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|. Bevezetés

PACAP (pituitary adenylate cyclase activating podygtide)

A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptidet 989-ben izolaltdk birka
hypothalamusbdl a hypophysisben kifejtett ademiléaz aktivalé hatasa alapjan. A PACAP
a szekretin/glukagon/vazoaktiv intestindlis polimp (VIP) peptidcsalad tagja. A
szervezetben két bioldgiailag aktiv formaban tath meg: a korabban izolalt, 38
aminosavbol all6 forma (PACAP38) és az 1 évvelbkbsazonositott 27 aminosavbdl allé
polipeptid (PACAP27). Az emib szervezetbendbrduld PACAP 90%-at a PACAP38 teszi
ki. A PACAP szerkezete rendkivil konzervalt: az igddizsgalt embsallatokban teljesen
azonos, mig az alacsonyabbrénderinces allatokban mindéssze 1-4 aminosav eltérés
mutatkozik. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a ideek alapvet élettani folyamatokban
lehet szerepe.

A PACAP legnagyobb koncentracioban a kdzponti ésfgugs idegrendszerben
talalhatdé, de a legtbébb szervbensfetdul. Kimutathatdé az endokrin mirigyekben, a
gasztrointestinalis rendszer teljes hosszabantdaovascularis, urogenitalis és respiratorikus
rendszerben is. A kodzponti idegrendszeren belllynagennyiségben van jelen a
hypothalamusban, de a kéregallomanyban, a kbzépagwa agytorzsben, a thalamusban, a
hypophysisben és a kisagyban is jelsnmennyiség PACAP tartalmu sejt talalhatd. A
periférias idegrendszerben a spinalis ganglionokeggsejtjei, valamint a prae- és

postganglionaris neuronok tartalmaznak PACAP-ot.

A PACAP receptorai és &lordulasuk

A PACAP G-protein receptorokon keresztll fejti katasat. Receptorainak két
csoportja van: a PAC1 és a VPAC receptorok. A PA&Eptor a PACAP-ra specifikus, a
PACAP-pal rokon peptideket kisebb affinitassal kiteg, a receptort kédolé gén a 7.
kromoszoman talalhat6. A PAC1 receptornak jele@egplice variansa ismert. A VPACL1 és
VPAC2 receptorok a PACAP-ot és a VIP-t hasonlésséggel kotik. A receptorok kozil a
PAC1 receptor etsorban az agyban, a geringMeén, az adenohypophysisben, a
mellékvesevéilben és a herékben talalhatdé meg. A VPAC receptaidiR mellett a majban,

tidoben, Iépben, ovariumban, a thymusban és a gaststimélis rendszerben mutathaté ki.



A PACAP élettani hatasai

A PACAP-ot a hypophysisben kifejtett adenilat |&k aktivalo hatdsa alapjan
izolaltdk, azonban a felfedezése utan mar rovidet nyilvanvalova valt, hogy hatasa ennél
joval sokrétibb. Az idegrendszerben fontos szerepet tolt bejlédfesben, a szinaptikus
plaszticitasban, a neurondlis excitabilitdsbanplgétol szamos magatartasi jelet, valamint
stimulalja a memériafolyamatokat. A PACAP neuropkbiv hatasat a peptid felfedezése 6ta
szamos kisérlet bizonyitotta. In vitro védi a newnlat kilonféle toxikus hatassal szemben,
példaul glutamat, etanol, oxidativ stressz, cerarhigboxia. Neuroprotektiv, sejttalélést
segib hatasat in vivo vizsgalatok is megsitik. Traumas vagy ischaemias agykarosodas,
Parkinson kor és stroke allatmodelljeiben jalenvédy hatdst mutat. Endokrin hatasai is
ismertek: kdzponti szerepe van a hypothalamikusasehg hormonok szabalyozasaban, a
hypophysis-hormonok elvalasztasaban, a mellékvesa @onadok hormontermeléseében.
Ezeken kivil a PACAP részt vesz a napi ritmus dyabasaban, a bdlsszervek simaizom
kontrakciéjanak és mirigyelvalasztasanak iranylidsaéltalanos anti-inflammatorikus hatédsa
van, befolyasolja a fajdalomingerek periférias ésntidlis folyamatait és hatékony

vasodilatator.

A PACAP ebforduldsa és hatasai a szemben

Ertekezésem kozéppontjdban a PACAP szemben kifdjtisai allnak, ezért a
PACAP ebfordulasat és hatasait a szemben részletesebbertesam.

A PACAP a szem szamos szovetében kimutathatd. ptidbeds receptorainak
eléfordulasat eldsorban a retindban vizsgaltdk. Megtalalhaté a aetisbb rétegében, a
Muller-féle glia sejtekben is. A PACL1 receptor |ggebben a ganglionsejtek rétegében és a
bely magvas rétegben expresszalodik, mig a dkiitsstos és kils magvas réetegekben
gyengébb expresszid mutathatd ki. A PACAP a glutaméllett a retino-hypothalamikus
palya egyik & transzmittere. Ez a palya a ganglionsejiekiizédik a suprachiasmaticus
magba, és a fény diurndlis ritmust befolyasolo $ait&ozvetiti.

A PACAP nemcsak a retinaban, hanem az irisben, usorpiliareban és a
conjunctivaban is megtalalhato. Ismert a simaizamaiciora, vasodilataciora, gyulladasos
folyamatokra és a cAMP szint szabalyozasara kifejiatasa. Jelen van a PACAP a
trigeminalis, sphenopalatindlis és ciliaris gangtikban is, melyeken keresztul befolydsolja a
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Kisérleti célkitiizéseink3 f6 témakort érintenek.
Vizsgaltuk, 1. hogyan hat a PACAP a konny fehégeégtelére és @brdul-e a PACAP a
konnyben és a csarnokvizben; 2. milyen hatasa VWhGAP-nak a cornea regeneraciojara; 3.

van-e ved szerepe a PACAP-nak UV-A besugarzas indukaltaakéirosodasban?

I.1. A kbnnytermelés szabalyozasa dsszetett, agyeiki mikddését hormondlis és idegi
(szimpatikus és paraszimpatikus) hatasok egyaefotydisoljak. Ha idegen test vagy irritald
anyag kerll a conjunctivara, corneara, esetlegrgaratba, e mechanikai ill. kémiai inger
hatdsara tobb konny kezd terdoi, mely akar szazszoros mennyiséget is jelenthet.
reflexes konnytermelést a latoideg ingerebgefény) is kivalthatjak. Erzelmeink magasabb
szinti agyi k6zpontok segitségével azonnali kbnnytermel@&mak kivaltani. Az ingereket a
n. oculomotorius ggl. ciliare-ban atkapcsolodo, anaj n.trigeminus n.lacrimalis agaval
haladé paraszimpatikus, valamint a ganglion celwicaperiusbdl szarmazo6 szimpatikus
idegek kozvetitik valamennyi kénnymirigynek. A vizdéazis aranya megn tobb lesz a
natrium, kevesebb a kalium a fenti reflexek aleartebdott konnyben, de egyéb dsszéiev
aranya is megvaltozhat, attdl fligan, hogy milyen idegrendszeri jel valtotta ki a dokitt
képzdést. Egyes fehérjekbmindig csak ugyanannyit valasztanak ki a konnigyik, igy
ezek aranya kevesebb lesz. Mas fehérjek mennyigégent valtozik, igy az antibakterialis
lizozim, vagy a baktériumok szamara is fontos vagkotésére képes laktoferrin mennyisége
megemelkedik ,konnyfakasztd” ingerek hatasara.

PACAP-immunreaktiv rostokat mutattak mar ki a kémimgyben is, melyek a
ganglion sphenopalatinumbdl erednek, ahol a nelkr&é68o-a PACAP tartalmu.

A nyalmirigyekben és mas exocrin mirigyekben Id¢iatasai valdszirsitik, hogy a
serosus nyalmirigyhez hasonlé felépitékonnymirigyben is kifejt valamilyen, eddig
ismeretlen hatast. A nyalmirigyekben PACAP tartalmngtok mutathatok ki, PACAP adasa
fokozza a nyalszekréciét, a protein szekréciétaslig a C4" csatornékat. Azok az anyagok,
amelyek emelik a cAMP vagy a cGMP szintet, hatagsainak a kdnnytermelésre. Ez a
megfigyelés szintén valosZisiti azt, hogy a PACAP szerepet jatszik a koénnygwiri
mukodéseében.

Ennek alapjan efskisérletiinkben azt vizsgaltuk, vajon szisztemaLRRA kezelés
befolyasolja-e a konny fehérjedsszetételét patkamybs vajon a PACAP d@brdul-e a

konnyben? Osszehasonlitasként a csarnokvizbenggizegaltuk a PACAP éfordulasat.



1.2. A cornea nagyfoku érzékenységének fontos geeran a szemgoly6 védelmében. Ez az
érzékenység gazdag €és sajatos elrgitti érzideg-halézataval van dsszefliggésben.
Minden egyes éfiadegrost jol korulirt corneateriiletet lat el: sédé csucsaval a kdzpont felé
es) resz erzeéskiesését okozza. A cornea érzékenydéderdnod ingerekre valtozo.

A fajdalom-, tapintas-, derzékelés a széli részek felé csokken. A corneaagas it
fajdalomkent érzékeli. A corneaham folyamatosaikdiz kémiai, biologiai ingereknek van
kitéve. A cornea egy esetleges hamsérulésre gyagyglassal reagal. A sérilés tertletében
a keratocytak apoptozist szenvednek és a sebsn@etén Uj sejtek proliferacidja figyelldet
meg. Az apoptotikus és a proliferaciés utak egysmstendkivil fontos a sebgydgyulas
szempontjabol. Szadmos novekedési faktor, transzikspfaktor és citokin szerepét igazoltak
mar e folyamatban. Nem megfélecornedlis sebgydgyulads és/vagy fokozott apoptdzis
szamos esetben kialakulhat, pl.: cukorbetegségtaktlencse viselés, refraktiv sebészeti
szowdmeny.

A PACAP az idegrendszer féflése sordn névekedési faktorkéntkiadik, sérilések
esetén sejtvédhatasa is van. A PACAP cornedlis hatasai kevésaértek, annak ellenére,
hogy a peptidnek és receptorainak jelenlétét manutattak a corneaban. A cornea
epithelsejtjei gyorsan reagalnak kornyezeti artéhamas a gyors sebgydgyulashoz vézet
szabalyzd uUtvonalak egyensulya elengedhetetlen. leggbbi vizsgalatban a PACAP27
szemcseppel idegvétresek novekedéseét serkentették nyul cornedjabésgd®rsitottak a
cornea érzekenységének helyredllasat. Bar ez galatscsak a neuronalis regeneraciora
fokuszalt, felhivta a figyelmet arra a lebsdgre, hogy a PACAP szemcsepp formajaban
fokozhatja a cornea hAmosodasat.

Vizsgaltuk a PACAP epithelidlis sebgydgyulasra gyak hatasat, valamint két véd
molekulanak (AKT és ERK1/2) PACAP hatasara bektemtkt valtozasait, melyelr

korabban mar leirtak, hogy a sejttulélésben eégeneracioban egyarant fontos szerepik van.

1.3. A retina a kozponti idegrendszer ,kihelyezetisze. Kisérleteinkben a patkany retinat
vizsgaltuk, mely hasonlit a human retindhoz j0 utszaltsdga és a harord $ejtes és két
szinaptikus rétege miatt. Nincs csapokban gazdagpddii része, bar itt is megfigyelibet
centriperiférids gradiens, azaz a centralis rékz dephotoreceptonasiiség megnovekszik a
perifériahoz képest.

Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy a PACAP éspteca jelen vannak a retina
rétegeiben. PACAP immunpozitivitas figyelheimeg patkany retinaban az amacrin-,

horizontalis-, és ganglionsejtekben, valamint aegiggsddésekben és a bélsrostos
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rétegben. PACAP immunreaktivitas igazolhat6 a PACAPozitiv neuronok
plazmamembranjaban, a durva felszémdoplazmas retikulumban és a citoplazmaban. €sirk
retingjaban a PACAP immunreaktivitas cirkadian ezdist mutat. Endsdkben a retino-
hypothalamikus palya a retina ganglionsejtjeiered és a hypothalamus suprachiasmatikus
magjdban védirik, mely az emiisok biolégiai 6rdja. Ezen ganglionsejtek melanapszi
tartalmuk miatt direkt fényérzékenyek. Melanops&izardlag a PACAP-ot tartalmazo
sejtekben termédik. A ganglionsejtek PACAP termelése részben doparanyitas alatt all.

A PACAP immunreaktivitas a retina féfésének korai szakaszaban jelenik meg. A
csirkeretina bels magvas rétegében az embrionalis élet 8. napjatl kimutathaté a
PACAP. Patkéany retina ganglionsejt rétegében @dég 20. napjan jelenik meg a PACAP
MRNS.

Szelektiv PACAP receptorok fetsek a PACAP retinalis kédésének 80%-aért.
Human foetdlis retinaban immunhisztokémiai vizsgd&P ACAP és receptorainak jelenlétét
igazoltdk, melyet a PACAP receptor mRNS kimutatdbag megefsitettek RT-PCR
kisérlettel. A human retinoblastoma sejtek is taré@nak PACAP receptorokat.

PAC1 receptor mRNS-t és protein expressziot tdaljazulott patkany retingjanak
minden rétegében. Csirkeretinaban az embriongliédies 6. napjatél mar jelen van a PAC1
receptor és mRNS. A retina pigment epithel segjeimindegyik PACAP receptor mRNS-ét
megtalaltak. Pontos lokalizacidéra iranyulo vizstataszerint kilondsen & PAC1 receptor
MRNS expresszid észlelbeta ganglionsejt, a bélsmagvas és idegrost rétegben, mig
gyengébb receptor jelenlét mutathat6 ki a ®déks kil rostos, a kil magvas rétegben és a
photoreceptorok kitstagjaiban. Mas vizsgalat megsitette a VPAC receptorok jelenlétét a

retinaban. Sejttenyészetben mar a retina Mull¢jegagn is kimutattak PAC1 receptorokat.

In vitro retinoprotekcio

Az els olyan tanulmany, mely a PACAP retinoprotektiv Batél foglalkozik, arrdl
szamol be, hogy a PACAP-nak wétatasa van retinalis idegsejt-tenyészetekben rghita
toxicitassal szemben. Kordbban mar bizonyitottaklR hasonlé hatasat. Az emelkedett
glutaméat koncentracio excitotoxikus sejthalalt okazidegrendszerben, beleértve a retinat is.
10 nM/L-1 puM/L PACAP27 és 38 a glutamat-indukaltajtisalalt dozisfig§ maodon
gyengitette. Ezt a hatast a PACAP antagonista PA=38Pés a PKA géatlé H-89 egyidej

kezelés megakadalyozta.



Ujsziilott patkanyokbdl szarmazo retina neurobl@segében anizomycin sejthalélt
okoz. PACAP38 kezelés dozisfitggmértékben kivédte a sejthaldlt: az 1-10 nM/L

koncentraciéju PACAP38 a sejthalal teljes gatlésatiményezte.

A PACAP in vivo retinoprotektiv hatdsa

Az idegrendszer legfontosabb serkemainszmittere, a glutamat nagy koncentraciéban
toxikus hatasu. Az excitotoxikus sértlés a retimansos betegségének faktora, igy a
glaucomanak és az ischaemias retinopathianak isna&ium-glutamat (monosodium-
glutamat=MSG) Ujszllott patkanynak szisztémasanaaéi¥épi a vér-retina géatat sulyos
retinadegeneraciot okozva, a leletinarétegek sulyos karosodasa mutathaté ki. ki
bels hatarhartya kozti tavolsag a felére csokken, 8shkbrban vizsgalva. Az IPL csaknem
teljes eltinése, az INL és a GCL fuzidja figyelbeneg. Fénymikroszkoppal lathatd, hogy a
GCL-ben a 100 mikrométer retinahosszra jutd sajiskl. a fele a normalisnak (a papillatol
azonos tavolsagban mérve). Bar a PACAP éatlép aaggrgaton, a szisztémas PACAP
kezelés az MSG indukalta retina degeneraciot csaksékelten cstkkentette. Ugyanakkor
lokalis PACAP38 kezelés (intravitrealis 1-100 pnfeACAP) a degenerativ morfoldgiai
elvéltozasok szignifikdns cstkkenését eredményédig.1 pmol PACAP csekély javulast
hoz, 100 pmol PACAP csaknem intakt retina megjalernmztositott. Hasonld vétatas
figyelhetb meg PACAP27 kezelésnél is. PACAP antagonistakh@A®P6-38 és a PACAPG6-
27 az MSG indukalta degeneracié fokozodasat eregezdqn jelezve, hogy az endogén
PACAP a retina természetes védekezésében fontoepstejatszik. A PACAP az
excitotoxikus retinakarosodasokkal szemben protakiasu felétt €s Ujszilott patkanyban
IS.

Az excitotoxikus séruléseken kivul nervus opticusagasa esetén és ischemias
retinakarosodasban is igazoltdk a PACAP retinogtiehatasat. Mindkét arteria carotis
communis lekétése utan kronikus hypoperfazié jdrelés a retindban ischemias degeneracié
figyelheth meg. PACAP kezelés a retina degeneracidjat méis¢kes a hatds ebben a
modellben sem volt sejtspecifikus. A PACAP ezerél&i ebzmények alapjan ételjes

retinalis véd hatassal rendelkezik, melyet UV-A indukalta kad#sban teszteltlink.



UV-A sugérzas okozta retina degeneracio

Az atmoszféra valtozasai novelhetik az UV sugamnéstékét a Foldon. Ezaltal a
szem UV expoziciéja is emelkedni fog.

A hosszuhulldma UV-A (315-440 nm) sugarak mindernikap kozegen képesek
athatolni és a retina photokémiai karosodasat akeitrman vizsgalatok azt mutattak, hogy a
napfény expozicio, kulonésen az UV-A, photoaktivogyszerekkel egyitt rendkivil
phototoxikus. A phototoxicitas reaktiv szabadgyokpk: H,O,), singlet oxigén és hydroxil
gyokok képsadését jelenti. A reaktiv oxigén szabadgyokok fehées DNS karosodast
okozhatnak. A szabadgytkfogd glutathion, C és Bmih a fény-indukalta retinakarosodast
csokkenteni probalé endogén védelmi rendszert &ljalg Az endogén neuroprotekcio
tovabbi elemei a retindban talalhatdé neurotrophfalsorok, melyek kdzé tartozik a PACAP
IS.

Harmadik kisérletiinkben arra kerestik a valasagy h@n-e véd hatdsa az intravitrealisan
adott PACAP-nak UV-A besugarzas indukalta retinakadas esetén?

Részletes kisérleti leiras

II. A PACAP konny fehérjedsszetételére kifejtett héasanak vizsgalata

[I.1. Anyagok és modszerek

Vizsgalatainkhoz feltt him Wistar patkdnyokat (200-250 gramm) hasznéltl kisérletek
soran betartottuk a PTE Munkahelyi Allatetikai Bisag 2006-os Allatetikai Kodexében
foglaltakat (BA02/2000-20/2006).

Konny gyijtéséhez a szemészeti Schirmer-probanal haszn&aiospapircsikokat
hasznaltuk. A papir 2-3 mm-es atitatodasa elegentl a tovabbi vizsgalatokhoz. A mintékat
a PACAP kezelés étt, majd a PACAP szisztémas adasa utan 1, 6, 2alop/jtottik
(minden idpontban n=5). 20 ul PACAP38-at adtunk intravénad@® pl fizioldgias
séoldatban feloldva. A mintagjjtést 3 alkalommal ismételtiik Izoflurdnnal tordénhalécios
narcosisban.

A konnymintakat feldolgozasig 0,5 ml-es steril Epgperf csovekben -26C fokon
taroltuk. A papircsikok altal megké6tott fehérjéldé ul mintapufferben oldottuk ki (0,125 M
Tris/HCI, pH:6,8, 4% natrium dodecil szulfat-SD8s, 10% [3-mercaptoetanol). Az igy kapott
oldatot microchip electrophoresisre készitettik @gilent 2100 Bioanalyzer). A vizsgélat



soran a Protein 230-as fehérje chipeket hasznakgiél egy linearis polimert tartalmazisé
agenskeént, amely biztositja a 14-230 kDa tartomanyd fehérjék molekulatémeg alapjan
tortérd szétvalasztasat. Egy chip 10 fehérjeminta elemeédkalmas. Az ismeretlen fehérjek
molekulattmegének pontos meghatarozasahoz a Chip nmiGlekulatomeg markereit
hasznaltuk. A méréseket haromszor ismételtik megpeodukélhatésag bizonyitdsara. Az
eredmeények kiértékelését a protein 230-as asstwyagefsegitségével végeztik el.

A tdmegspektrometriai méerésekhez a gélelectroprsosesan szetvalasztott fehérjéket
a gélidl kivagtuk, majd Eppendorf 6be helyezve 3x 10 percig 200 ul 50%-0s acetorgsil
50 mmol NH,CO; oldattal mostuk. A géldarabokat szobat€rsékleten dehidrataltuk és 10ul
0,04 mg/cr cc. tripszinoldattal kezeltiik. A tripszines emésztitan a peptideket ultrahang
segitségeével oldottuk ki. Oldoszerkent 15 ul vietanitril-hangyasav (49:50:1 v/v/v) oldatot
hasznaltunk. Az extrakcid utan a peptideket tamalonoldatot liofilizaltuk, majd 10 ul
desztillalt vizbe oldottuk vissza. A vizes peptithtbk 1 pl-ét azonos térfogatu telitett CHCA
(alfa-ciano-4-hidroxi fahéjsav) matrix oldattal ratarté talcara csepegtettik. A
konnymintakban talalhatdé fehérjék azonositasarachtaadatbazis kerés hasznaltunk. A
fehérjék szekvencia-egyezeéseinek vizsgalatat at@lhés 1l program segitségével végeztik
el. Human kénnymintadkat egészségesdlinkéntesekt vettiink Schirmer probaval (kor:
25-40, mindkét nem, ismert szemészeti betegsédiinék human csarnokvizet (n=10, 65-85
ev kozotti, mindkét nem) énkéntesékhyertiik cataracta ellenesttdtek alkalmaval. Nativ
mintainkat, illetve a PACAP38 vizes oldatu stangiamek (Sigma-Aldrich) 1-Lul-ét felvittik
a Bruker rozsdamentes acél mintatarto talcara. Ataki beszaradasat kogeh az
elemzéseket Autoflex Il tipusi MALDI TOF/TOF tomeg&trométerrel reflektor detektélasi
modban végeztik el. Az ionizalashoz 337 nm-es gédindézert alkalmaztunk (50 Hz, 20 kV,
késleltetési id: 120 ns volt). A tdomegspektrumokat pozitiv ionid&maddban 1000 és 10000
m/z tartomany kozott regisztraltuk. Minden mintaetében a peptidkeverékre jelletnz

tomegspektrumokat (1000 I6vés/minta) 0sszesitettiik.

[I.2. Eredmények

A szir6papir csikokbol nyert fehérjemennyiség eledgemtt bizonyult a
fehérjedsszetétel microchipeken toftémlemzésére. A chip-technologia segitségével 45
méasodperc alatt quantitativ adatokat nyertink a nkonfehérje-Osszetételdr A
patkanykénnybl tébb fehérjecsucsot tudtunk kimutatni a 14-80 kDenlekulatomeg
tartomanyban. A human konnyhtz hasonléan a patkamgben is detektalhatok a

legnagyobb mennyiségberbfrdul6 fehérjék, a lizozim, az albumin, a laktaferés az IgA.
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Ezen fehérjék mennyiségében nem talaltunk szigmiikkilonbséget a kontroll és a PACAP-
kezelt allatok k6zott. Azonban mar 1 6raval a kégaltdn egy Uj csucsot figyeltiink meg a
60-70 kDa tartomanyban mindegyik PACAP-kezelt adanhnyében. Ez a fehérjecsucs 6 és
24 oraval a kezelés utan is megfigyetheolt.

Az SDS gélelectrophoresis soran a kontroll és PA®AReIt mintak kozott talalt
kilénbségek megegyeztek a microchippel detektdiirkiségekkel, melyek az 50-70 kDa
molekulatémeq tartomanyban voltak a legkifejezettebbek. Az ¢otahnyba &% fehérjék
azonositasat MALDI TOF tomegspektrometriaval végie=.

A vizsgélatok soran megdllapitottuk, hogy a PACREzelés hatasara az adott
molekulasuly tartomanyban a konny fehérje-Osszetéjelentisen megvaltozott. Egyes
fehérjék/peptidek elintek, mig masok megjelentek. Jetem®n megvaltozott a kénnyben
talalhatd keratintipusok aranya is. A PACAP hatasdyan keratinhomologok jelentek meg,
melyek C-terminalisainak aminosavszekvenciai egymasnagyon hasonlitanak, de a
kontroll mintaktdl jelenisen eltértek. A PACAP-kezelt allatok mintaiban neégjt a keratin
1, keratin 10, az 1. tipusu cytoskeletal keratin 43KA10 keratin 1-es tipusa. A PACAP
kezelés hatasara nem expresszalodott a keratin l&gnt basic gene 5, a 2. tipusu
cytoskeletal keratin 5. A keratin komplex 2 bastng 6a isoform 1, az aldehid dehidrogenaz
class 3 enzim és az aktin mindkét mintdban megatidlvolt, de mennyiségik csokkent a
PACAP hatasara.

PACAP vizsgalata human kdnnyben és csarnokvizben
A PACAP jelenlétét human konngb sikertlt igazolnunk MALDI toémegspektrometriai
analizissel. Ezzel szemben a human csarnokviz knintan tartalmaztak PACAP-ot a

kimutathatosagi hataron beldl.

[1.3. Megbeszélés
Kimutattuk, hogy a PACAP kezelés megvaltoztatjabarky fehérje dsszetételét. A
konny proteomika éhyts a noninvaziv mintavétel miatt és egy igéré¢éetinika human
betegségek biomarkereinek azonositasara. A PACA&Rasonldéan tdbb neuropeptifmpl. a
substance P és a szomatosztatin, kimutattak m@y heegvaltoztatjak bizonyos fehérjék
A MALDI TOF tomegspektrometria érzékeny, nagy hatgysagu technika, mely jol
alkalmazhato kulonb@z bioldégiai mintak fehérjetsszetételének vizsgakatdeddig csak

pheochromocytoma-sejtek (PC12) fehérjéinek, PACARzelés utani megvaltozott
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Osszetételét vizsgaltak tomegspektrometrias elesekéSredményeink azt mutatjak, hogy a
PACAP kezelés hatasara a konnyben az 50-70 kDantartyban szamos keratintipus
expresszioja megvaltozott. A keratin 1 és 10 azfeldifferencialodott epithelidlis sejtekre
jellemz. Ezen fehérjek mennyiségét a PACAP kezelés novaltkulonbod cornealis
keratinok szerepe a reepithelizdciéban jélent melyeket novekedési faktorok is
befolydsolnak. A keratin 13 mennyisége is emelked@®CAP hatasara, ugyanezt
tapasztalhatjuk A vitamin jelenléte esetén is.

Az aldehid dehidrogenaz a cornea atlatszésagakemkj&zerepet, megakadalyozza a
citotoxikus anyagok felszaporodasat és védi a érae UV sugarzassal szemben. PACAP
hatdsara ennek az enzimnek a teéiahéte csokkent, ami megtegphiszen a PACAP altaldban
citoprotektiv tulajdonsagokkal bir. Ugyanakkor ddehid dehidrogenaz sebgyogyulasban
betdlt6tt szerepe valéban minimalis éskadése inkabb az endothel réteghezdiit

Kisérletink masodik részében a PACAP jelenlétésgaltuk a kdénnyben és a
csarnokvizben. Kimutattuk, hogy a PACAP jelen van kéannymintdkban, mig a
csarnokvizben nem volt témegspektrometriai kimattbagi hataron belll. A peptid
konnyben vald éffordulasa valdsziisiti, hogy a PACAP a szem felszini széveteibendent
szerepet jatszik.

A PACAP altalanos sejtvédés regeneraciot @egit peptid, melynek endogén «ed
hatasat tobb kisérlet is bizonyitotta. Tobbek kbP&CAP génhianyos (knockout) egerekben
azt talaltdk, hogy PACAP hianyaban a sérilésekZottanérték karosodast idéznekéel Az
endogén PACAP szintje sérllések hatdsara az midgger szamos teriletén megemelkedik,
mely ugyancsak ezt az endogén &é&terepet tAmasztja ala. Ennek alapjan feltétekezzi
hogy a kénnyben éfordul6 PACAP a cornea regeneraciojaban és sedliiési védelmében

jatszhat szerepet. Ezt a lebmiget masodik kisérletsorozatunkban vizsgaltuk.

lll. A PACAP hatasanak vizsgalata a cornea regenércidjara

[11.1. Anyagok és modszerek

Him Wistar patkanyokat hasznaltunk (250-300 gramn£0). Az allatok szemét 50
mg/kg pentobarbital ip. adasa utan mikroszkép ahetyvizsgaltuk, majd cornea trepannal 2
mm-es atméijii korkdros hamsérilést ejtettlink a cornea centrumaba korbevagott
epitheliumot csipesszel, operacios mikroszkép ddattlitottuk el.

PACAP27 20, 100 és 200 pg-jat oldottuk fel 800 gdatillalt vizben. Ezzel a cseppel
kezeltik a szemeket a beavatkozas utan kdzvetsniilinden 2. 6rdban. Minden egyes csepp
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1, 5, ill. 10 pg PACAP27-et tartalmazott 40 ul danyagban. Mindegyik allatnak csak az
egyik szemét csepegtettik PACAP27-tel, a masik dammtroll sérilt szemként szerepelt és
desztillalt viz ,kezelésben” részesilt a fentiidervallumokban. Normal, intakt corneakat 2
allatbol tavolitottunk el. Korabbi tanulmanyok gkam a szemeket a beavatkozas utan 6
oraval vizsgaltuk, amikor mar szignifikAns sebgyddg volt jelen.

A kisérleti &llatokat tulaltattuk, majd szemeikdtdeolitottuk €s olyan csészébe
helyeztik, mely lagy plasztilinnel volt kitdltvejztositva ezzel a pozicionalast. A corneakat
fluorescein festékkel festetttk meg (Haag-Streitvaj, majd Nikon FX-A
fotomikroszkdppal lefényképeztidket. A mikroszkdp digitalis kameraval volt 6sszekdt
(Spot RT color kamera). A sérlt terllet nagys&pot advance softwearral szamitottuk Ki.
Statisztikai probaként student-t probat alkalmakzti8rignifikansnak tekintettilk a kontroll és
kezelt cornedk kozoétt a kulonbséget, ha p< 0,080Meakat rutin hisztologiai festésnek is
alavetettik. 4%-os formaldehides fixaciot kdest 10 um vastagsagu szeleteket készitettlink
és haematoxilin-eosinnal festettiik meg.

Western blot vizsgalathoz cornea abraziot végeztéankorabban leirt médon, a
corneakat 4 6ra mulva eltavolitottuk a protektivch@nizmusok megitélése céljabdl (n=7).
Normal, intakt cornedk is eltavolitasra kerlltekallatbdl, hogy az Akt és az ERK1/2
foszforilacio alapértékét megmérjuk. A mintdkon Yeées blot analizist végeztink. A
membranokat #C-on 12 6ran at a kovetkeantitestekkel kezeltiik: foszfospecifikus anti-
Akt-1 Serd73, foszfospecifikus anti-ERK1/2 Thr20@/d04 és anti-Aktin. A membranokat
6x5 percig mostuk (pH= 7,5), majd anti-nydl tormapédaz-konjugalt masodlagos antitestet
hasznaltunk, a komplexet kemoluminescenciaval kelfthatova. Az eredményeket NIH
ImageJ programmal értékeltik. A kisérletet minimdimalkalommal ismételtiik. Statisztikai
analizis Anova prébaval tortént, melyet Bonfermpost hoc analizis kdvetett. Szignifikansnak

tekintettiik az eredményeket, amennyiben p<0,05.

[11.2. Eredmények

6 Oraval a cornea sérilése utan a gyogyulasi fayae fluoresceinnel festett
szemeken valamennyi allatban jol lathat6é volt. Alkéerilet a Spot advance programmal
szamolva szignifikansan kisebb volt az 5, ill. 1§ RACAP27-tel kezelt corneadkban, mint a
kontroll szemekben. A hamosodas mértéke kb. 209,05 és 25% (p<0,01) az 5 és 10 ug
PACAP-pal kezelt szemeken. A PACAP kisebb dézisad} szintén csdkkentette a sérilés
méretét (15%), de ez nem volt szignifikans, ossxeve kontroll corneakkal. Ezeket az

eredményeket a rutin szovettani vizsgalat is megjtatte.
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Mind az Akt, mind az ERK1/2 foszforilacidja alacgoszinten maradt a normal
cornedkban. Az ERK1/2 foszforilacidja szignifikAnsanegemelkedett cornea abraziot
koveben. A foszforilaciot PACAP27 adasa szignifikansakozta mind a sértetlen, mind a
sértett cornedkban. Az Akt foszforilaciojat 6nmagdta sérulés nem fokozta, de PACAP27

szignifikansan stimulalta a foszforilaciojat mindiatakt, mind a sérilt mintdkban.

[11.3. Megbeszélés

Kordbban nem volt ismeretes, hogy a PACAP hatdssale a cornea epithelialis
sebgyogyulast. Szamos vizsgalat bizonyitja, hoRAEAP el$sorban PAC1 receptorokon
keresztil fejti ki ezen citoprotektiv hatasat. AMR indukélta folyamatok fontos szerepet
jatszanak a cornedlis sebgydgyulasban és homeistigaz A cAMP fokozni tudja a
novekedési faktorok hatdséat, ezt epidermalis naediefaktor és cornedlis epidermdlis
migracio kapcsolatdban irtak le. Szamos ndvekddkgir esetében igazolddott, hogy fontos
szerepik van a cornea sebgydgyulasaban.

A foszfatidil-inositol-3-kinase (PI3K)-Akt utvondtaés a mitogén aktivalt protein
kinase (MAPK) csaldd a cornedlis sebgyogyukasniediatorai. Az Akt aktivitasat irték le
szamos olyan novekedési faktorikiddésekor (inzulin-szérndvekedési faktor 1,2 tipusa,
epidermalis ndvekedési faktor, hepatocita névekeidésor), melyek a cornealis mitdzisra,
migraciora és sebgyogyulasra hatnak. Ehhez hasorlddAPK csalad tagjai, beleértve az
ERK1/2-t is, fontos szerepet jatszanak e folyamadok Igazoltak, hogy a gliasejt erddet
ndvekedési faktor (GDNF) ERK1/2-t indukal a cormgdthelsejtjeiben. A PACAP ételjes
CAMP stimulalé hatasat mar ismerjik, de az ERK fistAcidjat serkent hatasat is leirtak
retindban, endothel sejtekben, astrocytakban, cedigi neuronokban és kisagyi
szemcsesejtekben. Igazoltdk a PACAP Akt foszfadtdmkozé hatasat cardiomyocytakban,
monocytakban és szimpatikus neuron sejtekben.

Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a PACAP a corneabatimulalja e folyamatokat és

fontos szerepet jatszik a cornea reepithelizacagjab

12



IV. A PACAP védé szerepének vizsgalata UV-A sugarzas indukalta reta
degeneracidban

IV.1. Anyagok és modszerek

Kisérleteinkben felétt him Wistar patkanyokat (250-300 gramm) haszméltiPentobarbital
anesthezidban pupillatagitast végeztink 1 cseppodY%henylephrinnel és egy csepp
cyclopentolattal (10 mg/ml). Az UV-A expoziciosdl 570 nm hulldmhosszusagu fénnyel
pozicionalast és fokuszalast végeztink, a retirsudpazasat a Calkins és Hochheimer altal
leirt médszerrel szamitottuk ki. Az UV-A sugarz& dercig (315-400 nm, 1.5 mW/én
tartott, XLPS-10 tipust Xenon lampéaval, majd 1000prRACAP38-at 5 ul fizioldgias
séoldatban feloldva intravitrealisan adtunk a jeabmbe (n=22). A mésik, kontroll szembe 5
ul vivéanyagot adtunk. A besugarzast kévét 2 vagy 7 nappal az allatokat tulaltatas utan
enuclealtuk, a szemeket hideg foszfat puffer fazhs sooldatba raktuk és foszfatpufferben
oldott 4%-o0s paraformaldehidben fixaltuk. A szoketeDurcupam ACM gyantaba agyaztuk
be, 2 um-es szeletekre vagtuk és toluidin kékkejfestettiik. Digitdlis CCD kameraval Spot
program segitségével fényképeket készitettlink afetedg retinateriletekd. A méréseket
NIH Image 1.55 programmal végeztik. A mérési mintdikimum 3 allatbol szarmaztak,
preparatumonként legaldbb 6-6 szovetblokkot tadatak (n=2-5 mérés 1 szévetblokkon
belll). A kbvetke# paramétereket mértik: (1) a retina vastagsagdsé &8 bel§ hatarhartya
kozott (OLM-ILM); (2) a kul$ és bel§ magvas, a kiés és belé rostos réteg vastagsaga
(ONL, INL, OPL, IPL); (3) az 500 pfrre e$ sejtek szdma az ONL-ben; (4) az 500%ren
juté sejtek szama az INL-ben; (5) a ganglion sejtggében (GCL) a 100 um retinahosszra
jutd sejtek szama. Statisztikai értekelést ANOVAzteel végeztink, melyet Tukey-B post

hoc analizis kovetett.

IV.2. Eredmények

A kontroll készitményekben a patkanyretina mindétege jol elkulonithét volt.
Megfigyelhet a ganglionsejtek rétege, a lielestos réteg, melyet a bipoléaris sejtek, amacrin
és horizontalis sejtek rétege kovet (Befsagvas réteq). Ezt koveti a vékony Kil®stos
réteg és a photoreceptorok sejttestjeinek tobb @alads magvas réteg). Vegul kdvetkezik a
photoreceptor réteg é€s a pigmentepithelium (PE)r NMldnappal a besugarzas utan
megfigyelheb a retina kdrosodasasleg az ONL-ben szamos sejt sérilt, de Ures sejketst
talaltunk az INL-ben is. Az ONL, INL sejtjeinek sma szignifikhnsan csokkent (42% és 27%
a kontrollhoz viszonyitva). A retina rétegeinektegsaga csokkent. Az intravitrealis PACAP

kezelés hatdsara az ONL nidgte struktirgjat és a GCL sejtszama is valtonatiaradt.
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2 nappal a besugéarzas utan degenerativ elvaltofié@g@thettk meg az ONL és INL
rétegekben. A sejtszam mindkét rétegben markansékkent (42% és 47%) a kontroll
retinahoz képest. Piknotikus sejteket, Ures ségites lathatunk mindkét magvas rétegben.
Intravitrealis PACAP szignifikansan emelte az ONLINL sejtszamat (70% és 74%).

A GCL-ben a retina 100 um-ére jutd sejtszam kb. B096It a normal retinaénak. A
PACAP-pal kezelt szemekben a GCL-ben a sejtek szaigaifikAnsan emelkedett az UV-A
sugarzasnak kitett retinahoz képest.

1 héttel a difftz UV-A sugarzast koven sulyos karosodast figyeltink meg a
retindban. Az ONL-ben és az INL-ben a degeneratiitjlathatjuk, piknotikus sejteket, Ures
sejttesteket €és az egyes rétegek struktira vetztBs@hotoreceptorok kids tagjai is
szignifikansan karosodtak. Az IPLésen megduzzadt és ebben a rétegben a bipolaek sejt
karosodasat jetzdenz pontokat lehet latni. A sejtek szama szigaifsan csokkent az ONL-
ben (42%), az INL-ben (33%) és a GCL-ben (34%).

Az intravitrealis PACAP kezelés szignifikans védetrbiztositott, a retina rétegei jol
kivehetk voltak, a magvas rétegekben a sejtek épek maradtalPL duzzadasa csokkent.
Az ONL-ben a sejtszam 60%-ra, az INL-ben 47%-r&G@L-ben 56%-ra 6it €s a retina

vastagsaga is szignifikansastin

IV.3. Megbeszélés

Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a PACAP protektiatdsu az UV-A sugarzas
kivaltotta retinalis karosodassal szemben. A sérfilgelei a photoreceptorok degeneracioja,
amit sejtszadmuk csotkkenése mutatott. 4bé6 iddspontokban a bipoléris és ganglionsejtek
szama is jeledsen csokkent. A fenti valtozasok mindegyike csokketi volt PACAP
intravitredlis adasaval. Neuroprotektiv hatasa ettel PACAP szignifikansan csokkentette az
oedémat 7 nappal az irradiaciot ke, ezt a hatasat korabban ischaemias agyi oedémana
figyelték meg. A PACAP induk@lta retinoprotekcidad@nos neuroprotektiv mechanizmusra
utal és nem fenotipus specifikus sejtprotekciéra. rétina egyes neuronjait jélz
sejtmarkereket hasznalva nem talaltak korrelacPAGAP sejttipus specificitasa és protektiv
hatasa kozott sem MSG, sem ischaemia altal kivategeneracioban. A PACAP retinab ér
kilonb6d noxakkal szembeni hatékonysaga szintén tamogatjaa emegfigyelést. Jelen
vizsgélatunk - melyben &z6r mutattuk ki a PACAP diffuz UV-A besugarzasesilvéd
hatasat — is azt bizonyitja, hogy a PACAP széldskeirnoprotektiv hatassal bir.
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V. Uj eredmények dsszefoglalasa

1. Igazoltuk, hogy a PACAP megtalalhaté a kdnnybem é&zisztémasan adott PACAP
megvaltoztatja a kdnny 6sszetételét.

2. lgazoltuk, hogy a lokalis PACAP kezelésssdgiti a cornea reepithelizaciéjat és
fokozza két veéd molekula, az ERK1/2 és az Akt aktivaciojat.

3. lgazoltuk, hogy az intravitrealis PACAP kezelés &duhitast fejt ki UV-A sugarzas

indukalta retina degeneracioban.
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