinok, antitestek, az antibakterilisdsat lizozim, tovabba a laktoferrin, a
lipokain és a lakritin. A szemfelszin sejtjei szam&ntos hormonok és novekedeési
faktorok is megtalalhatok a kénnyben.

A szemet boritd konnyfilm haromrétiggs csak egyditt tudjak ellatni a mar emlitett
feladatokat (1/2. 4bra).

1. Klils, olajos réteg, melyet a szemhéj szélén elhelyézkézlbom-mirigyek
(médosult faggyumirigyek) termelnek. Valadékuk kisgsszekeveredik az
alatta lew réteggel, igy stabilizalja azt és megvédi a pastigl. Vastagsag:
0,1 pm.

2. A vizes réteg alkotja a konnyfilm vastagsagar@k szazalékat. A
konnymirigyek termelik. 98%-a viz, melyben a mar liggtt fehérjék,
enzimek, ionok, oxigén, tapanyagok oldott allapotlbannak jelen. Ez a réteg
biztositja a cornea oxigénellatasdt,féladata a szemfelszin nedvesen tartasa.

Vastagsag: 8,0 um.



3. A vékony mucinréteg rogziti a konnyfilmet a stelszinhez, segiti annak
tapadasat és eloszlasat. A conjunctivaban elhedgbatehelysejtek valadéka.

Vastagsag: 0,8 um.

epithel sejtek

mucin mikrovillus

I/2. dbra: A konnyfilm felépitése

A konnymirigy (glandula lacrimalis) savos nyalmitgez hasonld mirigy, az orbita
felss, halanték fdlli sarkaban, a fels szemhéj alatt talalhatd, és egy nagyobbéfels
valamint egy kisebb als6 részre tagolédik, bensedetan nyiroksejt csoportosulasok
vannak. A nagy konnymirigyben termidik a konny vizes fazisat ado folyadék 95-
98%-a. A fel$ mirigy kivezet csovei athaladnak az alsé mirigyen, majd az 6sses
(6-14) a fel¢ szemhéj kdthartya-redjének (fornix conjunctivae superior) eléls
faldba nyilik. A kdnnytermelésben a &bartya alatti szovetben elhelyezkedisebb
jarulékos mirigyek is részt vesznek. Felépitésikikgdésik megegyezik a nagy
konnymirigyével.

A konnytermelés szabalyozasa 0sszetett, a mirigy@oddését hormonalis és
idegi (szimpatikus és paraszimpatikus) hatasok régydefolyasoljak. Ha idegen test
vagy irritald anyag kerul a conjunctivara, corned@setleg az orrjaratba, e mechanikai
ill. kémiai inger hatasara tobb konny kezd teiidel, mely akar szazszoros

mennyiséget is jelenthet. A reflexes kdonnytermetésitoideg ingerei (6s fény) is
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kivalthatjak. Erzelmeink magasabb s#inagyi kozpontok segitségével azonnali
konnytermelést tudnak kivaltani. Az ingereket arigeiminus n.lacrimalis agaval
haladdé paraszimpatikus, valamint a ganglion celwicauperiusbdl szarmazdé
szimpatikus idegek kozvetitik valamennyi konnymyngk. A vizes fazis aranya
megr6, tobb lesz a natrium, kevesebb a kalium a ferflexek altal termeidott
kénnyben, de egyéb 6sszeikvaranya is megvaltozhat, attol fiigan, hogy milyen
idegrendszeri jel valtotta ki a fokozott képest. Egyes fehérjékb mindig csak
ugyanannyit valasztanak ki a konnymirigyek, pl.momglobulinok, igy ezek aranya
kevesebb lesz. Mas fehérjék mennyisége viszonwozit igy az antibakterialis
lizozim, vagy a baktériumok szamara is fontos vaghkotésére képes laktoferrin
mennyisége megemelkedik ,kénnyfakaszt0” ingerelaseaia.

PACAP-immunreaktiv rostokat mutattak mar ki a kémimgyben is, melyek a
ganglion sphenopalatinumbdl erednek, ahol a nelir@f8o-a PACAP tartalmu (Elsas
et al. 1996). A nyalmirigyekben és mas exocrin gyiekben leirt hatésai
valoszirisitik, hogy a serosus nyalmirigyhez hasonlo fegshikonnymirigyben is
kifejt valamilyen, eddig ismeretlen hatast. A nyalgyekben PACAP tartalmd rostok
mutathatdk ki, PACAP adasa fokozza a nyalszekréairotein szekréciot és gatolja
a C&" csatorndkat (Calvert et al. 1998; Kamaishi et2804; Mirfendereski et al.
1997). Azok az anyagok, amelyek emelik a cCAMP vaggGMP szintet, hatassal
vannak a konnytermelésre (Gilbard et al. 1990)a lBzegfigyelés szintén valosasiti

azt, hogy a PACAP szerepet jatszik a konnymirigikdaésében.

Ennek alapjan etskisérletiinkben azt vizsgaltuk, vajon szisztémaRR kezelés
befolyasolja-e a konny fehérjedsszetételét patkamyds vajon a PACAP @brdul-e a
konnyben? Osszehasonlitasként a csarnokvizben igvizsgaltuk a PACAP

elofordulasat.



|.6. A PACAP és a cornea — irodalmi attekintés

Szemink & torokbzege a cornea, tigreje 43 dioptria. Az ép cornea tiszta,
transzparens, egy kor alaku ablak a sclerdban.tkapga és human cornea felépitése

hasonld, csupan méreteikben kilonbdznek egyma&obpra).

I/3. &bra: A patkany szaruhartyajanak méretaranyos és saovéepe

A szaruhartyanak 5 rétegét kulonithetjik el.

1. Epithelium: vastagsaga 50-10én, basalis sejtek utan 2-3 réteg Un. szarnyas sejt,
majd 2 réteqg felszini sejt alkotja. Ezen sejtekiekteonmikroszkdppal mikrovillusok
lathatok, melyek a konnyfilm also rétegével vankagcsolatban.

2. Bowman membran: a stromabdl specializadlédott niOuvastagsagu,
fénymikroszképpal amorfnakinG réteg, az epithelsejtek basalis membranja ezen a
rétegen fekszik.

3. Stroma: a cornea 90 szazalékat alkotja, rendstrektiraju kollagéen fibrillumok
lamellai glycosaminoglycan alapanyagba agyazva.

4. Descemet membran: finom kollagén fibrillumokbd@ll, a gyulladasos
folyamatoknak sokaig ellenall. Eletiink soran folgdosan vastagodik.

5. Endothelium: mesodermalis erdddtb. 5um vastag réteg, mely a Descemet
membrant szekretalja. Egyetlen sejtsor, mely hgtsaidka sejtekll all; a sejtek

szama az életkor emelkedésével folyamatosan csokkstroma alapallomanyabdl a
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felesleges vizet az endothelium aktiv pumpa mechnamsa tavolitia el, mely

rendkivil fontos a cornea atlatszésaganak fenstaven (Newell, 1982).

A cornea nagyfoku érzékenységéenek fontos szerapa saemgolyé védelmében. Ez
az érzékenység gazdag és sajatos elrédddz éradideg-haldézataval van
osszefuggésben. Minden egyeso@tegrost jol korulirt corneateriletet lat el: sédsé
csUcsaval a kozpont felé cesész érzéskiesését okozza. A cornea érzékenysége a
kilonbo® ingerekre valtozo.

A fajdalom-, tapintas-, &erzékelés a széli részek felé csokken. A corneagamiit
fajdalomként érzékeli. A corneahdm folyamatosanikdiz kémiai, biologiai
ingereknek van kitéve (Yu et al. 2010). A corned egetleges hamsértlésre gyors
gyogyulassal reagal. A sérilés terliletében a keytith apoptdzist szenvednek és a
sebszélek mentén U] sejtek proliferaciéja figyglhebeg. Az apoptotikus €s a
proliferaciés utak egyensulya rendkivil fontos &gs@gyulas szempontjabdl (Lu
2006; Netto et al. 2005). Szamos novekedési faktanszkripcids faktor és citokin
szerepét igazoltak mar e folyamatban (Baldwin etdWall 2002; Lyu et Joo 2005;
Saika et al. 2004; Yu et al. 2010). Nem megtelebrnedlis sebgyogyulas és /vagy
fokozott apoptézis szamos esetben kialakulhat, qikorbetegség, kontaktlencse
viselés, refraktiv sebészeti ssovnény (Netto et al. 2005; Wilson et al. 2007; Zagon
et al. 2006).

Az apoptotikus és proliferatios folyamatok egyegaultehat fontos a
sebgyodgyuldas mechanizmusaban. A PACAP az idegrends$gjlodése soran
novekedési faktorként ikodik, sérilések esetén sejtéduhtasa is van (Regli et al.
2011). A PACAP cornealis hatasai kevesse ismeatehak ellenére, hogy a peptidnek
és receptorainak jelenlétét mar kimutattak a cdrar(Staines 2008; Wang et al.
1995). A cornea epithelsejtjei gyorsan reagalnaknyéreti artalmakra s a gyors
sebgyodgyulashoz vezeszabalyzé atvonalak egyensulya elengedhetetlenk&gbbi
vizsgalatban a PACAP27 szemcseppel idegbddgzek ndvekedését serkentették nyul
corneajaban és felgyorsitottak a cornea érzékeapséghelyreallasat (Fukiage et al.

2007). Béar ez a vizsgalat csak a neuronalis regemea fokuszalt, felhivta a
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figyelmet arra a lehéségre, hogy a PACAP szemcsepp formajaban fokozlaatja

cornea hamosodasat.

A kovetkedkben vizsgaltuk a PACAP epithelialis sebgyogyulégyakorolt hatasat,
valamint két véd molekulanak (AKT és ERK1/2) PACAP hataséra belkemttt
valtozasait, melyekit korabban mar leirtak, hogy a sejttulélésben ésganeracioban

egyarant fontos szerepuk van.
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|.7.1. PACAP a retindban — irodalmi attekintés

A retina a kézponti idegrendszer ,kihelyezett” msKisérleteinkben a patkany
retinat vizsgaltuk, melynek rétegeit, sejttipusaitalabbi abran lathatjuk. A patkanyok
retinaja hasonlit a human retindhoz j6 vasculagagh és a harond fsejtes és két
szinaptikus rétege miatt (1/4. abra). Nincs csapokbazdag kbzponti része, bar itt is
megfigyelhed egy centriperiférias gradiens, azaz a centrafig félé a photoreceptor-

siriiség megnovekszik a perifériahoz képest (Szél eli¢kth992).

sclera — [ ¢

pélcika csap csap choroid — ﬁ
PE —

PL —

horizontalis

Miiller gli
iiller glia sejt

sejt

amakrin

displated amakrin

I/4. dbra: Az embs retina felépitése

PE: pigment epithelium, PL: fotoreceptorok téteQeM: kiils6 hatarmembran, ONL:

kils6 magvas réteg, OPL: kiflsrostos réteg, INL: betsmagvas réteg, IPL: béls

rostos réteg, GCL: ganglionsejtek rétege, ILM: bdimtarmembran, NFL: idegrost

réteg.
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Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy a PACAP ésptecai jelen vannak a
retina rétegeiben. PACAP immunpozitivitds figyetheheg patkany retindban az
amacrin-, horizontélis-, és ganglionsejtekben, math az idegvégimésekben és a
bel$ rostos rétegben (Izumi et al. 2000; Seki et ab0&). PACAP immunreaktivitas
igazolhato a PACAP pozitiv neuronok plazmamembi@nja a durva felszin
endoplazmas retikulumban és a citoplazmaban (lzdamli. 2000). Csirke retingjaban a
PACAP immunreaktivitas cirkadian valtozast mutaizEh et al. 2001). EGdokben a
retino-hypothalamikus palya a retina ganglionsiggtje ered és a hypothalamus
suprachiasmatikus magjaban védik, mely az enilsok biolégiai 6éraja. Ezen
ganglionsejtek melanopszin tartalmuk miatt direényférzékenyek (Hannibal et
Fahrenkrug 2004). Melanopszin kizarélag a PACAPiattalmazé sejtekben
termebdik. A ganglionsejtek PACAP termelése részben doparanyitas alatt all
(Sakamoto et al. 2005; Wan et al. 2006). A PACAHnumreaktivitas a retina
fejlodésének korai szakaszaban jelenik meg (Bagnoli )20@3csirkeretina bels
magvas rétegében az embrionalis élet 8. napjatokméutathatdo a PACAP (Borba et
al. 2005). Patkany retina ganglionsejt rétegébdajladés 20. napjan jelenik meg a
PACAP mRNS (Skoglosa et al. 1999).

1.7.2. PACAP receptorok a retinaban

Szelektiv PACAP receptorok fetslek a PACAP retindlis kétlésének 80%-
aert (Nilsson et al. 1994). Human foetalis retimélbmamunhisztokémiai vizsgalatok
PACAP és receptorainak jelenlétét igazoltak, melgePACAP receptor mRNS
kimutatasaval is megésitettek RT-PCR kisérlettel (Olianas et al. 199Y)human
retinoblastoma sejtek is tartalmaznak PACAP recegtd (Olianas et al. 1996).

PAC1 receptor mRNS-t és protein expressziot tddalfgszulott patkany
retinajanak minden rétegében (Silveira et al. 20@&jrkeretinaban az embrionalis
fejlédés 6. napjatdl mar jelen van a PACL1 receptor éSl&R retina pigment epithel
sejtieiben mindegyik PACAP receptor mRNS-ét medjtafa(Zhang et al. 2005).

Pontos lokalizaciora iranyulé vizsgalatok szeririltkosen &s PACL receptor
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MRNS expresszio észlellded ganglionsejt, a bélsnagvas és idegrost rétegben, mig
gyengébb receptor jelenlét mutathaté ki a dbeds kil$ rostos, a kil magvas
rétegben és a photoreceptorok kitagjaiban (Seki et al. 2000b; Seki et al. 1997).
Mas vizsgalat megésitette a VPAC receptorok jelenlétét a retinabaAgata et
Cavallaro 1998). Sejttenyészetben mar a retinaavigkjtjeiben is kimutattak PAC1
receptorokat (Kubrusly et al. 2005).

|.7.3. PACAP hatasa a retinaban

A PACAP27 és 38 a cAMP terntelesét kb. 6tszorosére fokozza a retindban
(Nilsson et al. 1994). A PACAP mindkéet médosulataadenilat ciklaz (AC) serkeit
hatasat szamos fajban megfigyelték (patkany, ngartés, borju). A PACAP38
hatékonyabb, mint a PACAP27 és mindkét fehérfsedsb hatassal bir, mint a VIP
(Onali et Olianas 1994). A PACAP27 és 38 a CAMP Zkégst és az inositol
monofoszfat szintet is fokozza (D’Agata et Cavalldr998). Ezt a hatast észlelték
fejlodé patkany, csirke és human retinaban is (Borba.e2Qfl5; Olianas et al. 1997,
Silveira et al. 2002). Human retinoblasztoma séjgekis kimutattak a PACAP cAMP-
t fokozo hatasat (Olianas et al. 1996).

A cAMP response element binding protein (CREB), efjan transzkripcios
fehérje, melyet az intracellularis cAMP aktival. BACAP a CREB foszforilaciojat
Ujszulott patkany retina kezelése utdn 5 perccel indukalja (Silveira et al. 2002).
Intravitrealisan adott PACAP27 és 38 elektroretnadigval érzékelhét fotoreceptor
aktivitast okozott nyulakban (Jarkman 1998). Pigmepithel sejtekben a PACAP
gatolja az interleukin-1beta indukalta 1L-6,-8 ésnanocyta kemotaktikus protein-1
expresszidjat (Zhang et al. 2005). A Mdller gligtede is a PACAP célsejtjeinek
szamitanak. E sejtek PAC1 receptorral rendelkezndk. PACAP igen Kis
koncentracioban (pmol) is serkenti a Miller septssretek IL-6 kibocsatasat
(Kubrusly et al. 2005; Nakatani et al. 2006; Sdlale2006). PACAP adaséat kdven

2 és 3 nappal IL-6 expresszio figyelhvebteg az egész retinaban (Nakatani et al. 2006).
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Nagyobb koncentracioban a PACAP a Miller sejteklif@r@ciojat, a cAMP
termebdését stimulalja (Nakatani et al. 2006).

A PACAP szerepet jatszik a retina tejésében. PACAP kezelés fokozza a
tirozin hidroxilaz aktivitasat fefidé csirke retinajaban, mely a dopaminerg idegsejtek
fejlodésére utal (Borba et al. 2005). Egy kdzelmultbACP transgenikus egereken
végzett vizsgalat kimutatta, hogy megfél&tACAP-indukalta jelatvitel szikséges a
retina és a vizualis funkcio féfiéséhez (Lang et al. 2010).

A PACAP a glutamattal kdlcsbénhatasba lépve, nadgaios szerepet jatszik a
fényinger elvezetésében és a cirkadian ritmus $patiEdsaban. A PACAP ezen
hatdsaival foglalkoz6 cikkek nagy szama bizonyhijagy a ganglion sejtek e PACAP
tartalmua alcsoportja igen fontos bioldgiai szeregye(Hannibal et Fahrenkrug 2004;
Kbves et al. 2000; Son 2007). PACAP szikséges glfény szignal normal
integracigjaért a suprachiasmatikus magban (Bestudd. 2009). A corpus pinealéban
talalhatd mddosult fotoreceptorok a pinealocytak)yekben a PACAP jelenlétét és
aktivitasat szintén kimutattak (Csernus et al. 200dluhelyi et al. 2004; Nagy et
Csernus 2007; Racz et al. 2008; Rékési et Czongiiig).

A retina véraramlasat a kapillarisok kordli  perdyt kontraktilitisa
befolyasolja. A PACAP ezen pericytak relaxaciojaltja ki a protein kindz A (PKA)
és foszfolipaz C (PLC) medialta Gton (Markhotin®2)

A PACAP-nak szamos mas szemben taladlhatdé szoveingéseére eés
simaizomniikbdésére is hatdsa van. A PACAP27 és 38 cstkkenivealis vascularis
rezisztenciat, fokozva ezzel a chorioidea véraraatl&Nilsson 1994). Mindkét
hormon fokozza a m. sphincter iridis cholinerg smissidjat, a PACAP27 indukalja a
m. dilatator pupillae relaxaciojat (Yoshitomi et. &002). A PACAP e hatasait
majmokban is kimutattak. Helyi PACAP kezelés a edtrbeidegi idegtorzs sérilése
esetén serkenti az ideg regeneracidjat és a carmkenységének helyredllitasat
(Fukiage et al. 2007).
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[.7.4.In vitro retinoprotekcio

Az els) olyan tanulmany, mely a PACAP retinoprotektiv atéal foglalkozik,
arrél szamol be, hogy a PACAP-nak gdthtasa van retinalis idegsejt-tenyészetekben
glutamat toxicitdssal szemben (Shoge et al. 190&abban mar bizonyitottak a VIP
hasonl6 hatasat (Shoge et al. 1998). Az emelkedaitamat koncentracio
excitotoxikus sejthalalt okoz az idegrendszerbeziedrtve a retinat is (Racz et al.
2006a, 2006b, 2007). Shoge é€s munkatarsai sz€rinMIL-1 uM/L PACAP27 és 38
a glutamat-indukalta sejthalalt dézisfilgmddon gyengitette. Ezt a hatdst a PACAP
antagonista PACAP6-38 és a PKA gatl6 H-89 egyideg¢zelés megakadalyozta
(Shoge et al. 1999).

Ujszulétt patkanyokbdl szarmazod retina neuroblastegében anizomycin
sejthalalt okoz (Silveira et al. 2002). PACAP38 &iéz dozisfligg mértékben kivédte
a sejthalalt: az 1-10 nM/L koncentraciéju PACAP38s@jthalal teljes gatlasat
eredményezte.

Teknbs szemserleg preparatumban a luminozitas tipusizambalis sejtek
kifejezetten fényérzékenyek. Kimutattdk, hogy appréatumot PACAP-ot tartalmazo
oldatba helyezve, gyengul az anoxia miatti fényéengség csokkenés (Rabl et al.
2002). A 42 6ra mulva mért intracellularis valasaalgnifikAnsan magasabbak voltak,
mint a kontroll horizontalis sejtekben. Ezek azdemények azt mutatjak, hogy a

PACAP neuroprotektiv hatassal bir a hypoxia-anadiditett tekiés retinaban.

1.7.5. A PACAP in vivo retinoprotektiv hatdsa

Az idegrendszer legfontosabb serkentranszmittere, a glutamat nagy
koncentracioban toxikus hatadsu. Az excitotoxikusrilgs a retina szamos
betegségénekiffaktora, igy a glaucomanak és az ischaemias mth@nak is. A
natrium-glutamat (monosodium-glutamat=MSG) Ujszlilgatkanynak szisztémasan

adva atlépi a vér-retina gatat és sulyos retinategeiét okoz, és a béls
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retinarétegek sulyos karosodasa mutathato ki (Betbali. 2006; Szabadfi et al. 2009).
Ezt a sulyos laesiot 3x-i MSG kezeléssel mar ketakaltani (posztnatalis 1.,5.,9.nap)
(Babai et al. 2005, 2006). A kidkbels hatarhartya kozti tavolsag a felére csokken, 3
hetes korban vizsgalva. Az IPL csaknem teljeénée, az INL és a GCL fazigja
figyelhet® meg. Fénymikroszkoppal lathatdé, hogy a GCL-ben0@ inikrométer
retinahosszra jutd sejtszam kb. a fele a normdtigagpapillatol azonos tavolsagban
mérve). Bar a PACAP atlép a vér-agy gaton, a saisas PACAP kezelés az MSG
indukalta retina degeneraciot csak meérsékelten kesiktte. Ugyanakkor lokalis
PACAP38 kezelés (intravitredlis 1-100 pmol PACAP)dagenerativ morfologiai
elvaltozasok szignifikans cstkkenését eredmény@abai et al. 2005, 2006; Tamas
et al. 2004). Mig 1 pmol PACAP csekély javulast hd@0 pmol PACAP csaknem
intakt retina megjelenést biztositott. Hasonlo dhedas figyelhdét meg PACAP27
kezelésnél is (Atlasz et al. 2009). PACAP antagakjsa PACAP6-38 és a PACAPG6-
27 az MSG indukdlta degeneracio fokozddaséat eregezdn jelezve, hogy az
endogén PACAP a retina természetes védekezesémms kzerepet jatszik (Atlasz et
al. 2009). Az MSG okozta degeneréciét elszetivedeuronok csdkkent
immunreaktivitast mutatnak vesicularis glutamanszporter 1-re (OPL, IPL), tyrozin
hydroxilazra (dopaminerg amacrin sejtek és INL)zikelaris GABA transzporterre
(OPL, IPL), parvalbuminra (All amacrin sejtek, INlés GCL), calbindinre
(horizontalis sejtek, INL), calretininre (kolinergmacrin sejtek, INL és GCL) és
PKCuo-ra (bipolaris sejtek, INL). Ez a jelenség a bekejtrétegekben talalhato
struktarak pusztulasaval magyarazhat6. Az eredniealgmjan a PACAP valamennyi
vizsgalt sejtben véd az MSG hataséatdl, azt sugalh@gy ez a védelem nem
tipusspecifikus, hanem valamennyi neuronban, nitatados defenziv mechanizmus
jelen van (Atlasz et al. 2008).

A glutaméat receptor agonista kainat intravitreabslasat kovéen is
megfigyelhed a retina excitotoxikus sejtkarosodasa. Ennek rkertsokkenthét 10
pmol intravitrealis PACAP ékezeléssel (Seki et al. 2006). E megfigyelésekedwk,
hogy a PACAP az excitotoxikus retinakarosodasokzmben protektiv hatasu

felnétt és Gjszulott patkanyban is.
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Az excitotoxikus sériiléseken kivil tovabbi moddblek is igazoltak a PACAP
retinoprotektiv hatdsat, példaul nervus opticusagdéga esetén €s ischemias
retinakarosodasban is. Mindkét arteria carotis camim lekotése utan krénikus
hypoperfazié jon létre és a retinaban ischemiaederacio figyelhét meg (Atlasz et
al. 2010). PACAP kezelés a retina degeneraciojatsékélte, és a hatas ebben a
modellben sem volt sejtspecifikus. A PACAP ezenél&i ebzmények alapjan
erteljes retindlis véd hatadssal rendelkezik, melyet UV-A indukélta kacd#sban

teszteltiink.

[.7.6. UV-A sugarzas okozta retina degeneracio

Az atmoszféra valtozasai ndvelhetik az UV sugaméadekét a Foldon. Ezaltal
a szem UV expozicigja is emelkedni fog. A szem WByf indukalta karosodasait
mind human, mind allatkisérletekben bizonyitottZkeqiner 1990; Dillon 1991). A
révidhullama UV-C sugarzast (<280 nm) a corneaimgleNagyfoku UV-C expozicio
a cornea karosodasét, valamint neoplasztikus ekégtt is okozhatja (Schein 1992).
A cornea epitheliumban az UV-C sugarzas gétoljaitazist, nuclearis fragmentaciot
és desquamaciot okoz (Buschke 1945).

A hosszahullamu UV-B sugarzas (297-320 nm) nagyagéat a szemlencse
elnyeli. Nyul lencse epithelsejt-kultiraban az UVsBgarzas 297 nm-es tartomanya
bizonyult a legcitotoxikusabbnak (Andley et al. 499 Szamos epidemioldgiali
vizsgalat igazolta, hogy a tartés UV-B expozicibanan szemlencsében cataractat
indukdl. Ezt a hatast figyelték meg albino egerekégzett kisérletben is (Jose 1986;
Dillon 1991). In vitro vizsgalatokban a lencse bpltsejtjeiben kimutattak azokat az
aminosavakat €s DNS-t, melyek az UV-B sugarzaooflp és azonositottak azokat a
membran alteraciokat €és DNS-szal toréseket, melyedtaracta képadés molekularis
mechanizmusaban szerepelhetnek (Kleiman et al. ;1B@ghtower et McCready
1992).

A hosszuhullamd UV-A (315-440 nm) sugarak mindentikap kdzegen

képesek athatolni és a retina photokémiai karosddaszni. Human vizsgalatok azt

19



mutattak, hogy a napfény expozicio, kulonésen azA)¥hotoaktiv gyégyszerekkel
egyutt rendkivul phototoxikus (Correia et al. 19941 phototoxicitas reaktiv
szabadgyokok (pl.: $D,), singlet oxigén és hydroxil gyokok k&jmesét jelenti, mely
fokozottan figyelhet meg UV-A sugarzas és photoszenzitiv gyogyszereKitezs
jelenlétekor (Rosen et al. 1997; Verna et al. 1998)eaktiv oxigén szabadgyokok
fehérje és DNS karosodast okozhatnak (Halliwell8)98. szabadgytkfogd glutathion
(Winkler et Giblin 1983), C és E vitamin (Woodfoed al. 1983; Penn et al. 1987) a
fény-indukalta retinakarosodast csokkenteni probalidogén védelmi rendszert
szolgaljak. Az endogén neuroprotekcio tovabbi elerae retindban talalhato

neurotrophikus faktorok, melyek kézé tartozik a P&Cs.

Harmadik kisérletiinkben arra kerestik a valaszgyhean-e véd hatdsa az

intravitrealisan adott PACAP-nak UV-A besugarz&tuikalta retinakarosodas esetén?
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Részletes kisérleti leiras

II. A PACAP konny fehérjetsszetételére kifejtett hgdsanak vizsgalata

[I.1. Anyagok és modszerek

Kisérleti allatmodell

Vizsgéalatainkhoz feltt him Wistar patkdnyokat (200-250 gramm) haszmé&ltuA
kisérletek soran betartottuk a PTE Munkahelyi Allkiai Bizottsag 2006-0s
Allatetikai K6dexében foglaltakat (BA02/2000-20/8)0

Kénny gyijtéeséhez a szemeészeti Schirmer-probanal haszn&aiospapircsikokat
hasznaltuk. A papir 2-3 mm-es atitatodasa elegaott a tovabbi vizsgalatokhoz. A
mintakat a PACAP kezelésof, majd a PACAP szisztémas adasa utan 1, 6, 24lora
gyijtéttik (minden idpontban n=5). 20 ul PACAP38-at adtunk intravéndsam pl
fiziologias sooldatban feloldva. A mintaigtést 3 alkalommal ismételtik Izoflurannal

tortérd inhalacios narcosisban.

Microchip Electrophoresis

A konnymintakat feldolgozasig 0,5 ml-es steril Epgerf csovekben -26C
fokon taroltuk. A papircsikok altal megko6tott fejédet 30 pl mintapufferben oldottuk
ki (0,125 M Tris/HCI, pH:6,8, 4% natrium dodecil ufat-SDS-, és 10% [3-
mercaptoetanol). Bs vortexelés utan a @dpapirokat eltavolitottuk a csovelb Az
igy kapott oldatot microchip electrophoresisre kiestiik et (Kustos et al. 2005). A
patkanykonny fehérje osszetételének analizisérea €ACAP modositd hatasdnak
elemzésére Agilent 2100 Bioanalyzer rendszert migatunk. A vizsgalat soran a

Protein 230-as fehérje chipeket hasznaltuk. A jmothipek mikrokapillarisait a
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kithez tartoz6 geél-festék keverékkel toltottik falgél egy lineéaris polimert tartalmaz
sZir6 agensként, amely biztosita a 14-230 kDa tartofany a fehérjék
molekulatdmeg alapjan tortérszétvalasztasat. A festek lebwed teszi a fehérje-SDS
komplexek chipen bellli jelolését. Azokkszitett oldatokbol 4-4 pl-t 2 pl denaturalo
oldattal kevertiink 6ssze, mely a pontos méret-magbeashoz sziukséges kis és nagy
molekulatomeg (16 és 210 kDa) bdisstandardokat is tartalmazta.

A mintdkat 5 percig 100 °C-ordZtik, centrifugalassal koncentraltuk, majd 14
ul desztillalt vizzel higitottuk. Minden mintabol&ul mennyiséget vittlink fel a chip
megfeleb helyeire. Egy chip 10 fehérjeminta elemzésére lala. Az ismeretlen
fehérjék molekulatdmegének pontos meghatarozasah@hip Kit molekulatdmeg
markereit hasznaltuk. A méréseket haromszor ishikteheg a reprodukalhatésag
bizonyitdsara. Az eredmények kiértékelését a proteBO-as assay software

segitségével végeztik el.

A koénnymintakbol szarmazé fehérjék triptikus peggihek MALDI TOF

tomegspektrometrigja

A gélelectrophoresis soran szétvalasztott fehérjékgelldl kivagtuk, majd
Eppendorf c8be helyezve 3x 10 percig 200 pl 50%-0s acetonésl 50 mmol
NH4CO; oldattal mostuk. A géldarabokat szobatersékleten dehidrataltuk és 10ul
0,04 mg/cm cc. tripszinoldattal (pH 8,5, 2,5 mmol Trispuffé®zeltilk 37 °C-on 12
oran keresztil. A tripszines emésztés utan a pelmidultrahang segitségével oldottuk
ki. Oldészerként 15 ul viz-acetonitril-hangyasa®:60:1 v/v/v) oldatot hasznaltunk.
Az extrakcid utan a peptideket tartalmazé oldafilizaltuk, majd 10 ul desztillalt
vizbe oldottuk vissza. A vizes peptidoldatok 1 pb@onos térfogatu telitett CHCA
(alfa-ciano-4-hidroxi fahéjsav) matrix oldattal ratartd talcara csepegtettiik. A
peptidek tomegeit + modban reflektor detektorrattiiieé A kénnymintakban talalhato
fehérjék azonositasara Mascot adatbazis kelessznaltunk. A fehérjék szekvencia-

egyezeéseinek vizsgalatat a Chestal W Il prograrissggevel végeztik el.
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Human koénnymintakat egészséges ddinonkéntesekd vettiink Schirmer
probaval (kor: 25-40, mindkét nem, ismert szemédzetegség nelkidl). A human
csarnokvizet (n=10, 65-85 év kozoétti, mindkét neéimkéntesekil nyertiik cataracta
ellenes nitétek alkalméaval. Nativ mintainkat, illetve a PACZ2& vizes oldatu
standardjanak (Sigma-Aldrich) 1-ul-ét felvittik a Bruker rozsdamentes acél
mintatartd talcara (MTP 384 massive target T, BruBaltonics, Bremen, Germany).
Vizsgalataink soran matrixként-ciano—4—hidroxi—fahéjsav (CHCA) telitett 0,1 %-0s
trifluor-ecetsav (TFA) — acetonitril (2/1 V/IV) oltst alkalmaztuk, melydd
mintainkhoz 1-1pl-t csepegtettiink. Kalibrald oldatként minden eestta Bruker
Peptidkalibralé6 Standardot alkalmaztuk (#206195 tiBep Calibration Standard;
Bruker Daltonics). A mintak beszaradasat kéeataz elemzéseket a mar fent emlitett
Bruker Daltonics Autoflex Il tipusi MALDI TOF/TORMegspektrométerrel reflektor
detektalasi modban végeztik el. Az ionizadlashoz 38#-es nitrogén lézert
alkalmaztunk (MNL-205MC model; LBT- Lasertechnickefin GmbH.; Berlin;
Németorszag), ennek frekvenciaja 50 Hz, a gyofsiaiiltség 20 kV és a késleltetési
id6 pedig 120 ns volt. A tomegspektrumokat pozitivizagios médban 1000 és 10000
m/z tartomany kozott regisztraltuk. Minden mintatében a peptidkeverékre jelletnz
tomegspektrumokat (1000 l6vés/minta) 0sszesitetikniszer ellebrzését Bruker
FlexContol 2.4 szoftverrel, az értékelést pedigKBruFlexAnalysis 2.4 szoftverrel
veégeztik (Borzsei et al. 2009).
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[1.2. Eredmények

A szirépapir csikokbdl nyert fehérjemennyiség elegemik bizonyult a
fehérjedsszetétel microchipeken tofieglemzésére. A chip-technoldgia segitségeével
45 masodperc alatt quantitativ adatokat nyertirkomny fehérje-osszetétetér A
patkanykonnybl tobb fehérjecsucsot tudtunk kimutatni a 14-80 kbalekulatomed
tartomanyban. A human kénnyhoz hasonlbéan a patkamgben is detektalhatok a
legnagyobb mennyiségbertrduld fehérjek, a lizozim, az albumin, a laktaferés
az IgA. Ezen fehérjék mennyiségében nem talaltunigngikans kulonbséget a
kontroll és a PACAP- kezelt allatok k6zott. Azonlbmdar 1 6raval a kezelés utan egy
0j csucsot figyeltiink meg a 60-70 kDa tartomanybandegyik PACAP-kezelt allat
konnyében. Ez a fehérjecsucs 6 és 24 éraval adsmehn is megfigyelh@wolt (11/1.
abra).

60 -
50 -
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30 A

l

10 4

Fluorescence

-10

20 25 30 35 40 45
Time (sec)

\— control — PACAP treatment \

[I/1. 4bra: A patkany konny fehérjetsszetétele microchip teddaresissel. A dbb
csucsok a konny fontosabb fehérjéit mutatjak, badidbra lizozim, lactoferrin, IgA
konnyi lanc. A PACAP hatasara jelésen megemelkedett csics a 60 kD
tartomanyban jelent meg (nyil), mely utan az alburobsldcs lathatd. A magas

molekulatdmeg tartomanyban a bdistandard lathato.
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Az SDS gélelectrophoresis soran a kontroll és PAGAReIt mintak kozott talalt
kilénbségek megegyeztek a microchippel detektddrikiségekkel, melyek az 50-70
kDa molekulatomeg tartomanyban voltak a legkifejezettebbek (11/2ragb Az e
tartomanyba dsfehérjék azonositasat MALDI TOF témegspektromesaid&égeztik
el (11/3. abra).

e 94 kDa

67 kDa

[I/2. 4bra: SDA gélelektroforesis a 30-90 kD fehérjetartontzary. A bal oszlop

egy kontroll, a jobb oszlop egy PACAP kezelt repraativ patkany kénnymintabdl
szarmazik.
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[I/3. &bra: A 65 kDA tripszinnel emésztett fehérje MALDI TQBmegspektruma
kontroll (A) és PACAP-kezelt (B) kdnnymintakban
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A vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a PACAEzdiés hatdsara az adott
molekulasuly tartomanyban a konny fehérje-6sszet§dentsen megvaltozott (I.
tablazat). Egyes fehérjék/peptidek tialiek, mig masok megjelentek. Jeledn
megvaltozott a kdnnyben talalhatd keratintipus@oga is. A PACAP hataséara olyan
keratinhomoldgok jelentek meg, melyek C-terminafiak aminosavszekvenciai
egymashoz nagyon hasonlitanak, de a kontroll midkajelentsen eltértek. A
PACAP-kezelt allatok mintdiban megjelent a keratin keratin 10, az 1. tipusu
cytoskeletal keratin 13, a KA10 keratin 1-es tipusdPACAP kezelés hatasara nem
expresszalddott a keratin komplex 2 basic geneZ tipusu cytoskeletal keratin 5. A
keratin komplex 2 basic gene 6a isoform 1, az aldbhidrogenaz class 3 enzim és

az aktin mindkét mintaban megtalalhaté volt, de myssegik csokkent a PACAP

hataséra.
Fehérje név a dat,?)ggl; Kéd eIméI%tiatﬁmeg N(Ié?;sécko t psggﬁ}eak Isezleé%?tnscéig valtozas
Actin beta 0i|13592133 41724 143 10 33 l
Actin gamma 1 0i|111332 41766 143 10 33 l
Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)+) class 3, chain A i|23§2056 49439 112 10 23 l
Aldehyde dehydrogenase (NADP) gi|91936 50307 111 10 23 l
Aldehyde dehydrogenase, dimeric NADP-preferring 11§p07 50176 111 10 23 l
Keratin complex 2, basic, gene 5 0i|33519156 61889 64 10 22 l
Keratin complex 2, basic, gene 6a isoform 1 gi|BABB9 59213 76 11 15 -
Keratin, type Il cytoskeletal 5 gi[38303961 61788 19 22 30 l
Keratin 1 gi|11935049 66027 85 15 28 T
Keratin 10 gi|57012436 58792 115 18 24 T
Keratin type I, KA10 0i|74790754 56470 111 24 39 T
Keratin, type | cytoskeletal 13 0i|81891678 47699 07 9 21 T
Serotonin 5-HT2¢ gi[81910520 33631 62 6 31 T

I. tAblazat: A konny fehérje 0sszetételének valtozasa PACARSdah az 50-70 KDA

molekulatdmeg tartomanyban.
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PACAP vizsgalata human kdnnyben és csarnokvizben

A

PACAP

jelenlétét

human

konn§b sikerult

igazolnunk

MALDI

tomegspektrometriai analizissel (ll/4. 4bra). Ezzeemben a human csarnokviz
mintak nem tartalmaztak PACAP-ot a kimutathatosegaron belul (11/5. abra).
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[I/4. dbra: PACAP jelenléte a human kdnnyben tomegspektroaetnalizissel.
(a): PACAP38 standard MALDI analizissel. (b): A kintdmegspektrometriai

analizise is mutatja a PACAP jelenlétét (nyil).
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[1.3. Megbeszélés

Kimutattuk, hogy a PACAP kezelés megvaltoztatj@arky fehérje 6sszetételét.
A kobnny proteomika egy igéretes technika human gséigek biomarkereinek
azonositdsara. A konny proteomikai vizsgalata kig@ém ebnyds a noninvaziv
mintavétel miatt. A PACAP-hoz hasonléan tobb neepijl6l, pl. a substance P és a
szomatosztatin, kimutattak mar, hogy megvaltoZajaonyos fehérjék szekréciojat a
konnyben (Kapicioglu et al. 1998; Kovacs et al. 200

A MALDI TOF tomegspektrometria érzékeny, nagy hat®ksagu technika,
mely jol alkalmazhato kilonbézbiologiai mintak fehérjedsszetételének vizsgatatar
Eddig csak pheochromocytoma-sejtek (PC12) feh@igirPACAP kezelés utani
megvaltozott Osszetételét vizsgaltak tomegspektiidse elemzéssel (Lebon et al.
2006). Eredményeink azt mutatjak, hogy a PACAP lészkeatasara a konnyben az 50-
70 kDa tartomanyban szamos keratintipus expressziépvaltozott. A keratin 1 és 10
a felszini differencialodott epithelialis sejteketiemzs. Ezen fehérjek mennyiségét a
PACAP kezelés ndvelte. A kilonb®zornedlis keratinok szerepe a reepithelizaciéban
jelentss, melyeket nodvekedési faktorok is befolyasolnalurfiakus et al. 1990;
Nagano et al. 2003). A keratin 13 mennyisége is lieedett PACAP hatasara,
ugyanezt tapasztalhatjuk A vitamin jelenléte eseén

Az aldehid dehidrogenaz a cornea atlatszosagabaszikja szerepet,
megakadalyozza a citotoxikus anyagok felszaporadésavédi a corneat az UV
sugarzassal szemben (Kays et Piatigorsky 1997) APAlatasara ennek az enzimnek
a termebdése csokkent, ami megtephiszen a PACAP Aaltaldban citoprotektiv
tulajdonsagokkal bir. Ugyanakkor az aldehid delgdr@z sebgydgyulasban betdltott
szerepe valéban minimalis ésikddése inkabb az endothel réteghe dibt

Kisérletiink masodik részében a PACAP jelenlét&igaltuk a kbnnyben és a
csarnokvizben. Kimutattuk, hogy a PACAP jelen vark@mnymintdkban, mig a
csarnokvizben nem volt témegspektrometriai kimwatttbagi hataron beldl. A peptid
konnyben val6 éfordulasa valésziisiti, hogy a PACAP a szem felszini szdveteiben

fontos szerepet jatszik.
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A PACAP, mint altalanos sejtvédés regeneraciot @egity peptid, szamos helyen
fordul eb a szervezetben. Endogén &duhtasat tobb kisérlet is bizonyitotta. Tobbek
kozott PACAP génhianyos (knockout) egerekben dalték, hogy PACAP hianyaban
a serlulések fokozott mertgkkarosodast idéznek éel Kimutattak, hogy PACAP
génhianyos egerek szemében a retina ischemiasokiéss joval nagyobb meérigk
mint vad tarsaikban. Agyi sérilésekben és pergésizervekben, mint pl. vesében is
igazoltdk mar a PACAP védhatasat (Regti et al. 2011). Az endogén PACAP
szintje sérulések hatasara az idegrendszer széemdetén megemelkedik, mely
ugyancsak ezt az endogén §é&rerepet tamasztja ala. Ennek alapjan feltétekezzi
hogy a kdnnyben éforduld6 PACAP a cornea regeneraciojaban és sérilési
védelmében jatszhat szerepet. Ezt a leddgfet masodik Kkisérletsorozatunkban

vizsgaltuk.
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lll. A PACAP hatasanak vizsgalata a cornea regener@ojara

[1l.1. Anyagok és modszerek

Him Wistar patkanyokat hasznaltunk (250-300 gram#®0). Az allatok szemét 50
mg/kg pentobarbital ip. adadsa utan mikroszkép atadigvizsgaltuk, majd cornea
trepannal 2 mm-es atnégéi korkorés hamserilést ejtettink a cornea centrumaba
(Zagon et al. 2006). A kodrbevagott epitheliumopesszel, operacidos mikroszkép alatt
tavolitottuk el.

PACAP27 20, 100 és 200 ug-jat oldottuk fel 800 gdatillalt vizben. Ezzel a
cseppel kezeltik a szemeket a beavatkozas utaretkéail és minden 2. éraban.
Minden egyes csepp 1, 5 ill. 10 pg PACAP27-et lamdaott 40 pl vivanyagban.
Mindegyik allatnak csak az egyik szemét cseped®e®BCAP27-tel, a masik szem
kontroll sérilt szemként szerepelt és desztilldit ykezelésben” részesilt a fenti
idéintervallumokban. Normal, intakt corneakat 2 altlbévolitottunk el. Korébbi
tanulmanyok alapjan, a szemeket a beavatkozaseuéaval vizsgaltuk, amikor mar
szignifikans sebgyogyulas volt jelen (Nakamural e2@03).

A kisérleti allatokat tulaltattuk, majd szemeik&teolitottuk és olyan csészébe
helyeztik, mely lagy plasztilinnel volt kitdltve jztositva ezzel a pozicionalast. A
cornedkat fluorescein festékkel festettiik meg (Hagit, Svajc), majd Nikon FX-A
fotomikroszkoppal lefényképeztikket. A mikroszkop digitalis kameraval volt
O0sszekdtve (Spot RT color kamera). A sérilt teridepgysagat Spot advance
softwearral szamitottuk ki. Statisztikai probakéstudent-t probat alkalmaztunk.
Szignifikansnak tekintettiik a kontroll és kezeltremak kozott a kulonbséget, ha p<
0,05. A cornedkat rutin hisztoldgiai festésnek ligvetettilk. 4%-o0s formaldehides
fixaciot koveten 10 um vastagsagu szeleteket készitettlink ésab@aahm-eosinnal
festettiik meg (Sigma, Magyarorszag). Szévettarsigétatot azért készitettiink, hogy a

cornea sérilését igy is demonstraljuk.
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Western blot vizsgalathoz cornea abraziot végez#ik&rabban leirt modon, a
corneakat 4 6ra mulva eltavolitottuk a protektivchranizmusok megitélése céljabdl
(n=7). Normal, intakt cornedk is eltavolitasra kexki 4 allatbol, hogy az Akt és az
ERK1/2 foszforilacio alapértékét megmeérjuk. A mkaa Western blot analizist
végeztiink (Racz et al. 2007). A membranokalCdon 12 6ran at a kovetkéz
antitestekkel kezeltik: foszfospecifikus anti-AktSer473 (1:1000 higitas; R&D
Systems, Budapest), foszfospecifikus anti-ERK1/2208/Tyr204 (1:1000 higitéas;
R&D Systems, Budapest) és anti-Aktin (1:5000 hggitdigma-Aldrich Chemical Co.,
Budapest). A membranokat 6 alkalommal 5 percig puffert tartalmazé fiziologias
séoldatban mostuk (pH= 7,5), amely 0,2 % Tweetsekeécrskében termelt anti-nyul
tormaperoxidaz-konjugalt masodlagos antitestealaezott (higitas: 1:3000, Biorad,
Budapest). Az antigén-antitest komplexet kemolusieaciaval tettik lathatova. Az
eredményeket NIH ImageJ programmal értékeltik. Aeleétet minimum 4
alkalommal ismételtik. Statisztikai analizis Angrabaval tortént, melyet Bonferroni
post hoc analizis kdvetett. Szignifikansnak tekiite az eredményeket, amennyiben
p<0,05.

[11.2. Cornealis sebgyogyulas, eredmények

6 oOraval a cornea sérllése utan a gyogyulasi fayaen fluoresceinnel festett
szemeken valamennyi allatban jol lathaté volt. Atkoll cornedkban a sebgydgyulas
a sebszélekt koncentrikusan zajlott (lll/1. abra). A sérlltriiet a Spot advance
programmal szamolva szignifikansan kisebb volt alt. 30 pg PACAP27-tel kezelt
corneakban, mint a kontroll szemekben (Ill/2. abahamosodas mértéke kb. 20%
(p<0,05) és 25% (p<0,01) az 5 és 10 ug PACAP-patlkeszemeken. A PACAP
kisebb dozisa (1 pg) szintén cstkkentette a sérmié&etét (15%), de ez nem volt
szignifikans, osszevetve a kontroll corneakkal. Keteaz eredményeket a rutin

szovettani vizsgalat is medsitette (Ill/1. dbra).
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Az ERK1/2 és Akt foszforilacioja

Mind az Akt, mind az ERK1/2 foszforilacioja alacgoszinten maradt a normal
corneakban (111/3. abra). Az ERK1/2 foszforilaciogignifikansan megemelkedett
cornea abraziot kovéen. A foszforilaciot PACAP27 adasa szignifikansakoizta

mind a sértetlen, mind a sértett corneadkban. Az fakkforilaciéjat 6nmagaban a
sérilés nem fokozta, de PACAP27 szignifikansanudélta a foszforilacidjat mind az

intakt, mind a sérult mintakban.
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[lI/1. abra: (A-D): Fluoresceinnel festett cornea fot6i. Atdkt szem képe az abrazié
helyének jeldlésével. B: A kontroll, banyaggal kezelt cornea 6 6raval a sérilés utan.
C: 5 ug PACAP27-tel kezelt cornea, 6 6raval a gériitan. D: 10 ug PACAP27-tel
kezelt cornea, 6 Oraval a sérulés utan (13x-os ites)y A szaggatott vonal jelzi a
sérulés eredeti hatarat, a folyamatos vonal a nedg hamosodott cornea teriletét

mutatja. E-F. a haematoxilin-eosinnal festett carnmikroszképos fotoja az
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epithelsértlésil 6 6raval az abrazio utan a kontroll (B) és amgmRACAP27-tel kezelt

corneaban (C) (aranymérték: 50um).
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[1l/2. &bra: Az oszlopok a cornea hamsértlés kiterjedését tjalté oraval az abrazio

s

az atlag prit- SEM formaban adtuk meg. *p<0,05, **p<0,01
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[1I/3. abra: Cornea seérilés és PACAP kezelés hatasa az AER&s aktivaciora.
Reprezentativ immunoblot képek és kvantitaviv @t&ik. (A): Modszer kontroll
actin; (B) Akt foszforilacio; (C): ERK1/2 foszfoétié. ***p<0,001 versus kontroll,

###p<0,001 vs sérilt cornea
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[11.3. Megbeszélés

Kordbban nem volt ismeretes, hogy a PACAP hatagsahe a cornea
cornedlis sebgydgyulast. Szamos vizsgalat bizayyhpgy a PACAP efsorban
PAC1 receptorokon keresztll fejti ki ezen citopktite hatasat (Dejda et al. 2008;
Somogyvari-Vigh et Regti 2004; Vaudry et al. 2009). A cAMP indukalta
folyamatok fontos szerepet jatszanak a cornedtigyg®yulasban és homeosztazisban
(Grueb et al. 2008; Nakamura et Nishida 2003). M@Afokozni tudja a ndvekedési
faktorok hatasat, ezt epidermalis ndvekedési faktocornealis epidermalis migracio
kapcsolataban irtdk le (Nakamura et Nishida 20)amos novekedési faktor
esetében igazolddott, hogy fontos szereplk varrrreaosebgydgyulasaban (Baldwin
et Marshall 2002; Lyu et Joo 2005; Saika et al.£20Qu et al. 2010).

A foszfatidil-inositol-3-kinase (PI3K)-Akt Utvondtaés a mitogén aktivalt
protein kinase (MAPK) csalad a cornealis sebgydagyil mediatorai (He et al. 2006).
Az Akt aktivitasat irtdk le szamos olyan ndvekedaktor mikodésekor (inzulin-szér
novekedési faktor 1,2 tipusa, epidermalis novekef#dgor, hepatocita névekedési
faktor), melyek a cornealis mitdzisra, migraciosasébgyogyulasra hatnak (Kakazu et
al. 2004; Yanai et al. 2006). Ehhez hasonl6éan a KlARalad tagjai, beleértve az
ERK1/2-t is, fontos szerepet jatszanak e folyamadok lgazoltak, hogy a gliasejt
eredeti novekedési faktor (GDNF) ERK1/2-t indukal a cormgathelsejtjeiben (Yu et
al. 2001). A PACAP ditelles cAMP stimulalé hatasat mar ismerjuk, de &KE
foszforilacidjat serkeist hatasat is leirtdk retinaban (Racz et al. 2006gothel
sejtekben (Racz et al. 2007), astrocytdakban (Hasloinet al. 2003), corticalis
neuronokban (Stumm et al. 2007) és kisagyi szemajtekben (Vaudry et al. 2002).
Igazoltak a PACAP Akt foszforilaciét fokozé hatasardiomyocytakban (Réacz et al.
2008), monocytakban (El Zein et al. 2007), és saiikps neuron sejtekben (May et
al. 2010).

Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a PACAP a cornealmnstimulalja e

folyamatokat és fontos szerepet jatszik a cornepitteelizaciéjaban.
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IV. A PACAP veédé szerepének vizsgalata UV-A sugarzas indukélta reta

degeneracidban
IV.1. Anyagok és modszerek

Kisérleteinkben feléit him Wistar patkanyokat (250-300 gramm) hasznéltaz
allatetikai bizottsag engedélyében foglaltak szadidl betartasaval (BA02/2000-
20/2006). Altalanos anestheziaban (pentobarbitagmbutal, Sanofi-Phylaxia,
Hungary) pupillatagitast végeztink 1 csepp 5%-osnplephrinnel és egy csepp
cyclopentolattal (10 mg/ml). A cornea kiszaradasa@ssu aramlasu fizioldgias
sooldattal @ztik meg. Az UV-A expozicio étt 570 nm hullamhosszisagu fénnyel
pozicionalast és fokuszalast végeztink, a retisaddrzasat a Calkins és Hochheimer
(Calkins et Hochheimer 1980) altal leirt modszesadmitottuk ki. Az UV-A sugarzas
45 percig (315-400 nm, 1.5 mW/@rtartott, XLPS-10 tipust Xenon lampéaval (MSZ
808, Hungary) (IV/l. dbra). Kézvetlenil utana 10@g PACAP38-at 5 ul fizioldgias
sboldatban feloldva intravitredlisan (IV/2. brajtumk a jobb szembe (n=22). A
masik, kontroll szembe 5 pl Wdanyagot adtunk. A besugéarzast kédvét 2 vagy 7
nappal az allatokat tdlaltatas utan enuclealtukszameket hideg foszfat puffer
fiziolégias séoldatba raktuk és foszfatpufferbemloti 4%-os paraformaldehidben
fixaltuk (Sigma, Hungary). A szoveteket Durcupam MCgyantdba (Fluka,
Switzerland) agyaztuk be, 2 um-es szeletekre vagsutoluidin kékkel megfestettik
(Sigma, Hungary). A metszeteket Depex kdzegbenitéitizk és Nikon Eclipse 80
tipusd mikroszkoppal vizsgaltuk meg. Digitdlis CCkameraval Spot program
segitségével fenyképeket keészitettink a medfeldtinateriletekil. A képek
feldolgozasahoz Adobe Photoshop 7.0 programot ldtsnk. A méréseket NIH
Image 1.55 programmal végeztik. A mérési mintakinmiim 3 allatbdl szarmaztak,
preparatumonként legalabb 6-6 szoOvetblokkot tadatak (n=2-5 mérés 1
szovetblokkon belll). A kdvetkézparamétereket mértik: (1) a retina vastagsaga a
kilso és bel§ hatarhartya kozott (OLM-ILM); (2) a kilses bel§ magvas, a klésés
belss rostos réteg vastagsaga (ONL, INL, OPL, IPL); 42)500 prire e$ sejtek
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szdma az ONL-ben; (4) az 500 ftra juté sejtek szama az INL-ben; (5) a ganglion
sejtek rétegében (GCL) a 100 um retinahosszra gdifek szama. Statisztikai
értékelést ANOVA teszttel végeztiink, melyet Tukepddt hoc analizis kdvetett.

IV/1. abra: XLPS-10 tipusu Xenon lampa

IV/2. abra: Intravitredlis injectio
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IV.2. Eredmények

A kontroll készitményekben a patkanyretina mindétege jol elkllonithét
volt. Megfigyelhet a ganglionsejtek rétege, a ldelostos réteg, melyet a bipoléaris
sejtek, amacrin és horizontalis sejtek rétege k@velh magvas réteg). Ezt koveti a
vékony kil$ rostos réteg €s a photoreceptorok sejttestjeibigix sora (ks magvas
réteg). Végul kovetkezik a photoreceptor réteg ¢sganentepithelium (PE) (1V/3.a.
abra). Mar 1 nappal a besugarzas utan megfigyelaetetina karosodasa (1V/3.b.
abra). Bleg az ONL-ben szamos sejt sérilt, de Ures s@kestalaltunk az INL-ben
is. Az ONL, INL sejtjeinek szadma szignifikansan ldeént (42% és 27% a kontrollhoz
viszonyitva). A retina rétegeinek vastagsaga cgitkkéz intravitrealis PACAP
kezelés hatdsara az ONL nidegte strukturajat és a GCL sejtszama is valtopatla
maradt (IV/3.d. abra).

2 nappal a besugéarzas utan degenerativ elvaltoZéapgathettk meg az ONL
és INL rétegekben. A sejtszdm mindkét rétegben amedn csokkent (42% és 47%) a
kontroll retinahoz képest. Piknotikus sejteket, siisejttesteket lathatunk mindkét
magvas rétegben (IV/3.c. abra). Intravitrealis PACszignifikdansan emelte az ONL
es INL sejtszamat (70% és 74%) (IV/3.e. és IV/4aab

A GCL-ben a retina 100 pum-ére juté sejtszam kb. HB0%olt a normal
retinaénak. A PACAP-pal kezelt szemekben a GCL#&snjtek szama szignifikansan
emelkedett az UV-A sugéarzasnak kitett retindahozkéI\V/4. abra).

1 héttel a difftz UV-A sugarzast koven sulyos karosodast figyeltink meg a
retinaban. Az ONL-ben és az INL-ben a degeneratiéitj lathatjuk, piknotikus
sejteket, Ures sejttesteket és az egyes rétegak(str vesztését. A photoreceptorok
kilso tagjai is szignifikAnsan karosodtak. Az IPLos#n megduzzadt és ebben a
rétegben a bipoléaris sejtek karosodasabjdienz pontokat lehet latni (IV/3.g. dbra). A
sejtek szama szignifikansan csokkent az ONL-bedoj4z2z INL-ben (33%) és a
GCL-ben (34%) (IV/4. abra).
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Az intravitredlis PACAP kezelés szignifikans védetnbiztositott, a retina
rétegei jOl kivehdik voltak, a magvas rétegekben a sejtek épek mégadia IPL
duzzadasa csokkent (IV/3.f. abra). Az ONL-ben #&szém 60%-ra, az INL-ben 47%-

ra, a GCL-ben 56%-radit €s a retina vastagsaga is szignifikansah(iv/4. abra).

PL

.»- ‘ . d
R v R

3 O 3
R e P R R

IPL IPL
IPL

.b

9® g, " cas P ¥We oL 9 4 0f ‘GCL

IV/3. abra: Az UV-A sugarzas indukalta retinadegeneracié stéwi feldolgozasa:

a: patkanyretina rétegei kontroll allatbol, b,dgfiz UV-A sugarzas hatasa a retinara,
d,e,f: diffiz UV-A sugéarzas és intravitrealis PACAIyUttes hatasa. A besugarzas
utan 1 nappal (b), 2 nappal (c) és 1 héttel (ghmddz foku karosodast talaltunk. Az
intravitrealis PACAP injectio jelefiten csokkentette az UV-A okozta karosodas
mértékét a besugarzas utan 1 nappal (d), 2 nappak(1 héttel (f). Aranymérték: 20
pm.
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IV/4. dbra: Az UV-A és az UV-A + PACAP kezelt retindak morphomait vizsgalata.
A diffdz UV-A besugéarzads okozta retina degeneraongérteke és a PACAP
neuroprotektiv hatasa a retina rétegeinek vastagsfapjan; a: OLM-ILM, ONL,
OPL, INL és IPL keresztmetszet, valamint a sejksa/50Qum’ b: ONL-ben, c: az
INL-ben és d: a 10im GCL hosszban. *p<0,05 a kontroll retinahoz képgs«0,05

a diffz UV-A besugarzott retinahoz képest.

IV.3. Megbeszélés

Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a PACAP protektaidasu az UV-A sugéarzas
kivaltotta retinalis karosodassal szemben. A sériite jelei a photoreceptorok
degeneracidja, amit sejtszamuk csokkenése mutaka@tsbbi idépontokban a
bipolaris és ganglionsejtek szama is jebsah csokkent. A fenti valtozdsok
mindegyike csokkenthét volt PACAP intravitredlis adasaval. Emellett a
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neuroprotektiv hatas mellett megfigyelttik, hogyACRP szignifikdnsan csokkentette
az oedémat 7 nappal az irradiaciot kéeet E hatds mechanizmusa ismeretlen, de a
koézelmultban ischaemias agyi oedémanal figyeltég ngyanezen hatast (Nakamachi
et al. 2010). A PACAP indukalta retinoprotekcio al#nos neuroprotektiv
mechanizmusra utal ebben az esetben is, és nenipienapecifikus sejtprotekciora
(Atlasz et al. 2008, 2010). A retina egyes neuribngzo sejtmarkereket hasznalva
nem talaltak korrelaciot a PACAP sejttipus speitéiga és protektiv hatasa kozétt sem
MSG, sem ischaemia altal kivaltott degeneracioBaRACAP retinat & kilonbod
noxakkal szembeni hatékonysaga szintén tamogatfa aeanegfigyelést. Jelen
vizsgalatunk - melyben &z6r mutattuk ki a PACAP diffaz UV-A besugarzaseil
veds hatasat — is azt bizonyitja, hogy a PACAP széldsigtinoprotektiv hatassal bir.
Mindezek alapjan remény van arra, hogydkdsekben a PACAP-ot sikeresen lehet

alkalmazni a retinat ért bizonyos karosodasokkairgzen.

A PACAP retinoprotektiv hatasanak feltételezett mebanizmusa

Szamos tanulmany vizsgalta a PACAP indukalta  seghsin
hatasmechanizmusat (Vaudry et al. 2009; Somogwigh-et Regbdi 2004; Falluel-
Morel et al. 2007). A PACAP protektiv hatasat d@m PAC1 receptorokon keresztil
kozvetiti, magaban foglalva a PKA és PKC utakatbdtba hatdsban d@énszerepe
van a PKA/MAPK utaknak és az apoptotikus caspagétasnak.

A retindban ennek a komplex neuroprotektiv mechmansnak a jelenlétét
igazoltak az MSG indukalta degeneracioval. MSG kKezbatasara a proapoptotikus
folyamatok felebsodtek, az antiapoptotikusak lecsokkentek. Wedbdsh analizissel
bizonyitottak a c-JUN-N-terminal-kindz (JNK) progpatikus molekula, az apoptdzist
indukalé faktor (AIF) és a caspase-3 aktivalodasatlamint a mitokondrialis
citokrom-c kiaramlasat a citoszolba (Racz et aD72(Racz et al. 2006a, 2006b). A

protektiv hatasu PKA, CREB és az extracellulariggrsd-regulalta protein-kinaz
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(ERK) foszforilacioja efsen lecsOkkent. Az intravitrealis PACAP kezelés e
valtozasokat ellensulyozza és hatdsa PACAP6-38atalhato.

Az MSG kezelés utani valtozdsok sordn a PACAP eddigeretlen
neuroprotektiv hatasat is leirtak a PKA/Bad/1438tein kaszkadra (IV/5. abra). Ha
a 14-3-3 protein megkoéti a foszforilalt Bad-et, igy nem tudja megkoétni - és ezzel
inaktivalni - a Bcl csalad protektiv hatasu tagjaitBcl-xL-t és a Bcl-2-t. Az MSG
csokkenti a 14-3-3 fehérje szintjét és a Bad fa#afmojanak a meértékét, melyeket a
PACAP szignifikansan fokoz (Racz et al. 2007).

Mindezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a PR&&pes ellensulyozni a
glutamat-indukalta antiapoptitikus jelatvitelnek cabkkenését és a proapoptotikus
jelatvitelnek a novekedését. Ezek a megfigyelésatamasztjak a PACAP retinaban
mutatott citoprotektiv hatdsait és magyardzzak a weésgalatokban ismertetett sejt-
szubtipus-specificitas hianyat.

A PACAP fokozza az interleukin-6 szekrécidjat a Miiféle gliasejtekben
(Nakatani et al. 2008). Az IL-6 az idegrendszemnszs pathologias folyamataban, igy
az agyi és retindlis ischemiaban is neuroprotekttassal bir, annak ellenére, hogy
egy gyulladasos citokin (Ohtaki et al. 2008; Nakatt al. 2006; Pucci et al. 2008).
Agyi ischaemias modellekben a PACAP IL-6 stimulhbitasat figyelték meg, mig a
neuroprotektiv hatas hianyzott IL-6 knock out egbem. Ahhoz, hogy a PACAP
neuroprotektiv hatasainak pontos mechanizmusateyjegk, meg szamos vizsgalatra

lesz sziikség, de az eddigi eredmények alapjantégémetinoprotektiv szer lehet.
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IV/5. abra: A PACAP lehetséges hatdsmechanizmusa

V. Uj eredmények 6sszefoglalasa

1. lgazoltuk, hogy a PACAP megtalalhatd a kénnyberaésisztémasan adott
PACAP megvaltoztatja a konny 6sszetételét.

2. lgazoltuk, hogy a lokéalis PACAP kezelégs#giti a cornea reepithelizaciojat és
fokozza két véd molekula, az ERK1/2 és az Akt aktivaciojat.

3. Igazoltuk, hogy az intravitrealis PACAP kezelés &duhtast fejt ki UV-A

sugarzas indukalta retina degeneracioban.
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