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Roviditések jegyzéke

60OHDA: 6-hidroxidopamin

AC: adenilat-ciklaz

AIlF: apoptdzis indukal6 faktor

AKt/PKB: protein kinaz B

ANOVA: variancia analizis teszt

Bad: Bcl-2-fligg6 sejthalal promoter

Bax: Bcl-2-fiiggé X-protein

BCCAO: kétoldali arteria carotis communis okkl(zio
Bcl-2: B sejt limfoma 2

BDNF: agy-asszocialt neurotrop faktor

BSA: szarvasmarha szérum albumin

CAMP: ciklikus 3°,5’-adenozin-monofoszfat
CINC-1: citokin-indukalt neutrofil kemoattraktans-1
CREB: cAMP-reszponziv elem kotd fehérje
DePeX: disztrén + trikrezil-foszfat + xilénbdl alld6 miigyanta ragaszto
DPP-1V: dipeptidil peptidaz IV enzim

ERG: elektroretinografia vizsgalat

ERK: extracellularis szignal-regulalt kinaz
eye-cup: szemserleg

GCL: ganglionsejtek rétege

GFAP: glidlis fibrillaris savas fehérje
HIF-1a: hipoxia indukalt faktor 1-alpha

ivi: intravitrealis

IL-1: interleukin-1

ILM: belsd hatarhartya

INL: retina bels6 magvas rétege

IL: interleukin

IPL: retina bels6 rostos rétege

JE/MCP-1: monocita kemoattraktans fehérje
JNK: c-Jun N-terminalis kinaz

LPS: lipopoliszaharid

M65: PACL receptor antagonista



MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

Max: maxadilan

MIP-3a: makrofag gyulladasos fehérje 3

MMP: metalloproteindz

MSG: monoszoédium-glutamat

NDS: normal szamar szérum

NFL: optikus rostok rétege

NMDA: N-metil-D-aszparaginat

OCT: optikai koherencia tomografia vizsgalat
SD-OCT: spektral-domain optikai koherencia tomografia
OLM: kiils6 hatarhértya

ON: latoideg

ONL: retina kiils6 magvas rétege

OPL.: retina kiils6 rostos rétege

PACL: hipofizis adenilat-ciklaz receptor 1

PACAP knock out/KO egér: PACAP gén hianyos egér
PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid
PBS: foszfat pufferelt sboldat

PE: retina pigment epitél rétege

PFA: paraformaldehid

PI: propidium-jodid

PI3K: foszfatidilinozitol-3-kinaz

PKA: protein kinaz A

PKC: protein kinaz C

PL: retina fotoreceptorok rétege

PLC: foszfolipaz C

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SEM: kozépérték kozepes hibdja

sham: aloperalt allatok csoportja

SICAM-1: szolubilis intercellularis adhézidés molekula
TIMP-1: szoveti metalloproteinaz gatlo fehérje
TLR: Toll-like receptor

TNFa: tumor nekrozis alfa faktor

VEGF: érfali endothel novekedési faktor



VIP: vazoaktiv intesztinalis polipeptid

VPACL: vazoaktiv intesztinalis peptid receptor 1
VPAC?2: vazoaktiv intesztinalis peptid receptor 2
W1: vad tipusu egerek csoportja



1 Bevezetés

1.1 Aretina

A retina a kettds fali szemserleg szarmazéka, amely az agyholyag kitiiremkedésébol
jon létre. Ezéltal agyszovetnek tekinthetd, ami miatt idegtudomanyi kutatasokhoz igen
elterjedten alkalmazzak. Kialakuldsa soran a szemserleg kiilsd, valamint a belsé fala az ora
serrata el6tti teriiletig egyrétegli marad, azonban a belsd fal hatso 4/5-e¢ fényérzékeny
ideghartyava differencialodik (Rohlich 2014). A retinat kettd nagy részre oszthatjuk
kornyezeti energia elektromos potencialla torténd atalakitasa szempontjabol. Az egyik a
neuralis retina, ami sejttesteket és nyulvanyokat tartalmaz és egymastol jol elkiiloniilé
rétegeket hoz létre. Ide sorolhatdak a bipolaris-, horizontélis- és amakrin sejtek, valamint a
vizualis informaci6 feldolgozasaban szerepet jatsz6 ganglion sejtek. A masik csoportban a
fototranszdukcioban szerepet jatszo retina szenzoros részét alkotd fotoreceptorok, a csapok
¢s palcikak tartoznak, amelyek feladata a fény felfogasa és idegingeriiletté valo atalakitasa
(Ryan 2013). Ingeriilet feldolgozas és tovabbitasa szempontjabol elkiilonitiink a retinaban
horizontélis, valamint vertikalis rendszert. A horizontalis neuronrendszert a fotoreceptorok
Osszekapcsoldsdban szerepet jatszd horizontalis sejtek, valamint a bipolaris sejtek
OsszekoOtésében részt vevd amakrin sejtek alkotjdk. A vertikdlis neuronrendszernél a
fotoreceptorok a bipolaris sejteknek tovabbitjadk az informaciot, melyek szinaptizalnak a
ganglionsejtekkel, és axonjai a latdidegbe szedddnek Gssze, haladnak tovabb a magasabb
agyi kozpontok felé (Siiveges 2010).

A retina anatomiai szempontbdl 10 rétegb6l épiil fel (1. abra). A belsd rétegektol
haladva eldszor az optikus rostok rétege (nerv fiber layer: NFL) talalhat6, amit a belso
hatarmembran (inner limiting membrane: ILM), a ganglionsejtek rétege (ganglion cell layer:
GCL), a belso rostos- (inner plexiform layer: IPL) és magvas réteg (inner nuclear layer:
INL), a kiils6 rostos- (outer plexiform layer: OPL) és magvas réteg (outer nuclear layer:
ONL) kovet. Ezt a kiils6 hatarmembran (outer limiting membrane: OLM) hatarolja, amit a
fotoreceptorok belsé valamint kiilsé szegmense (photoreceptor layer: PL) és a pigment
epitélium (pigment epithelium: PE) kdvet. A belsé hatarhartya az livegtesttdl valasztja el a
harom magvas réteget, a koztiik elhelyezkedd két szinaptikus réteget, valamint az optikus
rostok rétegét. A kiilsd hatarhartya a fotoreceptor sejtek perikarionjait zarja le a fotoreceptor
nyulvanyok iranyaba. A hartyakban hosszan elnyult, kiilonleges gliasejtek, a Miiller-sejtek

talalhatok. A Miiller-sejtek vitrealis iranyba haladé nytlvanyai talpszerii megvastagodassal



hozzak létre a belsé hatarhartyat, a scleralis nyalvanyuk pedig a fotoreceptorok kozé
illeszkedik be (Ryan 2013). A dolgozatban a tovabbiak soran a nemzetkdzi gyakorlatban

elterjedt angol rovidités keriil feltiintetésre a retina szovettani rétegeirdl.

afény itja
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1. abra: A: Emlds retina metszet toluidinkék festéssel (forras: sajat felvétel). B: Retina
szerkezetének sematikus abrazoldasa. ILM: bels6 hatarhartya, NFL: optikus rostok
rétege, GCL: ganglionsejtek rétege, IPL: belso rostos réteg, INL: bels6 magvas réteg,
OPL: kiilsd rostos réteg, ONL: kiils6 magvas réteg, OLM: kiilsd hatarhartya, PL:
fotoreceptorok rétege, (forras: Siiveges 1. (2010) Szemészet tankonyv abraja alapjan

modositva).

A retina vérellatasarol kettds artérids rendszer gondoskodik (2.A abra). A retindlis
érrendszer koziil az egyik részét a sugartest artéridk (arteriae ciliares) képezik, amelyek
stirlin szerteagazodan alkotjak az érhartyat és oxigénben, tdpanyagban gazdag vért szallitanak
a retina fotoreceptorokat tartalmazo rétegeihez. A masik érrendszer a latdideg kozepén
belépd, majd négy nagyobb agra oszl6 arteria centralis retinae, amelyek az iivegtest €s a
retina legbelso rétegei kozott futnak és a belso teriiletek taplalasat latjak el (Rohlich 2014).

Az ideghartya vénas elvezetéséért a vena centralis retinae felel (2.B abra).



artéria centralis retinae
sugartest artériak

szemver6ér — ———— latdideg

2. abra: A: A retina artérias vérellatasanak sematikus abraja (forras: Aslam et al. 2010
abraja alapjan modositva). B: Szemfenék tiilkrozés segitségével Kkésziilt felvétel
egészséges emlos retinarol. A felvétel jol mutatja az artériak és véndk normal lefutasat a
retina felszinén. A: arteria centralis retinae; V: vena centralis retinae; ON (optic nerve):

latoideg (forrés: sajat mérés alapjan).

Amennyiben a retina vérellatdsa valami oknal fogva lecsokken, szerkezetében
iszkémias karosodas jon létre. Ennek hatdsdra degenerativ elvaltozasok, sulyos
lataskarosodas alakul ki, ilyen példaul a diabéteszes- (3. abra) vagy korasziilott retinopatia
is (Osborne et al. 2004; Chen et al. 2006; Pournaras et al. 2008; Kaur et al. 2008; Feigl 2009;
Kvarik et al. 2016)



3. abra: Abnormalis erek kialakuldsa 2-es tipusu diabéteszes retinopatia esetén
patkany modellben. A szemfenéki képen fekete nyilak jeldlik a tagult, kanyargds erek

megjelenését, mely az egész retina teriiletére mar kiterjed (forras: sajat mérés alapjan).
1.1.1 Arretinain vivo vizsgalomodszerei

1.1.1.1 Elektroretinografia (ERG)

Az elektroretinografia a latas funkcionalis vizsgalati modszere, amely a retina
sejtjeinek aktivitasat méri fény inger hatdsara és ez elektroretinogramok forméjaban kertil
abrazolasra. A modszer informaciot nyujt a retina fotoreceptorainak, illetve bipolaris- és
horizontalis sejtjeinek funkcionalitasarol (Noailles et al. 2019). Az elektroretinogrammon
kiilonb6z6é hullamokat kiilonitiink el (4. dbra). Az a-hullam amplitidoja a késdi receptor
potencidlt adja meg, amely a retina kiilsé részében -elhelyezkedd fotoreceptorok
miikddésérdl és allapotardl ad jelzést, mig a b-hullam amplitiddja a retina belsé rétegeinek
allapotat tiikr6zi, mint az ON bipolaris és a Miiller sejtek (Miller és Dowling 1970). A
klinikumban gyakran regisztraljak tovabba a pigment epitéliumbdl induld c-hullam
paramétereit is, illetve az OFF bipolaris sejtek altal indukalodo d-hullamot (Hu és Marmor
1982). Az amplitidokon kiviil mérhetd paraméter még a-hullamok implicit ideje, amely az
adott sejtek aktivalddasi idejével egyenesen ardnyos. A palcikdk és csapok szummalt
valaszat az ERG mérés soran egymastol elkiilonitve Ganzfeld-mddszerrel (szkotopikus vagy
fotopikus adaptacioban) végezhetjiik el. Kutatdsunk sordn sotét adaptalt méréseket

hajtottunk végre, ahol az a és b-hullam amplitoddjat és implicit idejiiket monitoroztuk.
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4. abra: Reprezentativ elektroretinogram és annak paraméterei. A kiilonb6z6
hullamkomponensek elhelyezkedésének és azok paramétereinek meghatarozasa a fekete

szaggatott nyilakkal jelolve (forras: sajat mérés alapjan).

1.1.1.2 Optikai koherencia tomografia (OCT) vizsgalata

Az optikai koherencia tomografia egy olyan képalkotd eljaras, amely noninvaziv
modon a teljes szem szerkezeti vizsgalatat teszi lehetdvé. Napjainkra a szemészet teriiletén
a spektral-domain OCT (SD-OCT) hasznalata igen elterjedtté valt a rutin diagnosztika soran.
Alapja az infravords fénysugar, amely a szem szdvetein visszatiikr6zédik és az ebbdl
szarmazo reflexids/fényszorasi tulajdonsagok térbeli eloszldsa rajzolja ki a vizsgalt
struktarat (5. 4bra). A mérés soran szamitdgép segitségével a mélységi informéciok
leképezését A-scannek hivjadk. Az A-scannek sorozatabol generalt longitudindlis képet pedig
B-scannek nevezik. A B-scan adatok sorozata egy térbeli modellezést tesz lehetové, mely
soran az igy kialakult 3D modellben mind vertikélis, mind pedig horizontélis irdnyban a

vizsgalt objektum egy egy szelete konnyen kivalaszthatova és elemezhetévé valik (5. abra).
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5. abra: OCT Kkésziilék scanning tipusainak sematikus abrazolasa. Piros nyilak az
infravoros fénnyel megvilagitott, szovetrél visszaver6dd sugarakat jelzi. Az A-scan a
mélységi adatokat szolgaltatja pontrol-pontra letapogatva. Az ebbdl nyert longitudinalis
felvételt a B-scan reprezentalja, melyb6l 3D térszerkezet hozhato 1étre. A 2D felvételeken
a sOtétebb arnyalatok (s6tét sziirkés) a fényt kevésbé visszaverd teriileteket jellemzik, mig
a vildgosabb arnyalatok (fehéres) az erdsebben reflektalt rétegeket mutatjak (forras:

Wildeman és Dhalla 2016 abraja alapjan modositva).

A modszer kivaléoan alkalmas a cornea sériilések detektalasara a retinalis
elvaltozasok kimutatasira egyarant. A mérést kdvetden azonnal informaciot szolgaltat a
késziilék a retinalis rétegek vastagsagarol (6.E abra), a doppler funkcionak koszonhetéen a
retina szoveteinek érellatasarol, valamint képes haromdimenzios modellt leképezni a felvétel
soran nyert adatokbol (6.D abra). A technika tovabba alkalmas még a szemfenék tiikrozés
elvégézésre is, mellyel a retinalis érhalozat tovabbi feltérképezésére is lehetdség nyilik (6.F
abra). Ezek alapjan jol lathatd, hogy a modszer kivaldan alkalmas szamos retinopatia
kialakulasanak gyors, noninvaziv moddon torténd diagnosztizalasara, és azok

nyomonkovetésére (Guerra et al. 2019).

12



6. abra: OCT mérés demonstralasa. A: Az OCT késziilék. B: Az allattartdé padon

elhelyezett altatasban 1év6 egér a mérés ideje alatt. C: A késziilék szoftverének kezeld
feliilete cornea vizsgalat soran. D: A kontroll egér retina rétegeirdl készitett kétdimenzios
felvétel, valamint az abbol generalt 3D ideghartya modell. E: A retina teljes
rétegvastagsaganak az automatikus meghatarozasa a kiilonb6z6 quadransokban um-ben
megadva. A rétegek vastagsagsaganak adataibol a kiértékeld program segitségével hotérkép
elkészitése az egész retina teriiletére nézve. F: A méréssel egyiddben elkészitett szemfenéki

kép demonstralasa kontroll szem vizsgalta esetén (forras: sajat mérés alapjan).

1.2 A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptidet (PACAP) el8szor Miyata és munkatarsai
izolaltak birka hipotalamuszbol 1989-ben. A peptidet elészér a hipofizisben Kifejtett
adenilat-ciklaz (AC) aktivalo és ebbdl adodo ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) emel6
hatéasa alapjan azonositottak (Miyata et al. 1989). Kettd biologiailag aktiv formaban fordul
elé emlds szervezetben, melyek koziil az egyik a 38 aminosav hossz szekvencidbol allo
PACAP38 (Miyata et al. 1989). A masikat egy évvel késébb fedezték fel, ami rovidebb,
minddssze 27 aminosavbol felépiilo (PACAP27) szerkezettel rendelkezik (Miyata et al.
1990; Fahrenkrug 2010). A PACAP human génje a 18. kromoszoma rovid karjan
helyezkedik el, melyr6l egy 176 aminosav hossziisagh prepro-PACAP irodik at.
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Proteolitikus és amidacids Iépéseket kovetden egymastdl fliggetlen mddon képzdodik beldle
aPACAP27 és 38 (Hosoyaet al. 1992). A PACAP bomlasaért a dipeptidil peptidaz IV (DPP-
IV) enzim felel6s a szervezetben (Zhu et al. 2003; Bourgault et al. 2008; Al-Badri et al.
2018). A gerincesek szervezetében el6fordulo PACAP kozel 90%-at a 38 aminosav tartalmua
peptid teszi ki és csak kisebb mennyiségben van jelen a PACAP27 (Arimura et al. 1991,
Arimura 1998; Vaudry et al. 2000; Shioda et al. 2016). A PACAP a szekretin/ gliikkagon/
vazoaktiv intesztinalis peptidcsaladhoz (VIP) tartozik (Arimura és Shioda 1995; Lee et al.
2007; Lugo et al. 2019). igy nem meglepd, hogy a peptid aktiv formai 68%-os homologiat
mutatnak a VIP-el, amely leginkabb az N-terminalis (1-3, 6-8) és a centralis régiokban (14-
23) mutatkozik meg (7. abra). Irodalmi adatok alapjan tovabba az is ismert, hogy a PACAP
AC emeld hatasa 1.000-10.000-szer nagyobb a peptidcsalad tobbi tagjahoz viszonyitva
(Vaudry et al. 2009).

1 6 13 22 27 38
PACAP: HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK

VIP: HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILNG

7.abra: PACAP38 és VIP fehérje szerkezetének 6sszehasonlitasa. Az abran a fehérjéket
felépité aminosavak szamat, valamint a fehérjék oldallancai alapjan kék szinnel a bazikus-
¢és piros szinnel a savas aminosavakt jeloltik. (forras: Liao et al. 2019 abraja alapjan

modositva).

A PACAP N-terminalis felépitése az evolucié soran egy rendkiviil konzervalt
aminosav-szekvenciat mutat. Ezt jol bizonyitja az, hogy a gerincesek szervezetébdl izolalt
PACAP szerkezetében minddssze csupan 1-4 aminosav eltérés talalhato, amely kivaldan
igazolja a peptid elengedhetetleniil fontos élettani szerepét (8. abra) (Campbell és Scanes
1992; Bourgault et al. 2011; Reglodi et al. 2019; Denes et al. 2019a). A PACAP 1-38 C-
terminalis régioja azonban (29-38) a peptidcsalad tobbi tagjaval 6sszehasonlitva egyedi, igy
semmiféle szerkezeti hasonlosagot nem mutat a VIP-vel. (Robberecht et al. 1992;
Fahrenkrug 2010; Atlasz et al. 2016).
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8. abra: A PACAP38 szerkezeti dsszehasonlitasa gerincesekben. Az abra bal oldalan a
fajnevek, kozépen a szekvencia homoldgia szazalékos aranya, jobb oldalon pedig a fehérje
aminosav sorrendje és az aminosavak pozicidja van feltiintetve (forras: Dénes et al. 2019a

abraja alapjan modositva).

1.2.1 A PACATP elofordulasa a szervezetben

A PACAP nagy mennyiségben a kozponti idegrendszerben fordul eld, ahol
expressziojat mar bizonyitottdk a kétéltliek, halak, madarak és emldsok szervezetében
egyarant (Lugo et al. 2019). Legnagyobb koncentracioban a hipotalamuszban talalhaté meg,
azonban mas agyteriileteken is leirtak jelenlétét tobbek kozott a kozépagy, kisagy, agytorzs,
hid vagy az agykéreg teriiletén (Arimura et al. 1991; Yon et al. 1992; Ghatei et al. 1993;
Peeters et al. 1998; Hannibal 2002; Jakab et al. 2004; Bonaventura et al. 2018). Periférias
idegrendszerben azonositottak a vegetativ pre- és postganglionaris neuronokban, valamint a
spinalis ganglionok teriiletén is (Koves et al. 1990; Tsuchida et al. 2014). Szamos mas
helyr6l is kimutattak jelenlétét, igy példaul a 1épbdl, nyirokszovetb6l, méhbol, emld
szOovetébol, a petefészekbdl, a herébdl, a mellekvesébdl vagy a hasnyalmirigybdl egyarant
(Skakkebaek et al. 1999; Squillacioti et al. 2006; Vaudry et al. 2009; Csanaky et al. 2012).
A kardiovaszkularis, gasztrointesztinalis, 1égz6- illetve immunrendszer teriiletén szintén
talalhatunk PACAP tartalmt idegrostokat (Uddman et al. 1991a; Uddman et al. 1991b ,
Gaytan et al. 1994; Czegledi et al. 2011; Jansen-Olesen és Hougaard Pedersen 2018).
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1.2.2 A PACAP elofordulasa a szemben

A PACARP jelentds mennyiségben talalhaté az iriszben és a sugartestben (Wang et al.
1995). Leirtak tovabba a peptid jelenlétét radioimmunoassay modszerével a szaruhartya,
kotOhartya, inhartya, érhartya, konnycsatorna, valamint a szem belsé simaizmainak
beidegzéséért felel6s ganglion ciliare tertiletérdl is (Wang et al. 1995; Elsas et al. 1996;
Shioda et al. 2016). A PACAP a kiilonb6z6 allatfajok retindjaban mar a fejlédés korai
stadiumaban is megjelenik (Denes et al. 2019b). Zebrahalak esetén megfigyelték a peptid
jelenlétét a megtermékenyitést kdvetd 72. 6raban a ganglionaris sejtrétegben (Mathieu et al.
2005). Nyolc napos csirkeembriobol is kimutathato a retina belsé nuklearis rétegébdl mar a
PACAP pozitivitas (Carrazzoni et al. 2005). Ragcsalok esetén leirtak, hogy a 20. fejlodési
naptol a ganglionaris sejtrétegben megjelenik a fehérje jelenléte (Skoglosa et al. 1999), ami
a felnott egyedek retinajaban mar az NFL, a GCL ¢és az OPL teriiletén (Seki et al. 1997;
Shioda et al. 2016), valamint az INL és IPL rétegében is azonosithaté lesz (Izumi et al. 2000;
Seki et al. 2000b; Gabriel et al. 2019). Tovabba ismert, hogy a retinaban a PACAP

mennyiség a cirkadian ritmusnak megfeleléen oszcillaciot mutat (Jézsa et al. 2001).

1.2.3 A PACARP receptorai

A PACAP receptorai a PAC1, VPACI és VPAC2 receptorok, amelyek a G-
proteinhez kapcsolt receptor csaladba tartoznak. Egyik szerkezeti jellegzetességiik, hogy 7
transzmembran domén épiti fel 6ket, extra- (N-terminalis) és intracellularis (C-terminalis)
régioik valtakozasaval (9. abra). Az intracellularis részen G-protein koté domén talalhato
(Ishihara et al. 1992; Pisegna és Wank 1993; Lutz et al. 1993). A PACAP 1000-szer nagyobb
mértékben képes kotddni a PACI1 receptordhoz a VIP-el szemben, mig a VPAC1 és VPAC2
receptor esetén a két polipeptid kozel azonos affinitast mutat (Arimura 1992; Sherwood et
al. 2000; Shioda et al. 2016).

A PACAP protektiv hatasat szamos egymassal konvergalo jelatviteli tton keresztiil
fejti ki (9. abra) (Gabriel et al. 2019). Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a PACAP harom
receptora koziil a citoprotektiv hatas kozvetitéséért szinte kizarolag a PACI receptora felelds
(Somogyvari-Vigh és Reglodi 2004; Meyer 2006; Botia et al. 2007). A PACAP a PAC1
receptorat aktivalva indukalja az adenilat-ciklazt (AC) ami cAMP expresszids
szintemelkedést idéz eld, és mellyel a protein kinaz A (PKA) altal kozvetitett utvonalakat is

beinditja. A foszfolipaz C (PLC) indukalasaval a Ca?" mobilizaciot képes stimulalni, mellyel
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egy iddében a protein kinaz C (PKC) szignalizaciot is serkenti. A PACI1 receptor képes AC-
fliggd, valamint AC fliggetlen modon is befolyasolni a MAPK utvonalat (9. abra). A fent
leirt €s egyéb mas utvonalak PACI receptoron keresztiili szabalyozasa nagymértékben fligg
a PACAP koncentraciojatol, valamint a PAC1 receptor splice variansainak sejttipus fiiggd

el6fordulasatol (Shioda et al. 2016).
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9. abra: A PACAP és a VIP receptorai, valamint az azokrol indukalt fobb szignalizacios

utvonalak (Diané et al 2014 abraja alapjan modositva).

A PACL receptor a szervezet szamos teriiletén megtalalhato, igy tobbek kozott az
agyban, az adenohipofizisben, a gerincveldben, a vesében, a szemben €s azon beliil is a
szaruhartyaban €s a retinaban egyarant (Usdin et al. 1994; Filipsson et al. 1998; Joo et al.
2004; Vaudry et al. 2009; Shioda et al. 2016). A PAC1 receptor a retina mind a 10 rétegében
eléfordul, ahol kifejezetten magas expresszios mintazatot talaltak a GCL-, INL rétegében ¢€s
a Miiller glia- valamint amakrin sejtek esetén (Seki et al. 1997). Ezzel ellentétben kisebb
mennyiségben észlelték a PACI receptor jelenlétét az IPL, OPL, ONL és a fotoreceptorok
kiils6 szegmensének teriiletén (Seki et al. 1997; Izumi et al. 2000; Seki et al. 2000a; Silveira
et al. 2002; Kubrusly et al. 2005; Shioda et al. 2016).
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1.2.4 A PACAP iltalanos hatasai

A PACAP neuropeptid szertedgazd hatast képes kifejteni és alapvetd bioldgiai
funkciok ellatasaban vesz részt, melyek hatterében a filogenetikailag igen konzervalt
szerkezete, valamint a szervezetben vald széleskori eléfordulasa all (Campbell és Scanes
1992; Vaudry et al. 2009; Shioda et al. 2016; Horvath et al. 2019). A PACAP-ra gyors
szamos bioldgiai folyamatot képes befolyasolni tgy, mint példaul a taplalkozas, nyal
szekrécio, a cirkadian ritmus, termoregulacio, memoria-, Stressz-  valamint
immunfolyamatok szabalyozasa (Gray et al. 2002; Hannibal 2006; Murck et al. 2007;
Matsuda és Maruyama 2007; Vaudry et al. 2009; Matsuda et al. 2013; Banki et al. 2014;
Rudecki és Gray 2016; Matoba et al. 2016; Toth et al. 2020a). Képes a szervezet
folyadékhéztartdsat befolyasolni a folyadék felvétel fokozasaval, a hipofizis
hormontermelését is regulalja, tovabba fokozza a pankreasz inzulin-, pajzsmirigy tiroxin
szintézisét, ezen kiviil pedig mar leirtak fontos vazodilatator és horgétagito szerepét (Warren
et al. 1991; Chen et al. 1993; Lindén et al. 1999; Isobe et al. 2003; Reglodi et al. 2003; Otto
et al. 2004; Okada et al. 2007; Winzell és Ahrén 2007; Sandor et al. 2009; Pirger et al. 2010;
Tumurbaatar et al. 2019).

Szabalyozo6 funkcioi mellett mégis a legkiemelkeddbb hatasai kézé a neuroprotektiv,
citoprotektiv és anti-inflammatorikus hatéasait soroljuk (Racz et al. 2006; Atlasz et al. 2010a;
Reglodi et al. 2012b; Masmoudi-Kouki et al. 2018; Maugeri et al. 2020), melyeket szamos
neuronalis sériilést modellez6 in vivo és in vitro kutatassal is alatimasztottak (Atlasz et al.
2010a; Shioda et al. 2016; Toth et al. 2020b). In vivo tanulmanyok alapjan ismert szamos
idegrendszeri megbetegedésnél az exogén PACAP kezelés védo hatasa, igy tobbek kozott a
Parkinson-korban, Huntington koérban, agyi iszkémia, trauma esetén, depresszid
kialakulasanal és egyéb neurodegenerativ betegségeknél (Somogyvari-Vigh és Reglodi
2004; Shioda et al. 2006; Ohtaki et al. 2008; Vaudry et al. 2009; Reglodi et al. 2011; Gaszner
et al. 2012; Shioda és Nakamachi 2015; Reglodi et al. 2015; Kormos et al. 2016; Reglodi et
al. 2018b; Kovacs et al. 2019). Szamos tanulmany foglalkozik az endogén PACAP protektiv
szerepének vizsgalataval is, ahol a kisérletek soran a PACAP knock out (KO) egerek
alkalmazasa szolgal a legtobb bizonyitékkal (Hashimoto et al. 2001; Ivic et al. 2019; Barrett
et al. 2020). Megfigyelték, hogy sériilés vagy negativ kiilsé ingerek hatasara nagyobb
mértekll karosodas alakul ki a PACAP KO egerek szervezetében vad tipust tarsaikhoz

viszonyitva (Szabadfi et al. 2012a; Reglodi et al. 2012b; Reglodi et al. 2018a; J6zsa et al.
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2019; Rivnyak et al. 2018). Leirtak, hogy a PACAP gén ¢s ennek kovetkeztében a peptid
hianya a szervezet szamos teriiletén rendellenes miikodést eredményez, mint példaul a
hohéztartds egyensulyanak megbomlasa, csontosodasi folyamatok, fogfejlodés és a konny
termelési zavara, vagy az 6regedés korai tiineteinek megjelenése (Gray et al. 2002; Reglodi
et al. 2012b; Nakamachi et al. 2016; Kovacs-Valasek et al. 2017; Farkas et al. 2017; Abad
¢s Tan 2018; Cline et al. 2018; Reglodi et al. 2018a; Jozsa et al. 2018; Szegeczki et al. 2019;
Fulop et al. 2019). A PACAP neuroprotektiv hatasait in vitro kisérletek is igazoljak, ahol
kiilonb6z6 karositd tényezokkel (glutamat, etanol, nikotin, ceramid, vagy oxidativ stressz,
60HDA) szemben bizonyult protektivnek (Somogyvari-Vigh és Reglodi 2004; Racz et al.
2006; Kasica et al. 2016; Huang et al. 2017; Manavalan et al. 2017).

Kutatasok alapjan tovabba ismert, hogy a peptid kiemelten fontos gyulladascsokkent6
¢s immunmodulator hatdssal is rendelkezik (Veldzquez et al. 2020), ilyen példaul az
endotoxin indukalta citokinek termelédésének (tumor nekrozis alfa faktor (TNFa, inerleukin
fagocitézis folyamatat, valamint befolyasolja a természetes immunitasért felelds antigén
felismerd receptornak, a Toll-like receptornak (TLR) a szabalyozasat is (Delgado et al. 2003;
Baranowska-Bik et al. 2006; Bik et al. 2006; Lugo et al. 2019). Az eredmények azt mutatjak,
hogy a PACAP fontos szerepet tolt be mind a velesziiletett, mind pedig a szerzett immunitas
folyamataiban, példaul képes egy kialakuld szepszis mértékét is csokkenteni (Delgado et al.
1999; Ganea és Delgado 2002). Ezt a mérséklést elsddlegesen a PAC1 receptoran keresztiil
medialja az endotoxin indukalta interleukinek (IL), adhézidés molekulak és a neutrofil
infiltraci6 gatlasa révén (Martinez et al. 2002). Kong ¢s munkatarsai a kodzponti
idegrendszerbdl szarmazo primer kevert neuron/glia sejttenyészeten vizsgalta a PACAP
hatasat lipopoliszaharid (LPS) indukalta gyulladasos folyamatokban (Kong et al. 1999). Az
endotoxin kezelés kovetkeztében nitrogén-monoxid és laktat-dehidrogenaz felszabadulas
alakul ki, ami sejtkarosodast idéz e¢l6. A PACAP kezelés képes volt meggatolni a fent
emlitett vegyliletek megjelenését, ezzel biztositva az idegszoveti sejtek talélést és kialakitva
a gyulladascsokkentd hatasat (Kong et al. 1999). Egy masik in vitro tanulmanyban LPS-
indukalta neurotoxicitassal szemben bizonyult protektivnek a peptid mindkét aktiv bioldgiai
formaja (Yang et al. 2006). Képes volt lecsokkenteni a dopaminerg sejtek gyulladasat,
gatolta a kaszpaz aktivaciot és novelte az anti-apoptotikus szignalutvonal elemeinek
expresszidjat, mint az agyi eredetli novekedési faktor (BDNF), valamint a CREB

foszforilacio (Brown et al. 2014).
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A PACAP altalanos sejtvéd6 hatasat az apoptotikus €s inflammatorikus folyamatok
gatlasa révén (apoptozis indukalo faktor (AIF), mitokondrialis citokrom C, kaszpaz 3, p38
mitogén-aktivald protein kindz (MAPK), a c-Jun N-terminalis kinaz (JNK), a Bcl-2- fliggd
sejthalal prométer (Bad), a Bel-2-fiiggé X-protein (Bax), a hypoxia indukalt faktor 1-alfa
(HIF-1a)), valamint ezzel parhuzamosan az anti-apoptotikus utvonalak (extracellularis
szignal regulacios kinaz (ERK1/2), protein kindz B (PKB/Akt), foszfolipaz C, cAMP-
reszponziv elem koté fehérje (CREB)) serkentésével képes Kifejteni (Yada et al. 1993,
Vaudry et al. 2009; Moody et al. 2011; Reglodi et al. 2012b; D’ Amico et al. 2015; Shioda
et al. 2016; Perényi et al. 2020). Ilyen védd hatast irtak le tobbek kozott kisagyi
szemcsesejteken, az agyalapi mirigy adendmasejtjein, tiidé alveolaris sejtjein, valamint a
hallo- és latoszervekben egyarant (Chang et al. 1996; Cavallaro et al. 1996; Lee et al. 1999;
Oka et al. 1999; Delgado és Ganea 2001; Onoue et al. 2004; Szabadfi et al. 2010; Nemeth et
al. 2014; Masmoudi-Kouki et al. 2018).

1.2.5 A PACAP hatasai a szemben

Ismert, hogy a PACAP elengedhetetleniil fontos szerepet tolt be a normal
retinogenezis folyamataban és a latas funkciojanak kialakitasaban is, mindemellett szamos
tanulmany vizsgalja a protektiv szerepét is kiilonb6z6 retinat érinté degeneraciokban
egyarant (Njaine et al. 2014; Atlasz et al. 2016; Shioda et al. 2016; Nyisztor et al. 2018;
Denes et al. 2019a).

In vitro kisérletek igazoltak az anti-apoptotikus tulajdonsagat retinalis neuronokban
glutamat okozta kdrosodassal szemben, ahol a PACAP kezelés képes volt novelni a CAMP
koncentraciojat amellyel aktivaltaa MAPK rendszerét (Shoge et al. 1998; Shoge et al. 1999).
Tovéabba leirtak 0jsziilott patkanyok retina explantatumainak neuroblast sejtjeiben kifejtett
védo hatasat is, ahol a PACAP kezelés képes volt kivédeni a tapszigargin okozta apoptozist
a fotoreceptorok rétegében (Silveira et al. 2002). D’ Alessandro és munkatarsai natrium-
aziddal eldidézett iszkémias karosodasban in vitro modellben figyelték meg a PACAP
kezelés indukalta metabolikus valtozasokat, ahol azt tapasztaltak, hogy a peptid képes a
ezzel kifejtve a protektiv hatasat (D’ Alessandro et al. 2014).

Kutatocsoportunk in vivo kisérletekkel vizsgalta a PACAP szisztémas monoszodium-
glutamat (MSG) kezelését patkanyok retinakarosodasanal, ahol mind a szisztémas, mind

pedig a lokalis terapia egyarant sikeresnek bizonyult (Babai et al. 2005; Babai et al. 2006;
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Racz et al. 2006; Atlasz et al. 2009). A modell soran alkalmazott intravitrealis modszer
azonban nagyobb foku védelmet volt képes kifejteni az MSG okozta toxicitassal szemben.
A PACAP lokalis alkalmazasa koncentracio fliggést mutatott. Azt tapasztaltuk, hogy mig az
1 pikomdl intravitrealis PACAP-nak alig van védé hatasa, addig a 100 pikomolos
koncentracio szinte teljes mértékii védelmet biztosit a glutamat okozta toxicitas ellen (Tamas
et al. 2004; Babai et al. 2005; Babai et al. 2006). Egyéb toxikus agensekkel szemben is
igazoltak retinoprotektiv hatasat ugy, mint N-metil-D-aszparaginat (NMDA) vagy kainat
okozta karosodas, tovabba protekivnek bizonyult a korasziilott retinopatiaban ¢s az UV-A
sugarzas indukalta degeneracioban is egyarant (Seki et al. 2006; Varga et al. 2011; Atlasz et
al. 2011; Kiss et al. 2011; Endo et al. 2011; Shioda et al. 2016; Kvarik et al. 2016). A
diabéteszes retinopatia korai szakaszdban a dopaminerg ¢és amakrin sejtek degenerativ
elvaltozésai detektalhatoak, amelyet az intravitredlis PACAP kezelés szintén képes volt
elharitani a sztreptozotocin-indukalta diabéteszes modellben (Seki et al. 2004; Szabadfi et
al. 2014; Szabadfi et al. 2016; Maugeri et al. 2017a; Maugeri et al. 2017b).

A PACAP védo hatasat szamos iszkémia okozta retindlis degenerdcioban vizsgaltak
mar. Ilyen a magas szemnyomas okozta retinakarosodas, ahol tobbek kozott a cAMP és
MAPK utvonal aktivalasaval képes volt megakadalyozni a ganglion sejtek apoptdzisat (Seki
et al. 2008; Seki et al. 2011; Cheng et al. 2018). Patkany modellen bilateralis arteria carotis
communis (BCCAO) lekotés hatasara agyi hipoperfizié alakul ki, amely stilyos maradandé
karosodast eredményez, amihez jelentds iszkémias retina degeneracio is tarsul (Atlasz et al.
2007; Mester et al. 2009; Reglodi et al. 2018b; Qin et al. 2019). A BCCAO a retina dsszes
rétegét érinti, igy jelentds mértékben karositja a sejteket, amely hatasara lecsokken az OLM-
ILM kozotti tavolsag (Atlasz et al. 2007). Szamos tanulmany igazolta, hogy a PACAP
protektiv funkciot képes kifejteni a fent emlitett modellben, ahol az eddig alkalmazott
intravitrealis terapia mellett mar a non-invaziv szemcseppel torténd kezelése is hatékonynak
bizonyult (Mester et al. 2009; Atlasz et al. 2007; Szabadfi et al. 2010; Atlasz et al. 2010;
Werling et al. 2016; Werling et al. 2017; Kovacs et al. 2020). Molekularis biologiai szinten
sikeriilt igazolni azt is, hogy a hipoperfuzids karosodast kovetden a p38MAP kinaz és INK
aktivaciojat a PACAP lecsokkentette, mig a protektiv Akt valamint ERK foszforilaciojat
megndvelte (Szabo et al. 2012). Mindemellett a PACAP képes volt meggatolni az iszkémias
karosodasra megemelkedett citokinek (agy, mint, citokin-indukalt neutrofil kemoattraktans-
1 (CINC-1), ciliaris neurotrof faktor, fractalkine, szolubilis intercellularis adhézios molekula
(SICAM), IL-1, CXC kemokin, makrofag gyulladasos fehérje 1 (MIP-1), kemokin ligand 5

és a szoveti metalloproteinaz gatld fehérje 1 (TIMP-1)) expresszidjat is, mellyel
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parhuzamosan emelte a vaszkularis endotelialis novekedési faktor és a timusz kemokin
szintjét (Szabo et al. 2012). Funkcionalis vizsgalatok is alatamasztottak retinoprotektiv
hatasat, ahol az a- és b-hullam iszkémias karosodasra bekovetkez6é amplitido csokkenését a
PACAP kezelés képes volt meggatolni és a kontroll allapothoz kozeli hulldm amplitadé
értékeket biztositani (Danyadi et al. 2014).

Szabadfi és munkatarsai leirtak azt is, hogy PACAP génhianyos egerek iszkémia
hatasara sokkal érzékenyebben reagalnak vad tipust tarsaikhoz viszonyitva, ezaltal nagyobb
mértékl retina degeneracido alakul ki naluk, mely jol bizonyitja az endogén PACAP

elengedhetetleniil fontos szerepét is az oxigénhianyos allapotban (Szabadfi et al. 2012a).

1.3 Maxadilan

A maxadilan fehérjét a leismaniazist terjeszté homoki 1égy (Lutzomyia longipalpis)
nyalabol izolaltak elészor (Lerner et al. 1991), mely gerincesek szervezetében egyaltalan
nem fordul elé. A peptid 6 tulajdonsaga, hogy potens vazodilataciot eredményez (10. abra)
a homoki 1égy okozta csipés helyén ezzel elésegitve a vérszivas folyamatossagat (Titus &

Ribeiro 1988; Ribeiro 1987; Gillespie et al. 2000; Thakur et al. 2020).

10. abra: Homoki légy csipése eredményezte lokalis vazodilatacio

megjelenése a bor felszinén (Lerner et al. 2007 abraja alapjan).
A maxadilan egy 61 aminosavbol felépiild fehérje, mely szekvencidja a homoki légy

foldrajzi el6fordulasanak tekintetében széles divergenciat mutat. A Kozép- és Dél-Amerika

teriileteirdl izolalt populaciokban a maxadilant kodold gén szekvenciaja 12,8%-0s nukleotid
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variabilitassal bir, ami 23%-0s aminosav eltérést eredményezhet (Lanzaro et al. 1999; Souza
etal. 2017).

Szerkezetét tekintve két alfa-hélixet Osszekotd béta-lemez motivumot tartalmaz.
Ezenkiviil két darab diszulfid gylri is talalhatdé benne négy darab cisztein aminosav kozott,
amely az 1-5 és 14-51 pozicidokban helyezkedik el (11.A éabra). A C-terminalis lizin
aminosavai biztositjdk a maxadilannak a PACI receptorahoz vald kotddést, treonin
indukalni. Az elsé gylra eltdvolitdsa vagy az ott taldlhatdo két cisztein alaninnal vald
helyettesitése nem befolyasolja a peptid hatdsat. A masodik diszulfid gyliri ciszteinjeinek
alaninnal val6 cseréje viszont a fehérje aktivitasanak elvesztésével jar. Ez a megfigyelés
bizonyitja a masodik gytir(i fontossagat a struktaralis integritas megtartasaban és a megfelel6
konformacio fenntartasaban, melyet igazol tovabba az is, hogy a diszulfid gytir(i konzervalt
szerkezeti elemként van jelen a fehérje természetben el6fordulo valtozataiban (Reddy et al.

2006).
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11. abra: A: A maxadilan fehérje felépitése és B: a PACAP elsodleges és masodlagos
szerkezetével valé dsszehasonlitasa (Moro et al. 1999 és Tchoumi et al. 2014 abra alapjan

modositva).

A maxadilan szerkezetébdl adoddan kizarodlag a PACI receptoron keresztiil képes

kifejteni a hatasat (szelektiv PAC1 receptor agonista), ami miatt kivaloan alkalmas a PACAP
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ugyanezen receptoran kifejtett protektiv folyamatainak feltérképezéséhez (Clason et al.
2016). Szerkezetileg azonban a maxadilan semmiféle hasonlosagot nem mutat a PACAP
fehérjével (11.A,B abra). Kutatdsok alapjan ismert, hogy a maxadilan értagitdo hatdsa az
intracellularis cAMP simaizomsejtekben bekovetkezé emelkedéséhez kothetd (Grevelink et
al. 1995; Lerner et al. 2007). A maxadilan rovidebb formai, mint ami a Max.d.4 (maxadilan
24-42) vagy az M65 (maxadilan 25-41), melyek szintén szelektiven kapcsolédnak a PAC1
receptorhoz, antagonistaként funkcionalnak, és ezzel képesek teljesen felfiiggeszteni a
PACL1 receptor indukalta cAMP emel6 hatasat (Moro et al. 1999). Tovabba a maxadilan
képes a PACI1 receptoron keresztiil ndvelni a pankredsz béta sejtjeiben a kalcium
koncentraciot, ezzel befolyasolva a gliikdz indukalta inzulin szekréciot (Yamada et al. 2004).
Egy masik tanulmanyban sikeresen demonstraltak a maxadilan fehérjének a neuronalis
Gssejt proliferacioban betoltott elengedhetetlentil fontos szerepét is (Mercer et al. 2004).
Szamos vizsgalat iranyult a gyulladasgatld hatasanak feltérképezésre (Soares et al. 1998;
Lauenstein et al. 2011). A LPS indukalta gyulladas hatasara a peptid a PAC1 receptoron
keresztiil cAMP szintet emelt, melynek kovetkeztében a makrofagok TNFa-termelése
lecsokken, ezzel parhuzamosan a IL-10 és IL-6 expresszio novekedés mutathato ki bel6liik.
Ezek egyiittes hatdsa eredményezi a PACI receptor letdlis endotoxémia elleni védo

mechanizmusat (Soares et al. 1998).

1.4 Bilateralis carotis communis okkluzié (BCCAO)

Retinalis iszkémia kialakitdsdhoz szamos modell ismert, ilyen példaul a szemiiregi
arteria lekotése, magas intraokularis nyomas alkalmazasa vagy a kétoldali arteria carotis
communis elzarasa (Osborne et al. 2004). A BCCAO Iétrehozasa torténhet egy rovid ideig
tarto- vagy végleges lekotéssel (12. abra). Az idGszakos lekotés iszkémias/reperflizios
elvaltozasokhoz vezet, mig permanens elzarasa egy kronikus, retinalis hipoperfuziot alakit
Ki. A kétoldali arteria carotis communis permanens elzarodasa patkanyoknal csupan
csokkentett agyi vérellatast eredményez a kollateralis keringést biztosito arteria basilaris-
nak koszonhetden, azonban ez az allapot a retina vérellatasaban igen stlyos zavarokat okoz,
mellyel iszkémias retina degeneracios modell hozhat6 1étre (Block et al. 1992; Osborne et
al. 1999; Stevens et al. 2002; Yamamoto et al. 2006; Szabadfi et al. 2010).
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Kétoldali artéria carotis communis
permanens lekdtése

12. abra: A: A BCCAO modell kialakitasanak sematikus abraja (forras: Lim és Lee
2014 abra alapjan modositva). B: A BCCAO miitét soran a baloldali arteria carotis

izolalasa lathato (forras: sajat abra).

1.5 Bakterialis lipopoliszaharid endotoxin (LPS)

A bakteridlis sejtfal jelentds szereppel bir a baktériumok életben maradadsa soran.
Sejtfaluk Osszetétele alapjan elkiilonitiink Gram pozitiv és Gram negativ baktériumokat
(Salton 1963). A két csoport strukturalis felépitése eltér egymastol. A G(+) baktériumok egy
egyszeriibb teiko-sav tartalmu peptidogliikén réteggel rendelkeznek, ezzel ellentétben a G(-
) baktériumok esetében ez bonyolultabb felépitésti, mivel a kiilsé membranjan antigén
karakterrel rendelkez6 LPS réteg is talalhato (Costerton et al. 1974). Ez az endotoxin réteg
a kovetkezokbdl all: O-antigén specifikus poliszaharid oldallanc, oligoszaharid és glikolipid
mag régio, illetve egy lipid A komponens (Willey et al. 2009). Az LPS toxicitasaért a lipid

A komponens felel, melynek koszonhetéen erdés immunmodulator és immunstimulalo
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vegyiiletnek szamit. Gazdaszervezetbe jutva proinflammatorikus citokinek termelését,
makrofagok aktivacidjat eredményezi (Muta és Takeshige 2001; Willey et al. 2009; Lin et
al. 2013; Khan et al. 2018), ezaltal alkalmas gyulladasos folyamatok vizsgalatara (Bhavsar
et al. 2008; Wisniewski et al. 2019; Nova et al. 2019). Modell allatok szisztémas, valamint
lokalis LPS kezelése a szemben uveitisz kialakulasat eredményezi, amelyhez sulyos retinalis
gyulladas tarsul, igy az endotoxin kivaloan alkalmas retina inflammatorikus folyamatainak

modellezésére (Jabs et al. 2005; Caspi 2006).
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2 Célkitizések

Korabbi tanulmanyok igazoltak, hogy az exogén modon alkalmazott PACAP, illetve
a szervezetben megtaldlhatdé endogén formdja is retinoprotektiv hatassal bir
iszkémias retinopatia esetén (Atlasz et al. 2007; Atlasz et al. 2010b; Szabadfi et al.
2012a; Szabo et al. 2012; Danyadi et al. 2014; Werling et al. 2016).

Kisérletiink elsd felében igy célul tliztiik ki a retinoprotektiv hatasokért felelds
PACI receptor védo hatasanak igazolasat maxadilan kezelés segitségével a kétoldali
arteria carotis communis permanens lekotésével kialakitott iszkémias retinopatia

patkanymodelljében.
A kutatomunka masodik felében az endogén PACAP, valamint az anti-

inflammatoérikus hatdsokért felelds PAC1 receptor védd szerepét vizsgaltuk

maxadilan segitségével LPS indukalta retinalis gyulladas egérmodelljében.

27



3 PAC1 receptor retinoprotektiv hatasanak vizsgalata iszkémias
retinopatia esetén

3.1 Anyagok és modszerek

3.1.1 Kisérleti allatok

Kisérletiink soran 3 honapos felnétt him Wistar patkanyokat hasznéltunk (n=36),
melyek sulya atlagosan 250-300g volt. Az allatok laboratoriumi tartasanal megfeleld
paratartalmat és allandé 24-25°C-os hémérsékletet biztositottunk, valamint 12 éras vilagos
¢és sotét periddusban voltak, mely id6 alatt mindvégig szabad hozzaférést biztositottunk
szdmukra a taplalékhoz és az ivovizhez. A patkanyokat érintd Osszes kisérleti
beavatkozasnal betartottuk az Intézeti Allatetikai Kodexében foglaltakat (engedélyszam:

ZOHUO0104L 07).

3.1.2 A bilateralis arteria carotis communis permanens lekotésével kialakitott retina
degeneracios modell

Az allatok ko6zO0s nyaki verbereit izofluranos altatas alatt sztereomikroszkop
segitségével a kozépvonali nyaki metszéstdl mindkét oldal irdnyaban feltartuk, majd a
bolygoidegtdl 6vatosan elvalasztva, 3-0-s nem felszivodd sebészi fonal segitségével
permanens ligatarat alkalmaztunk. Kontroll csoportként almitott (sham) allatokat
alkalmaztunk, ahol a patkanyok a miitéti beavatkozason atestek, azonban naluk az arteria
carotis communis nem keriilt lekotésre. Ezt kovetden mind a két csoportndl az éllatok
sztereomikroszkop alatt a jobb szemiikbe intravitredlisan 5 mikroliter maxadilan (Bachem)
oldatot kaptak Hamilton fecskendd segitségével. A maxadilant 0,1 mikromolos (n=9) és 1
mikromolos (n=9) koncentraciéban foszfat pufferelt soldatban (PBS) oldva alkalmaztuk.
Citokin array analizisnél mar csak a szovettani eredményeknél effektivebbnek bizonyult 1
mikromolos maxadilan koncentraciot alkalmaztuk. Az éllatok bal szeme mindig a kezelés
kontrolljaként szolgalt, melybe minden esetben azonos modon €s mennyiségben a

viv@anyagot, PBS-t injektaltuk.

3.1.3 A retina mintak rutin szovettani vizsgalata

A patkanyokat két hét posztoperativ iddszak utan ketamin, xylazil és fiziologias

sooldat megfeleld aranyu keverékével talaltattuk. Ezt kdvetden a szemeket eltavolitottuk,
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majd bemetszést ejtve a sclerdn, évatosan kdrbemetszettiikk az inhartya és a szaruhartya
hatarat, igy eltavolitva a szaruhartyat és ezt kovetden kigorditve a szemlencsét, a
szemserlegeket (eye-cup) kaptuk meg. A mintakat utana 4%-0s paraformaldehidben
fixaltuk, majd mosasi-dehidralasi folyamatokat kovetéen Durcupan ACM-gyantaba (Sigma)
agyaztuk és Reichert Ultracut E ultramikrotommal 2-3 mikrométeres vastagsagu félvékony
metszeteket készitettiink. Ezt kovetéen toluidinkék festéssel kontrasztositottunk (1%-0s
festéoldat, Toluidine Blue O, Certified, Sigma + 1g natriumborat), és DePeX-el (DPX,
Sigma) lefedtiink. Az igy elkésziilt metszeteinket Nikon Eclipse 80i fénymikroszkop
segitségével lefotoztuk. Retina mintdk rétegvastagsaganak lemérését Q Capture programmal
végeztiik, ahol minden esetben a mérés a kiilonb6z6 csoportokbol azonos helyrdl késziilt (a
centralis retinalis régiobol a latéidegtél 1mm-re) (Atlasz et al. 2007). A képeket Adobe
Photoshop CS6 segitségével tovabbi feldolgozasnak (elforgatas, feliratozas) vetettiik ala. A
mérések folyaman meghataroztuk a teljes retina vastagsagat, azaz a kiilsd ¢és belsd
hatarhartya kozotti- (OLM-ILM), a kiils6 és belso rostos- (OPL, IPL), illetve a kiils6 és bels
nuklearis rétegek (ONL, INL) vastagsagat. Ezutan a metszeteken a ganglionsejtek rétegében

(GCL) 100 mikrométeres szakaszon leszamoltuk az atlagosan elhelyezked6 sejtek szamat is.

3.1.4 A retina mintak citokin array analizise

A citokin array kitek miikodési elve az antitestek nitrocelluloz membranhoz valo
kotddésén alapul. A patkany citokin array szemikvantitativ mérésének elvégzéséhez 24
oraval a BCCAO miitétet kovetden az allatok retina mintdit izolaltuk, majd csoportonként 4
db allat egy-egy retina mintajat egyesitettiik. Ezt kovetden sejtfeltarast hajtottunk végre
késes homogenizator segitségével 400ul PBS és 10 pl proteaz inhibitor hozzaadaséaval.
Detergensként Triton X-100-at alkalmaztunk. A tovabbiakban a citokin array kitben (Rat
Cytokine Array Panel A kit R&D Systems, Biomedica) talalhatd protokoll alapjan jartunk
el az arrayben talalhat6 oldatok segitségével. A membranok blokkolasat, antitesttel torténd
inkubalasat, majd a mintainkkal folytatott reagaltatasukat mosasi eljarasok kovették. Ezt a
sztreptavidin-tormaperoxidaz kemilumineszcens reakcidja és a film kazettara torténd
eléhivasa kovette a sotét szobaban. A filmek denzitometrias elemzéshez Protein Array

Analyzer programot (Image J-NIH software) hasznaltunk.
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3.1.5 Statisztikai analizis

A diagrammokon az adatokat az atlag + standard hiba (SEM) feltiintetésével
abrazoltuk. A szovettani eredmények ¢és a citokin array mérések kiértékeléséhez
Kolmogorov-Smirnov normalitas tesztet kovetéen ANOVA tesztet és Fisher LSD post hoc
analizist hasznaltunk, az OriginPro 2016 nevii programban. A szignifikancia értéket minden

esetben p < 0,05 hataroztuk meg.
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3.2 Eredmények

3.2.1 A retina mintak rutin szovettani analizise

A Kkétoldali arteria carotis communis lekotés szignifikansan csokkentette a retina
teljes- (OLM-ILM), valamint az egyes rétegeinek vastagsagat az aloperalt PBS-kezelt
kontroll csoporthoz viszonyitva (13.A,B abra, 14.A,B abra). A legnagyobb mértékii
csokkenés az IPL rétegében volt megfigyelhetd, de szignifikans redukcidét mértiink az INL,
az OPL és az ONL rétegeiben is (14.A abra). Az iszkémias kdrosodas tovabbi jele, hogy
szignifikansan lecsokkent a sejtek szama a GCL réteg 100 um szakaszara vetitve (GCL/100
um) a kontroll csoporthoz képest (14.C abra). Mindkét vizsgalt maxadilan koncentracidban
(0,1 és 1 uM) protektiv hatds mutatkozott az OLM-ILM, illetve a kiilon-kiilon vizsgalt retina
rétegeinek vastagsagaban egyarant (13.C,D abra, 14.A,B abra). Az 1 uM koncentracional
bizonyult a legeffektivebbnek a protektiv hatds az dsszes réteg tekintetében, kivéve az OPL
rétegét (13.C,D abra, 14.A abra). A maxadilan a GCL rétegben 1év6 sejtek elhalasat is
sikerrel kivédte a kezelést nem kapott BCCAO csoporthoz viszonyitva (14.C abra).

GCL pe e .

VO Rer | ot

13. abra: Fénymikroszkopos reprezentativ felvételek a retina rétegeibél toluidinkék
festéssel. A: Sham + PBS kezelés, B: BCCAO + PBS, C: BCCAO + 0,1 uM maxadilan,
D: BCCAO + 1 pM maxadilan. ONL: kiilsé hatarhartya, OPL: kiils6 rostos réteg, INL:
bels6 nuklearis réteg, IPL: belso rostos réteg, GCL: ganglionsejtek rétege, hosszlépték:

20 mikrométer
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14. abra: A retina mintak morfometriai analizise. A: A retina 4 szovettani rétegének
analizise. B: A belsé és kiilso hatarhartya keresztmetszeti hosszanak statisztikai elemzése
(OLM-ILM) C: A GCL rétegben atlagosan detektalhato sejtek szama 100 mikrométer
horizontalis tdvolsagon. ONL: kiilsé hatarhartya, OPL: kiils6 rostos réteg, INL: bels6
nuklearis réteg, IPL: bels6 rostos réteg, GCL: ganglionsejtek rétege. Az
oszlopdiagramokon az atlag + SEM értékeket abrazoltuk. *p<0,05 az aloperalt csoport
retinaihoz képest, **p<0,05 a BCCAO + 0,1 uM maxadilan (Max) kezelt retinamintakhoz
viszonyitva, #p<0,05 a BCCAO okozta iszkémias csoporthoz képest.
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3.2.2 A retina mintak citokin array analizise

Az iszkémids kezelést kovetéen szamos citokin fokozott expresszidja volt
detektalhatd. Az IL-1a szintje megemelkedett, a tobbi interleukin (IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-
10) esetében azonban nem volt valtozas megfigyelhetd. A kemoattraktans fehérjék, mint a
CINC-1, a MIP-3q, a fraktalkin, az L-szelektin, a timusz-kemokin, a TIMP-1 és a VEGF
(érfali endotél ndvekedési faktor) citokinek expresszidja szignifikdnsan ndvekedést mutatott

BCCAO hatasara, a kontroll sham csoporthoz viszonyitva (15. abra).

1 2 3 R} 5 6 7

8
A . i oo
B
C

9 10

SHAM+PBS

BCCAO+PBS
. LR

BCCAO+1pM Max

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A PosC| CINC-1| CINC-2ab |[CINC-3| CNTF | Fraktalkin |GM-CSF|sICAM-1| IFN-y |PosC
B IL-la IL-1b IL-lra | IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 | IL-10
C IL-13 IL-17 IP-10 | LIX |L-szelektin| MIG | MIP-la |MIP-3a
D PosC|RANTES | Timusz kemokin| TIMP-1| TNF-a | VEGF NegC

15. abra: A: Citokin array panelek reprezentativ felvételei a PBS-kezelt sham, a PBS-
kezelt BCCAO és a BCCAO + 1 pM maxadilan (Max) kezelt csoportokban. B: A
tablazatban a kiten talalhaté citokineket abrazoltuk, kiemelve sziirkével azokat, melyek
szintje a BCCAO + PBS csoportban szignifikans novekedést mutatott a sham+PBS

csoporthoz viszonyitva.
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Az intraokularis 1 mikromdlos maxadildn kezelés a BCCAO csoportban képes volt
megakadalyozni a CINC-1, az IL-1a és az L-szelektin citokinek expresszios emelkedését
(16. abra). A BCCAO aktivalta tobbi citokin esetén azonban nem talaltunk szignifikans

valtozast a kezelés hatasara.
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16. abra: A maxadilan kezelés altal szignifikansan befolyasolt citokinek kvantitativ
elemzése a sham+PBS, a BCCAO+PBS ¢s a BCCAO + 1 uM maxadilan (Max) kezelt
csoportokban. A: citokin indukalta kemoattraktans protein-1 (CINC-1), B: interleukin-1-
alfa (IL-1-a), C: L-szelektin. Az oszlopdiagramokon az atlag + SEM értékeket
abrazoltuk. *p<0,05 sham+PBS csoporthoz képest, #p<0,05 a BCCAO+PBS csoporthoz

viszonyitva.
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3.3 Diszkusszio

Jelen tanulmanyunk célja a retinoprotektiv tulajdonsagia PACAP PAC] receptoranak
vizsgalata iszkémias retinopatiaban egy szelektiv PAC1 receptor agonista, maxadilan nevii
fehérje segitségével. A cerebralis iszkémia gyakran vezet irreverzibilis agyi karosodashoz,
idegpusztulashoz és ér eredetii retinakarosodasokhoz (Atlasz et al. 2007; Dreixler et al. 2009;
Szabo et al. 2012; Sun et al. 2015). A kisérletiink soran alkalmazott BCCAO modelliinknél
enyhe agyi hipoperfuzio alakul ki, melyhez jelentds retinat érintd elvaltozasok is tarsulnak
(Farkas et al. 2007; Qin et al. 2019). Kutatocsoportunk korabbi tanulmanyaiban mar tobb
neuroprotektiv  kezelést tesztelt sikerrel a BCCAO okozta agyi hipoperfuzié
ellenstlyozasara ugy, mint az ill6 anesztetikumok, PARP gétlok, mitokondridlis ATP-
szenzitiv kalium csatorna agonista diazoxid és urokortin alkalmazasaval (Atlasz et al. 2007;
Szabadfi et al. 2009; Mester et al. 2009; Szabadfi et al. 2010; Szabadfi et al. 2012b; Kovacs
et al. 2019).

Ismert, hogy az exogén modon alkalmazott PACAP retinoprotektiv szereppel bir
iszkémias karosodas soran, mind a magas szemnyomas-, mind a BCCAO okozta retina
degeneracio esetében (Atlasz et al. 2007; Atlasz et al. 2010a; Seki et al. 2011; Szabo et al.
2012). Tovabba a PACAP tizszer potensebb retinoprotektiv hatast képes kifejteni a vele
rokon VIP-hez viszonyitva egy iszkémias karosodasnal (Szabadfi et al. 2012a). Egy masik
tanulmanybdl ismert az is, hogy BCCAO modellben a PACAP nem csupan a retina
szerkezetének megovasaban, hanem a latas funkcidjanak megorzésében is kulcsfontossagu
szerepet lat el (Danyadi et al. 2014).

A PACAP receptorok kiilonb6zd betegségeknél igéretes terapids célpontok lehetnek,
ezért kiemelten fontos a PACAP receptorok degeneracios modelleken bet6ltott szerepének
ismerete (Dejda et al. 2011; Reglodi et al. 2015; Shioda et al. 2016; Atlasz et al. 2016; Toth
et al. 2020b; Perényi et al. 2020). Jelenleg a BCCAO indukalta retinalis karosodasban a
PAC1 receptor szerepe alig ismert. A PACAP38 molekula szarmazékai rendelkezhetnek
agonista és antagonista hatassal iS. A peptid csonkoldsa a C-terminalison révidebb
fragmenseket hoz 1étre, amelyek kisebb affinitastiak a PACAP receptorokkal szemben, mig
az N-terminalison roviditett peptidek antagonistaként viselkednek (Robberecht és mtsai.
1992). A fragmensek koziil a PACAP6-38 a leghatékonyabban ismert antagonista, mely nem
csupan a PAC1-re, hanem a VPAC2 receptorra is hatassal van (Couvineau és Laburthe
2012). Azonban a PACAP6-38 agonistaként is ismert egyes szovetekben. Ilyen hatast képes

kifejteni a koriokarcindma-, az oszteoszarkdma- és a retinoblasztoma sejtkulturdkon,
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valamint a porcsejteken is (Reglodi et al. 2008; Juhasz et al. 2014; Wojcieszak és Zawilska
2014; Juhasz et al. 2015). Mindezek alapjan dontottiink ugy, hogy kisérletiinkh6z egy
kizarolag a PAC1 receptorra szelektiv, agonista hatdssal bird fehérjét, a maxadilant
alkalmazzuk a PACAP szarmazékaival szemben.

A maxadilan noveli a CAMP szintjét human neuroblasztoma-, patkany PC12-, egér
MILE hasnyalmirigy- és nyul aorta simaizom sejtjeiben (Grevelink et al. 1995; Jackson et
al. 1996; Moro et al. 1996; Moro és Lerner 1997). Kardialis neuronokban bizonyitottak a
fehérje AC/cAMP/PKA tutvonalon keresztiili MEK/foszfo-ERK expresszios szintjének
novelését is (Clason et al. 2016). A PACAP-hoz hasonldéan a maxadilan protektiv hatasat is
szamos tanulmanyban vizsgaltdk mar. Szubkutan injektalt maxadilan gyulladasellenes
hatasat figyelték meg Leishmania major-ral fert6zott egerekben, ahol a peptid novelte az IL-
Morris et al. 2001; Guilpin et al. 2002). Tovabba a maxadilan képes volt a human zsirsejtbol
szdrmazo Ossejtekben serkenteni a sejttulélést a kaszpaz-3 és kaszpdz-9 szintjének
csokkentésével, illetve a Bel-2 expresszio novelésével, ami az apoptotikus sejthalal gatlasat
eredményezte (Guo et al. 2016). Mind az olfaktorikus plakod és nyalkahartya sejtek TNFo
okozta karosodasat (Kanekar et al. 2010), mind a retina neuroblaszt rétegének anizomycin-
indukalta sejthalalat (Silveira et al. 2002) képes megakadalyozni a fehérje. A maxadilan a
gyulladasellenes szignaltranszdukcios utakat, amelyet jelen tanulményunk is sikeresen
bizonyit retinalis iszkémias karosodas soran.

Kisérletinkben a BCCAO altal eldidézett degeneracié drasztikus morfoldgiai
valtozasokat okozott a retina szOvettani szerkezetében, amit szamos citokin
expressziovaltozas is alatdmasztott. Intravitrealis maxadilan kezelés hatdsara a hipoxias
allatok retina mintaiban, a kontroll csoporthoz hasonld szovettani morfologiat sikeriilt
megorizni (kivétel ONL, IPL rétege). Ennek hatterében valoszintileg a PACL receptor
egyenl6tlen eloszlasa allhat a kiillonbozo retinalis rétegekben (Seki et al. 1997). Mindemellett
a peptid szamos gyulladasban szabalyozo szerepet jatszo citokinek (IL-1-alfa, L-szelektin és
a CINC-1) expresszios novekedését is képes volt gatolni.

Az interleukin-1 fehérjecsalad tagjai féleg az immun- és gyulladasos valaszok
medialasaban jatszanak szerepet, igy mint a kiilonboz0 fert6zések és az iszkémias karosodas
(Dinarello 1994; Laszlo et al. 2015). Az IL-1-alfa tehat egy fontos proinflammatorikus
fehérje, ami kulcsfontossagu, mind az akut, mind a kronikus gyulladas folyamatainal (Jander

et al. 1998; Dinarello 2011). Ezen tGl az emlitett citokin a szoveti elvaltozasok és a
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gyulladasos folyamatok mellett igen fontos szerepet 14t el a sejteket érintd nekrozisban is.
Kiilonféle karosodasok alkalmaval nagyon hamar elkezdenek expresszalodni és a korai
védémechanizmusok mielébbi aktivalasara serkentik a sejteket (Cohen et al. 2010;
Lamacchia et al. 2013). Az altalunk tapasztalt IL-1-alfa csokkenése maxadilan hatasara
egybevdg mas kutatdcsoportok korabbi eredményeivel az interleukin alosztalyok
vizsgalatait illetéen (Martinez et al. 2006; Scuderi et al. 2015). Hasonl6 citokin expresszios
valtozasokat tapasztalt munkacsoportunk a PACAP iszkémias retinoprotekciojanak
vizsgalatakor is (Szabo et al. 2012).

A szelektin fehérjecsalad tagjai a T-sejtek, leukocitak és vaszkularis endotél sejtek
kommunikécidjanak fo résztvevoi. Képesek mikrovaszkularis diszfunkcidt és reperfuzios
karosodast indukalni (Vollmar és Menger 2011). Az L-szelektinnek megndvekedett
expresszigjat figyelték meg iszkémids karosodast kovetden, tobb kiilonbozd szervi
elvaltozasnal is. Tovabba meggatolva a citokin-indukalta leukocita invaziot, csokkent
gyulladasi folyamat volt megfigyelhetd neuroldgiai betegségek soran (Toker et al. 1998;
Nedvig et al. 2012). A PACAP kezelése tobb degeneracios modell esetén is csokkenti a
sejtadhézios molekulak expressziojat (Horvath et al. 2010; Szabadfi et al. 2012b; Reglodi et
al. 2012b), melyet jelen kisérletiinkben mi is tapasztaltunk a maxadilan kezelés hatasara.

A CINC-1 ugyancsak szerepet jatszik a retina gyulladasos folyamataiban.
Proinflammatorikus kemokinként az alfa-kemokin csalad tagja és leginkabb oxidativ stressz,
iszkémia és reperfiizio hatasara expresszalodik. Szamos gyulladasos folyamatban vesz részt
¢s altalaban az akut fazisban aktivalodik, ezzel meghatarozo szerepet jatszva a neutrofil
1 szintjének csokkenése detektalhatd, ami altalaban a kdrosodéas mértékének csokkenésével
fligg 6ssze (Yoshida et al. 1998; Junnarkar et al. 2010). A CINC-1 szintjének fokozodasat
figyelték meg sztreptozocin-indukalta diabéteszes nefropatiaban is, ahol a kemokin
megemelkedett szintje szignifikansan csokkenthet6 volt a PACAP kezelés hatasara (Banki
et al. 2013). A PACAP CINC-1 citokinre gyakorolt hatasat leirtak BCCAO-indukalta
retinakarosodas soran is (Szabo et al. 2012), mely teljesen megegyezik az altalunk
tapasztaltakkal, ahol a maxadilan kezelés képes volt lecsdkkenteni a citokin szintjét, ezzel
redukalva a retinat ért gyulladasi folyamatokat.

Ezen megfigyeléseink alapjan a PACI receptoron keresztiil a maxadilan (PAC1 receptor
agonista) alkalmazasaval erés gyulladascsokkentd hatas érhetd el iszkémids retinakarosodas

soran.
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4 Endogén PACAP, valamint a PAC1 receptor védé hatasanak
vizsgalata LPS indukalta retinagyulladasban

4.1 Anyagok és modszerek

4.1.1 Kisérleti allatok

Munkank soran 3 honapos CD-1 vad tipust (Wt) és PACAP génhianyos him egereket
(PACAP KO) alkalmaztunk (n=124 allat). Az allatok laboratoriumi tartisa az el6z6
kisérletnél leirtakkal megegyez8 méodon tortént és minden esetben betartottuk a PTE-MAB
allatkisérleti etikai kodexében eléirt iranyelveket (engedélyszam: BA02/2000-38/2017).

4.1.2 Allatok kezelése

Kisérletiinkhoz Escherichia colibdl izolalt O55:B5 szerotipust LPS endotoxint
hasznaltunk, melyet fiziologias so6oldatban oldottunk. A Wt és PACAP KO allatok
fert6zéséhez egyszeri 6 mg/ttkg koncentracidju intraperitonealis injekciot alkalmaztunk
(n=37; Wt+LPS; n=25 PACAP KO+LPS csoport), a kontroll csoportunk PBS kezelésben
részesiilt (n=37 Wt; n=25 PACAP KO csoport). A PAC1 receptor gyulladasi folyamatokban
betoltott szerepének vizsgalatahoz a kontroll és az endotoxinnal kezelt vad tipust egerek egy
részének (n=24) a jobb szemébe intravitrealisan (ivi) 1uM maxadilan kezelést alkalmaztunk
(Wt+ ivi 1uM maxadilan; Wt+LPS+ ivi 1uM maxadilan), mig a bal szemiik minden esetben
csak vivoanyaggal (PBS-t) kezelt volt (Wt+ ivi PBS; Wt+LPS+ ivi PBS).

4.1.3 A retina mintak rutin szovettani vizsgalata

Az endogén PACAP védo funkcidjanak rutin hisztologiai vizsgalatdhoz az LPS
kezelést kovetd 7. napon dolgoztuk fel a mintainkat (n=6/csoportonként: Wt; PACAP KO;
Wit+LPS; PACAP KO+LPS). A PACI1 receptor protektiv szerepének eclemzéséhez az
endotoxin kezelést kovetd 5. héten altattuk tal az allatainkat (n=24 4allat, az alabbi
csoportokban: Wt+ ivi 1uM maxadilan; Wt+LPS+iviluM maxadilan, Wt+ ivi PBS;
Wit+LPS+ ivi PBS). A feldolgozas protokolljat az elsd kisérletsorozatnal mar részletesen

ismertetett eljaras alapjan hajtottuk végre.
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4.1.4 Optikai koherencia tomografia vizsgalat

Az allatok retinajat (n=24) az LPS kezelés el6tt, majd ezt kovetden heti egyszer 5
héten keresztiil OCT (Leica-EnvisuTM R-Series SDOIS) késziilékiinkkel nyomon kovettiik
az alabbi csoportokban: Wt+ ivi 1uM maxadilan, Wt+LPS+ ivi.1uM maxadilan, Wt+ ivi
PBS, Wt+LPS+ ivi PBS. A késziilék 1,7 mikrométeres felbontasi érzékenységgel
masodpercenként 32.000 felvételt készit, melybdl kialakult a végsé felvételink. A
gyulladastol szamitott 5 hét legendd volt a maradando retinakarosodas kialakulasahoz, igy
eredményeinknél a kontroll, majd az azt koveté 5. héten készitett felvételek keriilnek
bemutatasra. A méréshez az allatokat ketamin koktéllal elaltattunk és 5 m/V%-os
ciklopentolat tartalmu pupillatagitd szemcseppet (Humapent-TEVA) adtunk nekik. A mérés
ideje alatt a szaruhartyajukra miikonnygélt (Oftagél, Santen Pharmaceutical) vittiink fel a
szem kiszaradasanak elkertilése céljabol. Az alvo egereket allattartdo padon helyeztiik el és a
megfeleld pozicioba forgatva a retindjukrol felvételt készitettiink. Ezutdn késziilékiink

fundus kamerajanak segitségével szemfenék tiikkrozést végeztiink el.

4.1.5 Immuhisztokémiai GFAP jelolés

Az immunhisztokémiai vizsgalatokra valo feldolgozas az LPS kezelést kovetd 24 ora
elteltével tortént (n=5/csoportonként). A preparalt egér szemserleget el6szor 4%-0S
paraformaldehidben (PFA) fixaltuk 30 percig, majd viztelenités céljabol felszallo cukoroldat
sorba helyeztiik. Ezt kovetden beagyazéo médiumba (Leica) tettiik és -18°C-on kriosztattal
(Leica) 16 um vastagsagu metszeteket készitettiink zselatinos targylemezre. A retina
metszeteket ezt kovetden 0,1%-0s TritonX-100 tartalmu (Sigma) PBS-ben (0,1 M) 6x5
percig mostuk, majd normal szamarszérumban (NDS) eléinkubaltuk (1%-0s NDS (Sigma);
0,1%-0s BSA (Sigma); 0,1% natrium-azid (Sigma) PBS-ben feloldva). A metszetekre ezutan
monoklonalis egér primer antitestet (anti-GFAP, 1:1000) helyeztiink, amit ismét mosas,
majd antitesthigitoval oldott (1:200) szekunder anti-egér antitesttel (fluoreszcens festék:
Alexa Fluor 488, Sigma) valo bevonas kovetett. Az inkubalas lejarta utan propidium-jodidos
hattérkontrasztositast (2 pul/ml (1:500) PI + fizioldgias sdoldattal) végeztiink és a mintakat
Fluoroshild (Sigma) segitségével lefedtik. A metszetekr6l Nikon Eclipse 80i
fénymikroszkoppal fényképeket készitettiink, amelyeket Image J (NIH) program
segitségével kiértékeltiink.
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4.1.6 Western blot analizis

Vizsgalatunkhoz az endotoxin kezelést kovetéen 24 oraval dolgoztuk fel az
allatainkat (n=7/csoportonként). Izolalt retina mintainkat homogenizaltuk 50 mM TRIS;
50mM EDTA; 50mM Na-ortovanadat; 0,5 (v/v)% proteaz gatld koktél; 0,5 (v/v)% foszfataz
gatlo  koktél hozzaadasaval, majd DC™ Protein Assay kit (Bio-Rad, Hercules)
felhasznalasaval meghataroztuk a mintdk fehérjetartalmat. Az SDS PAGE gél-
elektroforézishez csoportonként 300 pg/minta fehérjét vittiink fel. Ezt a membranra torténd
blottolas kovette, ami utan a probakat 4°C-on 24h keresztiil reagaltattuk az elsédleges
antitestekkel: foszfospecifikus anti-Akt-1 Ser473 (pAkt; 1:1000; R&D Systems);
foszfospecifikus glikogén szintaz kinaz-3f Ser9 (pGSK; 1:1000; Cell Signaling
Technology), valamint kontrollként nem foszforilalt total-Akt (tAkt; 1:1000) antitestet
alkalmaztunk. A membranokra ezt kovetéen felvittiik az anti-egér tormaperoxidaz-konjugalt
masodlagos antitesteket (1:3000; BioRad). Az antigén-antitest komplexeket a
kemilumineszcencia reakcio tette lathatova. Kvantifikalhatosag céljabol Imagel (NIH)

programmal denzitometras méréseket végeztiik.

4.1.7 A retina mintak citokin array analizise

Retina mintdinkat az LPS beadasat kovetden 24 oraval dolgoztuk fel
(n=7/csoportonként) az elsé kisérletsorozatnal ismertetett protokoll alapjan a Proteome
Profiler Mouse Cytokine Array Kit (R&D Systems) alkalmazasaval.

4.1.8 Elektroretinografia (ERG)

Az allatok (n=6/csoportonként) lemérése kontroll allapotban, valamint 24 6éraval az
LPS kezelést kovetden tortént. A kisérlet eldtt az egereket 24 6ran at sotétben tartottuk. A
méréshez az allatokat elaltattuk, szemiiket pupillatagitdo szemcseppel (Humapent-TEVA)
kezeltiik, majd sztereotaxias padra helyeztiik. Ezt kovetden 4 elektrodat rogzitettiink rajuk:
ketté darab szaruhartya elektrodot (jobb és bal szemre), egy referencia elektrodot, amit a két
szem kozotti szakaszon a bor ala helyeztiink el, illetve a f61d elektrodat, amit a farok feletti
részbe subcutan rogzitettiink (Perlman 1995). Az allatok elektroretinogramjat ezutan zold
fényimpulzusok mellett regisztraltuk az 50 fényfelvillanasig. A Kkisérletet 632 nm

hulldmhosszii voros fényben végeztiik, a fényfelvillandshoz 503 nm-es zold LED-et
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hasznaltunk, amelyen egy felvillanas 1 mp-ig tartott, és azt 2 mp sziinet kdvette (Scd s/m2;
0,25 Hz) (Zhang et al. 2013). Az igy érkezé jelet amplifikaltuk, és rogzitettiik egy A/D
konverter segitségével (Danyadi et al. 2014), majd a konverter szoftverével (Ratsoft)
atlagoltuk a fényvalaszokat. Eredményeink kiértékelését, a- €s b-hullam amplitado értékeit

Origin2016 (Macasoft) software segitségével mértiik le.

4.1.9 Statisztikai analizis

A diagrammokra az atlag + standard hiba (SEM) keriilt feltiintetésre. Az
eredményeknél Kolmogorov-Smirnov normalitas tesztet kovetéen ANOVA- és Fisher LSD
post hoc analizist hasznaltunk, az OriginPro 2016 nevii programban. A szignifikancia értéket

p < 0,05 hataroztuk meg.

41



4.2 Eredmények

4.2.1 A retina mintak rutin szovettani vizsgalata

A kontroll csoportok (Wt, PACAP KO) esetén nem volt detektalhatd a retina
rétegvastagsagaban kiilonbség (17.A,B abra, 18.A,B abra). Az LPS kezelés a vad tipust
allatoknal az INL réteget leszamitva (18.B abra) nem okozott jelentés valtozast a kontroll
csoportokhoz viszonyitva (17.A,C abra, 18.A,B abra). Azonban a PACAP KO csoportban
az endotoxin jelentds retina degeneraciot indukalt (17.D abra) a két kezeletlen csoporthoz
(17.A,B abra), valamint az LPS kezelt vad tipusu allatokéhoz (17.C abra) képest egyarant.

Statisztikai elemzésiinket kovetden azt tapasztaltuk, hogy a két rostos- (OPL, IPL),
valamint a két nukledris (ONL, INL) rétegben jelentds szignifikans rétegvastagsag
csokkenés alakult ki az LPS kezelés hatasara a génkiiitott allatoknal mind a harom masik
csoporthoz viszonyitva (18.B abra), melyb6l adodik, hogy az OLM-ILM tavolsagaban is
jelent6s redukcei6 volt mérhet6 (18.A abra).

St Ry
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17. abra: Reprezentativ retinametszetek a vizsgalt csoportokbol. A: Wt, B: PACAP
KO, C: Wt+LPS, D: PACAP KO+LPS, ONL: kiils¢ hatarhartya, OPL: kiils6 rostos
réteg, INL: belsé nuklearis réteg, IPL: bels6 rostos réteg, GCL: ganglionsejtek rétege,

hosszlépték: 20 mikrométer
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18. abra: A retina Kkiilsé és a belsé hatarhartya kozotti tavolsaga (A) valamint a
kiillonb6z6 rétegek (B) vastagsag valtozasa a vizsgalati csoportokban. Az
oszlopdiagramokon az atlag £+ SEM értékeket abrazoltuk. OLM-ILM: belsé és kiilso
hatarhartya, OPL.: kiils6 rostos réteg, ONL: kiils6 hatarhartya, IPL: bels6 rostos réteg, INL:
belsé nuklearis réteg, *p<0,05 Wt csoporthoz képest, #p<0,05 a Wt+LPS csoporthoz

viszonyitva
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4.2.2 Optikai koherencia tomografia vizsgalat eredménye

OCT késziilék segitségével az allatok retindjarol B-scan sorozatot készitettiink (19. abra,
L. sor). Jol lathato a fekete-fehér reprezentativ felvételeinken, hogy kontroll koriilmények
kozott onmagaban a maxadilan intrevitrealis kezelése semmilyen elvaltozast nem indukalt a
retina szerkezetében (19 abra, I. sor A,B). A retinalis rétegvastagsagok kozel
megeggyezének bizonyultak. A felvételek éles kontrasztjaibdl pedig jol kivehetd a szoveti
integritas, mind a PBS, mind a maxadilan kezelt csoportok esetén (19 abra, I. sor A,B). Ezen
megfigyelésiinket a B-scan sorozatokbol leképezett 3D reprezentativ retina modelljeink,
valamint a kezeléstol szamitott 5 hét elteltével készitett, toluidinkékkel kontrasztositott
gyantas retinametszeteink is jol szemléltetnek (19. abra Il. sor A,B).

Az ip. LPS-t kapott kett6 csoportunk esetén azonban jol kiveheté az endotoxin okozta
maradando retinakarosodas a fert6zést6l szamitott 5. héten (19. C,D abra). A B-scan
sorozatokbol rogzitett abrainkon nagyfoku rétegvastagsag csokkenés jelentkezett az LPS
okozta kronikus gyulladas hatdsara a kontroll csoportokhoz viszonyitva (19 abra). Ezen
megfigyeléseinket a retina 3D modelljérdl készitett felvételeink is igazoltak (19 abra, I1. sor
C,D). Mivel a gyulladas a szem egész teriiletére kiterjedt, igy az OCT felvételeinken mar
gyengébb kontraszttal rajzolodtak ki a retinalis rétegek (19 abra, | sor C,D). Ez a
megfigyelésiink az LPS-t kapott PBS kezelt csoport esetén még kifejezettebb volt az
endotoxinnal fert6zott maxadilant injektalt tarsaikhoz képest (19 abra, I sor C,D). Rutin
hisztologiai vizsgalatunk soran pedig jol latszik a kiilonb6z6 nuklearis rétegekben
bekovetkezd sejtelhalasok, a plexiform rétegek drasztikus csokkenése, ami a retina
szovetének elvékonyodasat eredményezte (19 4bra. IIl. sor C,D). A szdveti integritas
megbomlasa az LPS+maxadilan kezelt egerek esetén kevésbé alakult ki, amely hatterében a
PACIR protektiv szerepe allhat (19. abra III. sor C.D).
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19. abra: (l. sor:) OCT késziilékkel készitett retina rétegeit abrazolé felvétel, (I1. sor:) majd az
abbdl létrehozott 3D retina modell, valamint (I11. sor:) a toluidinkék festéssel kontrasztositott
szovettani metszet a kiilonb6z6 csoportokban. A: Wt, B: Wt+1uM maxadilan, C: Wt+LPS, D:
Wt+LPS+1uM maxadilan, NFL: optikus rostok rétege, PE: pigment epitél réteg, hosszlépték: 50

mikrométer
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A reprezentativ felvételeinken tapasztalt retinalis rétegvastagsag csokkenését statisztikailag
IS alatamasztottuk. A teljes retina rétegvastagsagaban (NFL-PE kozotti rétegek csokkenése)
mindkét intravitrealisan kezelt csoportban a kontroll allatok retinamintdihoz viszonyitva
szignifikans rétegvastagsag csokkenés figyelheté meg (20. abra). Ez a redukcio azonban
fokozottabb mértékii volt az LPS PBS kezelt csoportban az LPS maxadilan kezelt csoporthoz

viszonyitva (20. abra).
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20. abra: A retina teljes vastagsaga (NFL-PE rétegig) a vizsgalati csoportokban. Az
oszlopdiagramokon az atlag + SEM értékeket abrazoltuk. NFL: optikus rostok rétege, PE:
pigment epitél rétege, *p<0,05 Wt csoporthoz képest, #p<0,05 a Wt+LPS csoporthoz

viszonyitva

Szemfenék vizsgalatrdl késziilt reprezentativ felvételeink jol mutatjak, hogy amig
kontroll allapotban a retina érhaldzata tokéletesen kirajzolodik és a két intravitrealis
kezelésben részesiilt csoportban eltérés nem tapasztalhat6 (21.A,B abra), addig az LPS PBS
kezelt csoportban a szem egészére kiterjedd gyulladas figyelhetd meg (21.C abra). Ez a
retina egész teriiletének homalyos megjelenésében, valamint a fehéres retinalis 1éziok
feltinésében nyilvanul meg (21.C abra). Az OCT vizsgalat és a szovettani analizisiink soran
megfigyelteket tapasztalhattuk itt is, miszerint az intravitrealisan alkalmazott maxadilan
képes volt kivédeni az LPS indukalta gyulladasos folyamatokat és a kontroll csoportok

szemfenéki képéhez kozeli allapotot 6rzott meg (21.D abra).
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21. abra: Szemfenék vizsgalatrol késziilt reprezentativ felvételek a kisérleti
csoportokban. A: Wt, B: Wt+1uM maxadilan, C: Wt+LPS, D: Wt+LPS+1uM

maxadilan

4.2.3 Az immunhisztokémiai GFAP jelolés eredménye

GFAP expresszivitas a Miiller sejtekben kontroll koriilmények kozott csak a
végtalpakra, valamint a retina bels6 részeire korlatozodik, igy a fehérje csak a retina ILM
rétegében lesz kimutathato. Kezeletlen allatok (Wt, PACAP KO) retina mintai esetén
egymashoz viszonyitva nem mutatnak jelentds immunfluoreszencia valtozast (22.A,B,E
abra). Azonban LPS kezelés hatdsara egy fokozodod expresszid novekedés volt
megfigyelhetdé mindkét endotoxin kezelt csoportban (22.C,D,E abra). Az expresszio
novekedés sokkal nagyobb mértékii volt az OLM-ILM teriiletén, mely hatterében a Miiller
sejtek nyulvanyainak jelolodése all az LPS kezelt PACAP KO egerek csoportjaban az LPS

kezelt vad tipust tarsaikhoz viszonyitva (22.C,D,E abra).
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22. abra: Reprezentativ retina metszetek GFAP fluoreszcens jeloléssel a kiilonbozo
csoportokban: A: Wt, B: PACAP KO, C: LPS kezelt Wt, D: LPS kezelt PACAP KO csoport,
E: a GFAP expresszio denzitometrias mérése. Az oszlopdiagramokon az atlag + SEM értékeket
abrazoltuk. *p<0,05 a Wt csoporthoz képest, #p<0,05 a Wt+LPS csoporthoz viszonyitva. ONL:
kiilsé hatarhartya, OPL: kiils6 rostos réteg, INL: bels6 nuklearis réteg, IPL: belsd rostos réteg,
GCL: ganglionsejtek rétege, GFAP: glialis fibrillaris savas protein (z6ld szin), PI: propidium-

jodid (piros szin), hosszlépték: 20 mikrométer
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4.2.4 A retina mintak citokin array analizis eredménye

Citokin array mérésiink sordn azt tapasztaltuk, hogy mig kontroll allapotban a két
csoport kozott nem volt detektalhatd kiilonbség, addig az LPS kezelés hatdsara néhany
citokin expresszios valtozast mutatott (23. abra). Az SICAM-1, a JE (monocita kemotaktikus
fehérje 1) és TIMP-1 citokinek esetén az LPS kezelés expresszid ndvekedést indukalt
mindkét endotoxin kezelést kapott csoportban a kontroll csoportokhoz viszonyitva (24.
abra). Az LPS kezelt PACAP KO egerek esetén ez azonban még jelentdésebb emelkedést
mutatott az LPS kezelt Wt csoporthoz képest is (24. abra).
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23. abra: A: Reprezentativ felvételek a vizsgalt csoportok citokin paneljeirél. B: A kiten

-l |la|n T

rogzitett citokinek nevei tiablazatba foglalva. A tablazatban bekeretezett citokineknél
szignifikdns expresszid valtozast tapasztaltunk az LPS kezelés hatasara a kontroll

csoportokhoz képest.
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24. abra: Denzitometrias mérés eredménye. A: TIMP-1 (szoveti metalloproteinaz gatld
fehérje 1)-, B: SICAM-1 (szolubilis intercellularis adhéziés molekula) és C: JE (monocita
kemotaktikus fehérje 1) esetén a négy vizsgalt csoportban. Az oszlopdiagramokon az atlag +
SEM érték keriilt feltiintetésre. *p< 0,05 Wt csoporthoz képest, #p< 0,05 a Wt+LPS

csoporthoz viszonyitva az eltérés.
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4.2.5 Western blot analizis eredménye

Kontroll koriilmények kozott a két kezeletlen csoportban nem volt detektalhatd
valtozas a fehérjék expresszidjaban (25. abra). Azonban 24 6raval az LPS kezelést kovetden
azt tapasztaltuk, hogy a gyulladds a pAkt fehérje esetén csokkent expresszivitast
eredményezett mindkét kezelt csoportban, ami a PACAP KO egerek esetén még jelentésebb
mértéket mutatott (25.A,B abra). Hasonld megfigyelés volt mérhetd az Akt downstream

célpontjanal, a pGSK-nal is (25.A,C abra).
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25. abra: Reprezentativ felvétel a vizsgalt fehérjék expresszids valtozasarol a kiilonb6zé
kezelési csoportokban (A), 1: Wt, 2: PACAP KO, 3: Wt+LPS, 4: PACAP KO+LPS. tAkt (total
Akt) bels6 kontrollként szolgal a (B) pAkt (foszfo Akt) és (C) pGSK (foszfo GSK) fehérjék
denzitometrias mérése soran kapott értékeinek normalizalasdhoz. Az oszlopdiagramokon az
atlag = SEM érték keriilt feltiintetésre. *p<0,05 a Wt kontroll csoporthoz viszonyitva, #p<0,05

az LPS kezelt Wt csoporthoz viszonyitva.
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4.2.6 Elektroretinografia eredményei

Az ERG mérés eredményeinknél mindkét kontroll csoport esetén hasonlé lefutasu
elektroretinogram hullamokat tapasztaltunk (26.A abra). Ebbdl arra kovetkeztethettiink,
hogy a két kezeletlen csoport ERG hullamainak az a- és b-hullam amplitudoja, valamint az
azok aktivalodasi ideje kozel megegyezéek kontroll koriilmények kozott (26.A abra). A
funkcionalis analizis az LPS kezelés hatasara azonban egy jelentds negativ valtozast mutatott
mind a két hullamkomponens esetén a Wt és a PACAP KO egereknél egyarant (26.B abra).
Az endotoxin indukalta retinalis gyulladas gatolta a fotoreceptorok, bipolaris sejtek,
valamint a Miiller glia sejtek bioclektromos aktivitasat, ezzel muikodési zavart
eredményezve funkcidjukban. Ez latasromlashoz vezetett, ami az ERG regisztratumokon
alacsonyabb hullamamplitidok megjelenésével nyilvanult meg a kontroll tarsaikhoz képest
(26.A,B abra). Reprezentativ abrainkon jol lathat6 az is, hogy az LPS kezelt PACAP KO
egerek elektroretinogramjan a hullamok magassaga még redukaltabb volt az LPS kezelt Wt
tarsaikkal szemben (26.A,B abra). Ennek hatterében a Kialakult nagyobb mértéki
inflammacio6 allt, ami nagyobb mértéki sejtkarosodast eredményezett a PACAP génhianyos
LPS kezelt allatoknal.

Ezen megfigyelésiinket statisztikai elemzéssel is alatdmasztottuk, ahol igazoltuk,
hogy valoban szignifikansan csokkentek a hullam amplitadok (mind az a- és mind a b-
hullam esetén) az LPS kezelés hatasara. Tovabba a retina sejtjeinek fényre adott valasza
statisztikailag még nagyobb mértéki hullamamplitidé csokkenést eredményezett a
gyulladas hatasara a PACAP KO egerek retinajaban a Wt tarsaikhoz viszonyitva (26.C,D
abra).
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26. abra: Reprezentativ elektroretinogram felvétel az ERG vizsgalat soran 24 o6ra
sOtéthez adaptalt egereknél (A): Wt és PACAP KO csoportban, (B): Wt+LPS és PACAP
KO+LPS csoport esetén. (C) az a-hullam-, valamint a (D) b-hullam amplitado valtozasat
abrazoltuk oszlopdiagramokon a csoportjainknal. Az atlag + SEM értékek keriiltek
feltlintetésre az oszlopokon. *p< 0,05 a Wt kontroll csoporthoz viszonyitva, #p< 0,05 az

LPS kezelt Wt csoporthoz képest mutatja az eltérést.
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5 Diszkusszio

A PACAP jelentds protektiv tulajdonsaggal rendelkezik, amik kozil az anti-
inflammatorikus hatasai kiemelten fontosak, melyeket féként a PAC1 receptoran keresztiil
képes medialni. llyen védo funkciot 1at el szamos helyen a szervezetben az agyban és a
retindban, valamint periférids szervekbenegyarant. Korabbi tanulmanyok alapjan ismert,
hogy az exogén modon alkalmazott PACAP retinoprotektiv hatdsokkal rendelkezik UV-A
sugarzas- (Atlasz et al. 2011)-, glutamat- (Babai et al. 2005; Atlasz et al. 2009), NMDA-
(Cheng et al. 2014) és kainat okozta (Seki et al. 2006) excitotoxikus karosodasnal. Ismert az
is, hogy védoé hatast képes kifejteni a hipoperfuzio- (Werling et al. 2016) és l1atdideg sériilés
okozta (Seki et al. 2008) degeneracioban, valamint a sztreptozotocin indukalta diabéteszes-
(Szabadfi et al. 2012b) és korasziil6tt retinopatia (Kvarik et al. 2016) esetén.

Az endogén PACAP a szervezetben szamos szabalyozé folyamatban részt vesz ugy,
mint a testhémérséklet szabalyozasa (Banki et al. 2014; Gray et al. 2002), a reprodukcio
regulalasa (Isaac és Sherwood 2008; Reglodi et al. 2012c; Reglodi et al. 2018a) vagy a
stressz adaptacio el6segitése (Kormos et al. 2016). Az endogén PACAP tovabba képes
enyhiteni a szemszarazsag tlineteit a konnytermelés fokozasaval (Nakamachi et al. 2016),
valamint védi a retinat az iszkémia okozta karosodastol is (Szabadfi et al. 2012a). Irodalmi
adatok alapjan ismert, hogy a PACAP KO egerek érzékenyebben reagalnak negativ
hat4sokra, gy mint a f4jdalom vagy gyulladasra adott reakciok vad tipusu tarsaikhoz képest
(Hashimoto et al. 2001; Matsuyama et al. 2003; Hashimoto et al. 2009; Kawaguchi et al.
2010; Kemény et al. 2010; Sandor et al. 2010; Reglodi et al. 2012b). Azonban a szervezetben
megtalalhatdo PACAP szerepe egy endotoxin altal indukalt retinalis karosodas soran még
ismeretlen. fgy jelen kisérletiink az elsd, ahol az endogén PACAP és PACI receptoranak
védd és anti-inflammatorikus hatasat vizsgaltuk LPS indukalta retinalis gyulladasban,
PACAP KO egerek felhasznalasaval.

Eredményeink alapjan jol latszik, hogy mig kontroll koriilmények kozott a Wt és
PACAP KO allatok retinaszerkezete, citokin expresszios profilja, valamint a latas
vizsgalatuk soran tapasztaltak teljes mértékben megegyeztek, addig gyulladas hatasara
szamos eltérés volt detektalhato a két LPS kezelt csoport kozott. Ezen eredményeink
korrelalnak kutatocsoportunk altal korabban kozolt adatokkal is, ahol a fiatal PACAP KO

allatokndl még nem-, azonban a korai Oregedés tiineteit mutatd egereknél mar jelentds

54



kiilonbségek, retinalis abnormalitasok jelentek meg vad tipust tarsaikhoz viszonyitva
(Kovacs-Valasek et al. 2017; Reglodi et al. 2018a).

A Miiller gliasejtek fokozott GFAP expresszivitasat mutattuk ki az LPS 4ltal kivaltott
gyulladas soran, amely a PACAP KO csoportban még fokozottabb mértéket mutatott. Ennek
hatterében a GABA és a glutamat csokkent felvétele all, amely a fehérjék felhalmozodasahoz
vezet, ezzel rendellenességeket kialakitva a retinalis neuronokban (Ishikawa et al. 1996;
Ambati et al. 1997; Li és Puro 2002; Lewis és Fisher 2003; Kurihara et al. 2006). A PACAP
retinoprotektivnek bizonyult a Miiller gliasejtek esetén iszkémias- és excitotoxikus agyi
1ézidknal is, ahol az interleukin-6 felszabadulasat képes stimulalni (Nakatani et al. 2006;
Ohtaki et al. 2008; Liu et al. 2011).

Kisérletiink soran a retina gyulladdsa néhéany citokin expresszidjaban valtozast okozott
(TIMP-1, sICAM-1 és JE szabalyozo fehérjék). Ismert, hogy a TIMP csalad tagjai fontos
szerepet jatszanak a sejtproliferacidban, az apoptodzisban, €s gatlé hatast gyakorolnak a
matrix metalloproteinazokra (MMP), amelyek képesek az extracellularis matrix lebontasara
(Reichenstein et al. 2004; Szentléleky et al. 2019). Az inflammatérikus folyamatok soran az
MMP-gatlé TIMP-1 gyulladasos mediatorok felszabadulasat indukalja (Nedvig et al. 2012).
Kisérletiinknél 24 o6raval az LPS kezelés utdn a TIMP-1 szint mindkét endotoxin kezelt
csoportban erdsen megemelkedett, azonban ez az érték a PACAP KO egerek esetén
fokozottabb szintet mutatott. Ezen megallapitasunk Osszhangban van mas korabbi
vizsgalatokkal is, ahol a TIMP-1 fokozott expresszidja minden esetben koros
elvaltozasokhoz tarsult ugy, mint példaul a diabéteszes nefropatia (Banki et al. 2013), az
iszkémia altal kivaltott vesekarosodas (Laszlo et al. 2015), az akut mezenterialis iszkémia
(Nedvig et al. 2012; Nedvig et al. 2013), a glaukoma (Guo et al. 2012) vagy iszkémias
retinopatia (Szabo et al. 2012).

Jelen kisérletiinkben az sICAM-1 aktivacidja volt megfigyelheté a PACAP KO
egerekben az endotoxin kezelés hatasara. A gyulladasos citokinek, koztiik a TNFa fokozzak
az SICAM-1 citokin termelddését és proinflammatorikus folyamatokat indukalnak, mint
példaul a leukocitak gyulladas helyére torténd aramlasa (Webster et al. 1998; Vollmar és
Menger 2011). Tovabba ismert az is, hogy magas sSICAM-1 expressziés mintazat mindig
degenerativ elvaltozasokhoz tarsul, ilyen példaul a vitreoretinopatia (Webster et al. 1998;
Limb és Chignell 1999), az uveitis (de Visser et al. 2017) vagy a sarlosejtes retinopatia (Cruz
et al. 2015). Tanulmanyok tamasztjak ala azt is, hogy az exogén PACAP kezelés az

iszkémia/reperfizio (I/R) indukalta karosodasnal tobb szerv esetén is képes volt a
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megndvekedett SICAM-1 szintjét részben vagy teljesen elharitani (Reglodi et al. 2012a;
Szabo et al. 2012; Nedvig et al. 2012; Banki et al. 2013).

A monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1 / CCL2) a C-C kemokin csalad tagja,
mely egy erés kemotaktikus faktorként vesz részt a monocitak mitkkodésében (Deshmane et
al. 2009). A human MCP-1 neve megegyezik az egerekben JE-vel elnevezett citokinnel,
amely expresszios szintje az akut €s kronikus gyulladasos betegségeknél, mint példaul az
ateroszklerozis (Lu et al. 1998), a glomerulonefritisz (Chen et al. 1998), a diabéteszes
retinopatia (Murugeswari et al. 2014), az Eales-betegség (Atmaca et al. 2002), az iszkémias
retinopatia (Yoshida et al. 2003) vagy az LPS altal kivaltott uveitis (Barbour et al. 2014)
jelentésen megemelkedik. A fent emlitett citokinnek a megnovekedett szintjét szamos egyéb
gyulladasos folyamatnal is megfigyelték mar, ilyen volt példaul a hipoxia altal kivaltott vese
sériilésében (Hashimoto 2002) vagy az akut ileitisznél (Heimesaat et al. 2014), ahol az
exogén modon alkalmazott PACAP képes volt lecsokkenteni az akut gyulladas szintjét,
mellyel egy csokkentett expresszivitast eredményezett az MCP-1 citokin esetén.

Munkacsoportunk kordbban kimutatta, hogy retinakarosodas hatdsara a PACAP anti-
apoptotikus ttvonalakat indukal, mely hatasara a proapoptotikus Utvonalak gitlas ala
kertilnek (Réacz et al. 2006). Egy tanulméanyunk a retinalis iszkémia folyaman azt mutatja be,
hogy az exogén PACAP kezelés részben az Akt és a MAPK tutvonalak indukalasan keresztiil
fejti ki a retinoprotektiv és gyulladas csokkentd hatasat (Szabo et al. 2012). Az Akt ami PKB
(protein kinaz B) néven is ismert, egy szerin-treonin tipusu protein-Kinaz, mely
extracellularis szigndlok hatasara képes eldsegiteni a szignalizacios Utvonalan keresztiil a
sejtek talélését (Nakazawa et al. 2003; Dreixler et al. 2009; Szabo et al. 2012; Werling et al.
2016) és részt vesz a gyulladasi folyamatok szabalyozasaban. A szervezetet éré karos
hatasokra, mint iszkémias retinopatia, az exogén PACAP a foszfatidilinozitol-3-kinaz
(PI3K) downstream targetjeként aktivalja az Akt-t ami a GSK-3 gatld foszforilaciojat
indukalja, mellyel a CREB aktivalasat eredményezi (Wang et al. 2011), igy lecsokkentve a
karosodas mértékét (Gong et al. 2013). Tanulmanyok alapjan ismert, hogy az LPS okozta
gyulladas Akt aktivitds csokkenését, valamint a GSK foszforilalt szintjének redukcigjat
eredményezi, mely minél nagyobb mértékii, annal nagyobb szdveti karosodas létrejottét
eredményezi (Guha és Mackman 2002; Williams et al. 2006; Yin et al. 2016). Ezen
vizsgalatok 6sszhangban vannak a jelen tanulmanyunkban tapasztaltakkal.

Szamos tanulmany igazolta azt is, hogy az exogén modon alkalmazott PACAP fontos
szerepet jatszik a 1atas funkcidjanak megdrzésében kiilonbozd retinat érintd sériiléseknél,

ugy mint az excitotoxicitas vagy az iszkémia (Varga et al. 2011; Danyadi et al. 2014).
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Korabbi megfigyelésekhez hasonléan ERG kisérletiinknél mi is azt tapasztaltuk, hogy
az endotoxin kezelés altal kialakitott gyulladds a latds funkcidjanak jelentds zavarat
eredményezi (Kurihara et al. 2006; Sasaki et al. 2009). Az endogén PACAP hianya az ERG
a- ¢és b-hullam amplitado drasztikus csokkenését eredményezte az LPS kezelés hatasara. Ez
a valtozas nagyobb mérétkii volt a PACAP KO csoportban Wt tarsaikhoz viszonyitva, mely
hatterében a fotoreceptorok és a Miiller gliasejtek sejtek fokozottabb miikodési zavara all.
Az endogén PACAP tehat a retinalis sejtek integritasanak meg6rzésével volt képes az LPS
altal kialakitott retinalis gyulladas alacsonyabb mértékét eredményezni.

Kutatasok alapjan ismert, hogy a PACAP retindlis kotddésének 80%-aért a PACI
receptor felelds, amely a protektiv hatdsok {6 mediatoraként vesz részt kiilonbozo
degenerativ elvaltozasok kivédésében (Nilsson 1994). Az endogén PACAP LPS indukalta
retinalis gyulladas folyaman mutatott véd6 hatasat receptorain keresztiil képes kifejteni,
melyek koziil a PACI receptor protektiv szerepének bizonyitdsdhoz a szelektiv PACI1
receptor agonista maxadilan nyujt segitséget (Lauenstein et al. 2011).

Az uveitis a szem inflammacioval jar6 megbetegedése, mely kezdetben akut- majd
késdébb az abbdl kialakuld kronikus gyulladds maradand6 retina karosodas kialakulasat
eredményezheti (Abrar et al. 2014). A szem hats6 szegmensében megjelené gyulladas a
funduskameras felvételen a retina érhaldzatanak homalyos megjelenési formajat okozza,
ennek hatterében a fehérje és alakos elemek megjelenése all a csarnokvizben (Proekt et al.
2016; Santeford et al. 2016; Chu et al. 2016; Nakamura et al. 2017). A megnovekedett
fehérjetartalom miatt a csarnokviz opaleszkal és jol kivehetd fehér foltok formajaban
detektalhatova valik az intraretinalis folyadék, 6déma megjelenése is (Rageh et al. 2014),
amelyet mi is tapasztaltunk jelen tanulmanyunkban az LPS kezelt vad tipust egerek
csoportjanal. Ezen elvaltozdsok viszont maxadildn kezelés segitségével elharithatonak
bizonyultak, ami és a kontroll csoport felvételeihez hasonld képet eredményezett. OCT
felvételiink- és rutin szdvettani analizisiink soran kapott retina rétegvastagsaganal azt
tapasztaltuk, hogy, ahogy az a szakirodalomban is szerepel (Koizumi et al. 2003; Halder et
al. 2013), az LPS kezelés dnmagaban egy drasztikus rétegvastagsag csokkenést indukalt,
amit a maxadilan kezelés képes volt kivédeni.

Osszefoglalva tehat a fent bemutatott eredményeinkkel elsdként sikeriilt igazolnunk,
hogy az endogén PACAP fontos retinoprotektiv szerepet lat el az LPS okozta retinalis
gyulladas esetén. Tovabbi vizsgalataink (OCT, szemfenéki kép elemzése, rutin szdvettan)
bizonyitottak azt is, hogy a PACAP ezen hatasat elsésorban PACL receptoran keresztiil

medialhatja.
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6 Uj eredmények osszefoglalisa

1)

1)

Ph.D. munkam elsé részében a PACI1 receptor retinoprotektiv szerepét
bizonyitottuk =~ maxadilan fehérje segitségével BCCAO okozta

retinakarosodasban.

Kimutattuk szovettani analizisiink soran, hogy az intravitrealisan alkalmazott
maxadilan szignifikdnsan gatolja a hipoperfuzio okozta retinalis karosodas
mértékét az altalunk vizsgalt modellben. Citokin array eredményeink tovabba
alatdmasztottak azt is, hogy a PACI1 receptor fontos gyulladascsokkentd

szereppel rendelkezik az iszkémias retina degeneracioban.

Az ¢értekezés masodik felében az endogén PACAP, valamint az anti-
inflammatorikus hatasokért felelés PACI receptor védé szerepét igazoltuk

maxadilan fehérje segitségével LPS indukalta retinalis gyulladas modelljében.

A komplex morfologiai-, morfometriai- valamint funkcionalis analizisiink
eredményei bebizonyitottak az endogén PACAP protektiv szerepét endotoxin
okozta retina degeneracioban. Tovabba az intravitrealis maxadilan kezelés képes
volt az LPS okozta szoveti karosodas mértékét lecsokkenteni, ezzel alatamasztva
a PAC1 receptor anti-inflammatoérikus hatasat egy endotoxin okozta

retinakarosodas soran.

Osszefoglalasként tehat elmondhatjuk, hogy, az ideghértyét érintd kiilonb6zo
karosodasok hatasaival szemben mind az endogén, mind pedig az exogén modon
alkalmazott PACAP jelentds citoprotektiv és antiinflammatorikus hatasokat volt

képes kifejteni.
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Abstract A number of studies have proven that pituitary ade-
nylate cyclase activating polypeptide (PACAP) is protective in
neurodegenerative diseases. Permanent bilateral common ca-
rotid artery occlusion (BCCAO) causes severe degeneration in
the rat retina. In our previous studies, protective effects were
observed with PACAP1-38, PACAP1-27, and VIP but not
with their related peptides, glucagon, or secretin in BCCAO.
All three PACAP receptors (PAC1, VPAC1, VPAC2) appear
in the retina. Molecular and immunohistochemical analysis
demonstrated that the retinoprotective effects are most proba-
bly mainly mediated by the PAC1 receptor. The aim of the
present study was to investigate the retinoprotective effects of
a selective PAC1-receptor agonist maxadilan in BCCAO-
induced retinopathy. Wistar rats were used in the experiment.
After performing BCCAO, the right eye was treated with in-
travitreal maxadilan (0.1 or 1 uM), while the left eye was
injected with vehicle. Sham-operated rats received the same
treatment. Two weeks after the operation, retinas were proc-
essed for standard morphometric and molecular analysis.
Intravitreal injection of 0.1 or 1 pM maxadilan caused signif-
icant protection in the thickness of most retinal layers and the
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number of cells in the GCL compared to the BCCAO-
operated eyes. In addition, 1 M maxadilan application was
more effective than 0.1 uM maxadilan treatment in the ONL,
INL, IPL, and the entire retina (OLM-ILM). Maxadilan treat-
ment significantly decreased cytokine expression (CINC-1,
IL-1, and L-selectin) in ischemia. In summary, our histolog-
ical and molecular analysis showed that maxadilan, a selective
PACI receptor agonist, has a protective role in BCCAO-
induced retinal degeneration, further supporting the role of
PACI1 receptor conveying the retinoprotective effects of
PACAP.

Keywords Ischemia - Retinoprotection - Maxadilan - PAC1
receptor

Introduction

Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP)
is a phylogenetically conserved neuropeptide distributed
throughout the body in addition to the hypothalamus, the
original source of isolation (Miyata et al. 1989; Vu et al.
2015; Krajes et al. 2015; Tamas et al. 2016). The peptide
belongs to the vasoactive intestinal peptide (VIP)/glucagon/
secretin peptide superfamily, showing the closest homology
with VIP (Hashimoto 2002; Padua et al. 2016). PACAP
exerts its actions through three distinct receptors: the
PACAP receptor 1 (PAC1), as well as VPAC receptor 1
(VPAC1), and VPAC receptor 2 (VPAC2). The PACI recep-
tor is specific to PACAP, while the VPAC receptors have
similar affinity to PACAP and VIP (Ramos-Alvarez et al.
2015). This and the numerous splice variants of the PAC1
receptor are in the background of PACAP showing many
different actions in various organs (Shioda and Nakamachi
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2015; Ohnou et al. 2016; Matsumoto et al. 2016; Clason
et al. 2016).

PACAP and its receptors have been shown in the tissues of
the eye, including the retina. Seki and coworkers described the
localization and strong expression of PAC1 receptor in differ-
ent retinal layers of the rat (Seki et al. 1997; Seki et al. 2000),
with different splice variants (short, hop) in the cell bodies and
the processes of ganglion and amacrine cells (Seki et al. 1997).
PACI receptor has also been demonstrated in Muller glial
cells (Kubrusly et al. 2005; Seki et al. 2006). VPAC2 receptor
expression has been described in the mouse retina (Harmar
et al. 2004). The expression of the PAC1 and VPAC receptors
has also been confirmed during the development of mamma-
lian retina (Njaine et al. 2010).

From the point of view of future therapeutic possibilities,
one of the most important actions of PACAP is its neuro-
protective effect proven in various in vitro and in vivo
models. This effect has also been demonstrated in the retina
(Atlasz et al. 2016; Shioda et al. 2016). Protective actions of
PACAP have been found in different pathological conditions
such as diabetic retinopathy (D’Amico et al. 2015; Szabadfi
et al. 2016), UV light-induced degeneration (Atlasz et al.
2011), excitotoxic retinal injury (Babai et al. 2006;
Szabadfi et al. 2010; Endo et al. 2011), optic nerve injury
(Seki et al. 2008), and oxygen-induced retinopathy (Kvarik
et al. 2016). Regarding ischemic retinopathy, we have al-
ready shown that PACAP attenuates the reduction in thick-
ness of all retinal layers and the loss of cells in the ganglion
cell layer (GCL) in permanent bilateral common carotid ar-
tery occlusion (BCCAO)-induced hypoperfusion of the reti-
na (Atlasz et al. 2010, 2011). In this model of ischemic
retinopathy, we have not only proven the protective effects
of PACAP on retinal morphology (Atlasz et al. 2010) but
also elucidated possible mechanisms, such as reduction of
pro-apoptotic MAP kinases, stimulation of anti-apoptotic
molecules, like Akt, ERK, and several anti-inflammatory
cytokines (Szabo et al. 2012). Furthermore, we have shown
with electroretinography that the morphological improve-
ment is accompanied by functional amelioration (Danyadi
et al. 2014).

In order to develop future therapeutic approaches with pep-
tide analogs and derivatives (Bourgault et al. 2008;
Chapter et al. 2010), it is essential that we reveal the receptor
through which PACAP elicits its retinoprotective actions and
thus elucidate receptorial mechanisms more in detail. VIP has
been also proven to exert neuroprotective effects in several
models of neuronal injuries (Tungel et al. 1996; Shoge et al.
1998; Scuderi et al. 2013). We have found earlier that VIP, but
not other member of the peptide family, protects the retina
against ischemic injury but only at doses ten times higher than
that of PACAP (Szabadfi et al. 2012a; Werling et al. 2014).
Others have also described antioxidant effects of VIP in
ischemia-induced retinopathy (Tuncel et al. 1996). This
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implies that the PAC1 and VPAC receptors may both convey
retinoprotective effects.

Maxadilan, a 61-amino acid peptide, was initially iso-
lated from the salivary glands of the sand fly Lutzomyia
longipalpis (Moro and Lerner 1997; Lerner et al. 2007),
based on its vasodilator action. Although maxadilan does
not occur naturally in the mammalian organism and has
no sequence homology with PACAP, it is the only known
selective agonist of the PAC1 receptor. It has been shown
to be a useful peptide to study the diverse effects mediat-
ed by the PACI receptor (Uchida et al. 1998; Hoover
et al. 2009; Kambe and Miyata 2012; Banki et al.
2014). The aim of the present study was, therefore, to
examine the potential protective effects of maxadilan
and thus the involvement of the specific PAC1 receptor,
in BCCAO-induced retinal hypoperfusion.

Materials and Methods
Animals

Adult 3-month-old male Wistar rats (n = 36) weighing 250—
300 g were used in the experiments. Animals were maintained
under 12-h light/dark cycle with free access to food and water.
The procedures of whole experiment were performed follow-
ing the institutional ethical guidelines (BA02/2000-24/2011).

Bilateral Common Carotid Artery Occlusion (BCCAQ)
and Maxadilan Treatment

The common carotid arteries on both sides were exposed
through a cervical injection in the carotid triangle of the
neck. Common carotid arteries were separated from the
vagus nerve and then ligated with a 3-0 filament under
isoflurane anesthesia. Following the operation, 5 ul
0.1 uM, n = 9 or 1 uM, n = 9) maxadilan solution
(Bachem, USA) was injected intravitreally into the right
eye with Hamilton syringe. Left eye always served as
controls, receiving the same volume of phosphate buft-
ered saline (PBS). The control group of animals (sham)
underwent anesthesia, all steps of the surgical procedure,
except ligation of the carotid arteries. These animals were
also injected with maxadilan solution (0.1 or 1 uM) into
the right eye and vehicle (PBS) into the left eye.

Histological Analysis

Rats were sacrificed 2 weeks after BCCAO. Eyes were
dissected in 0.1 M PBS and fixed in 4 % paraformalde-
hyde dissolved in 0.1 M phosphate buffer (PB) (Sigma,
Hungary). Eyecup tissues were embedded in Durcupan
ACM resin (Fluka, Switzerland) and cut at 2 um. The
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samples were stained with toluidine blue (Sigma,
Hungary) and mounted in DPX medium (Sigma,
Hungary). Retinas were measured with Nikon Eclipse
801 microscope, using the Q-Capture Pro7 program.
Four tissue blocks from animals were prepared and central
retinal areas within 1 mm from the optic nerve were used
for measurements (n = 5 measurements from one tissue
block). Retina sections were further processed with Adobe
Photoshop program. The following parameters were mea-
sured: (i) cross section of the retina from the outer limit-
ing membrane to the inner limiting membrane (OLM-
ILM), (ii) the width of the outer and inner nuclear and
outer and inner plexiform layers (ONL, INL, OPL, IPL,
respectively), (iii) the number of cells/100 pum section
length in the ganglion cell layer (GCL).

Cytokine Measurements

For the semiquantitative cytokine array measurement, ret-
inas were removed and analyzed using Rat Cytokine
Array Panel A Array kit from R&D Systems
(Biomedica, Budapest, Hungary). The arrays are based
on antibodies binding with the nitrocellulose membranes.
Twenty-four hours after the BCCAO retinas (n = 4 from
each group) from the ischemic and sham-operated groups
were removed and pooled. The array was performed as

L
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Fig. 1 a—d Light microphotographs showing toluidine blue-stained
representative retinal sections (2 pum). a Sham-operated retina, treated
with PBS. b BCCAO-induced retinal degeneration showing more
noticeable damage compared to the sham retina. ¢ BCCAO + 0.1 uM
maxadilan and d BCCAO + 1 uM maxadilan treatment demonstrating

described by the manufacturer. The samples were homog-
enized in PBS with protease inhibitors. After homogeni-
zation, Triton X-100 was added to the final concentration
of 1 %. The nitrocellulose membranes were blocked for
1 h and incubated with reconstituted detection antibody
cocktail at room temperature for another 1 h. The mem-
branes were incubated overnight with 1 mL of tissue ho-
mogenates containing 400 pg proteins. After washing
with buffer three times and adding streptavidin-HRP to
each membrane, the plates were spread to a chemilumi-
nescent detection reagent (Amersham Biosciences,
Hungary). The membranes were placed facing up to an
X-ray film cassette. Developed films were scanned and
analyzed by densitometry using the Protein Array
Analyzer program for Image J software. The array was
repeated three times.

Data Analysis

Data are expressed as mean =+ standard error (SEM). Data
of the histological and the cytokine analysis were used in
the Kolmogorov-Smirnov normality test followed by two-
way ANOVA test and Fisher LSD’s post hoc
analysis with OriginPro 2016. Significant differences
were considered at p values below 0.05.
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alleviation of BCCAO-induced damages, shown by width of retinal
layers and cell profiles. ONL outer nuclear layer, OPL outer plexiform
layer, INL inner nuclear layer, /PL inner plexiform layer, GCL ganglion
cell layer (scale bar: 20 pm)
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Results

Effects of Maxadilan Treatment on Histological Changes
of the Retina

Maxadilan treatment did not cause any morphological alter-
ation in sham-operated animals (data not shown). Retinal
layers in BCCAO animals showed signs of severe degenera-
tion compared to sham-operated PBS-treated controls
(Fig. 1a, b). All layers were significantly thinner than in the
sham-operated group (Fig. 2a, b). Most marked reduction was
observed in the IPL thickness but significant changes were
also found in the INL, OPL, and ONL. Numerous empty cell
body-shaped spaces were seen in the ONL. The reduction of
the individual retinal layers added up to a severe reduction of
whole retinal thickness between the OLM-ILM (Figs. 1b and
2a, b). The number of cells in the GCL/100 pm was signifi-
cantly decreased compared to the controls (Fig. 2c¢).
Intraocular treatment of 0.1 or 1 uM maxadilan caused pro-
tection in the thickness of different retinal layers, with 1 pM
being more effective (except in the OPL). This resulted in a
significantly better preserved whole retinal distance between
the OLM-ILM (Figs. lc, d and 2b). Quantitative analysis dem-
onstrated that the loss in the number of cells in the GCL was
also attenuated in the maxadilan-treated groups compared to
the BCCAO-operated samples (Fig. 2¢).

Effects of Maxadilan Treatment on Cytokine Expression

The expression level of several cytokines was increased after
ischemia, including chemoattractant proteins such as CINC-1
(cytokine-induced neutrophil chemoattractant) and MIP-3
(macrophage inflammatory protein). IL-1oc was also activated,
while other interleukins remained unchanged, such as IL-2, IL-
3, IL-4, IL-6, and IL-10. The activation of fractalkine, SICAM-1
(intercellular adhesion molecule), L-selectin, thymus chemo-
kine, TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinase), and
VEGF was increased in the retinas that underwent BCCAO
compared to the control groups (Fig. 3). Maxadilan treatment
attenuated the activation of CINC-1, IL-1«x, and L-selectin
(Fig. 4). The expression of other cytokines did not show any
marked alterations after maxadilan treatment (Fig. 3).

Discussion

In the present study, we provide evidence for the involve-
ment of the specific PAC1 receptor in the retinoprotective
effects of PACAP in ischemic retinopathy using the PAC1
specific agonist, maxadilan.

Cerebral ischemia often causes irreversible brain dam-
age, neuronal injury and several retinal vascular diseases
(Atlasz et al. 2007a, b; Dreixler et al. 2009; Szabo et al.
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Fig. 2 a Quantitative comparison of the retinal layers. b Cross section of
the retina from the outer limiting membrane to the inner limiting
membrane (OLM-ILM) length and ¢ the number of cells/100 pm in the
GCL in PBS-treated sham and BCCAOQO-operated rats receiving different
maxadilan concentrations (0.1 or 1 uM). ONL outer nuclear layer, OPL
outer plexiform layer, /NL inner nuclear layer, /PL inner plexiform layer.
Data are expressed as mean £ SEM. *P < 0.05 compared to sham-
operated retinas; **P< 0.05 compared to BCCAO + 0.1 uM Max-
treated retinas; #P < 0.05 compared to BCCAO-induced ischemic
retinas

2012; Sun et al. 2015). BCCAO causes mild cerebral hy-
poperfusion (Farkas et al. 2007). We have previously
studied different neuroprotective strategies in BCCAO-
induced retinal degeneration, such as volatile anesthetics,
PARP inhibitors, a mitochondrial ATP-sensitive K(+)
channel opener, diazoxide, and urocortin (Atlasz et al.
2007b; Mester et al. 2009; Szabadfi et al. 2009, 2010,
2012b). In a series of experiments, we have proven that
PACAP is protective in BCCAO-induced ischemic retinal
lesion, an effect later confirmed by others in a different
model induced by high intraocular pressure (Seki et al.
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Fig. 3 a Representative panels 1 2 3
show cytokine arrays from a
homogenates of PBS-treated

sham, BCCAO, and BCCAO +

1 uM maxadilan-treated retinas. b

The table indicates the examined
cytokines in each box,

highlighting significant changes

after BCCAO + PBS treatment
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2011). First, we showed that PACAP protected the retinal
layers, using a routine morphological approach and im-
munohistochemistry for several neuronal markers (Atlasz
et al. 2007a, 2010). In subsequent studies, we have prov-
en that the morphological amelioration paralleled the
functional improvement (Danyadi et al. 2014) and that
PACAP was ten times more potent than VIP in protecting
the retina against ischemic injury (Szabadfi et al. 2012a).
PACAP receptors are promising therapeutic targets in var-
ious pathologies (Dejda et al. 2011; Reglodi et al. 2015);
therefore, it is essential to study the involvement of the
different PACAP receptors in models of neuronal degen-
eration. As PACAP is also an emerging retinoprotective
agent proven to be effective in various models, it is of
utmost importance to identify the receptorial mechanism
(Shioda et al. 2016; Atlasz et al. 2016). Derivatives of the
PACAP1-38 molecule have been proven to have both ag-
onistic and antagonistic effects. Truncation of the peptide
at the C-terminal results in shorter fragments with less
affinity to the PACAP receptors, while N-terminally short-
ened peptides have antagonistic effects (Robberecht et al.
1992). PACAP6-38 was found to be the most effective
antagonist. Although in many studies PACAP6-38 is used
as a PACI receptor antagonist, it is known that it also acts
on VPAC2 receptors; so, it is more a PAC1/VPAC2 an-
tagonist (Couvineau and Laburthe 2012). Furthermore,
PACAP6-38 also has controversial effects in acting as an
agonist in several cells and tissues. For example, several

tumor cells respond to PACAP1-38 and PACAP6-38 the
same way, such as it was proven in choriocarcinoma cell
lines, osteosarcoma, and retinoblastoma (Reglodi et al.
2008; Juhasz et al. 2014; Wojcieszak and Zawilska
2014). However, PACAP6-38 has been shown to act as
an agonist not only in tumor cells but also in certain
normal tissues and cells, such as chondrocytes (Juhasz
et al. 2015). Therefore, we decided to use maxadilan, a
selective PACI1 receptor agonist to test the involvement of
PACI receptor in the retinoprotective effects of PACAP in
hypoperfusion.

Maxadilan and its shorter form M65 act selectively on
the PACI1 receptor, as an agonist and antagonist, respec-
tively (Moro et al. 1999). Therefore, maxadilan has been
widely used to study the effects conveyed by the PACI
receptor. Maxadilan increases cyclic AMP (cAMP) forma-
tion in human neuroblastoma cells, rat PC12 pheochromo-
cytoma cells, mouse MILE pancreatic and rabbit aortic
smooth muscle cells (Grevelink et al. 1995; Jackson
et al. 1996; Moro et al. 1996; Moro and Lerner 1997). It
has been shown to elevate MEK/phospho ERK in cardiac
neurons (Clason et al. 2016) involving both adenylate
cyclase/cAMP/protein kinase A signaling pathways.
Similarly to PACAP, maxadilan has been shown to exert
protective effects in different tissues. Subcutaneously
injected maxadilan has anti-inflammatory effects in
Leishmania-infected mice by stimulating IL-6 and
inhibiting TNF-alpha expressions (Soares et al. 1998;
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Fig. 4 Quantification of cytokine levels of PBS-treated sham, BCCAO,
and BCCAO + 1 uM maxadilan-treated groups. Each cytokine was
measured by Protein Array Analyzer for Image J. a Cytokine-induced
neutrophil chemoattractant-1 (CINC-1). b Interleukin-lalpha (IL-1x). ¢
L-selectin demonstrates the effects of 1 uM maxadilan on BCCAO-
induced ischemic retina. Graph values are given as means + SEM.
*P < 0.05 compared to sham-operated retinas, #P < 0.05 compared to
BCCAO-induced ischemic samples

Morris et al. 2001; Guilpin et al. 2002). Maxadilan also
inhibits apoptosis and promotes cell survival via caspase 3
and caspase 9 reduction as well as Bcl-2 upregulation in
human adipose-derived stem cells (Guo et al. 2016). It
prevents the olfactory placode cells from TNF-mediated
damage (Kanekar et al. 2010) and protects the
neuroblastic layer of retinal explants from anisomycin-
induced cell death (Silveira et al. 2002). Maxadilan has
been shown to influence cell survival and inflammatory
pathways by PACI1 receptor which was confirmed in the
present study in ischemic retinal lesion. In our study,
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ischemia could dramatically change the morphology of
the retina and induced several cytokines. Decreased acti-
vation was found in the CINC-1, IL-1 alpha, and L-
selectin regulatory proteins after maxadilan treatment.

Members of the interleukin-1 family mainly regulate
immune and inflammatory responses during infections
and ischemic damages (Dinarello 1994; Laszlo et al.
2015). IL-1 alpha is an important pro-inflammatory cyto-
kine and plays a key role during acute and chronic inflam-
mation (Jander et al. 1998; Dinarello 2011). IL-1alpha is
involved in cell necrosis during inflammatory processes
and tissue damage. It is primarily released in the micro-
environment as an alarming factor to the cell and to acti-
vate the early mechanisms of defense (Cohen et al. 2010;
Lamacchia et al. 2013; Scuderi et al. 2015). Reduced level
of these IL-1 subclasses by maxadilan is similar to what
we found earlier with PACAP treatment in ischemic reti-
nal injury (Szabo et al. 2012).

Members of the selectin family play important roles in
the distinct cellular cross talk between leukocytes, T cells,
and endothelial cells and can cause microvascular dys-
function and reperfusion damage (Vollmar and Menger
2011). Increased expression of L-selectin was observed
in different model organs after ischemia, and blocking
the cytokine-induced leukocyte recruitment can reduce
the inflammatory process of neurological disorders
(Toker et al. 1998; Nedvig et al. 2012). PACAP treatment
could decrease these cell adhesion molecules in many
different models (Horvath et al. 2010; Szabo et al. 2012;
Reglodi et al. 2012), in accordance to our present findings
with maxadilan.

CINC-1 also participates in the retinal inflammatory
reactions. This is a pro-inflammatory chemokine belonging
to the alpha-chemokine family stimulated by oxidative
stress and ischemia/reperfusion. It is involved in several
inflammatory processes, usually during the acute inflam-
matory response phase, and it plays a main role in the
subsequent neutrophil migration (Ghaly and Marsh 2010).
Compromise in blood flow has been shown to induce
decreasing CINC levels in different tissues which are usu-
ally associated with decreased damages (Yoshida et al.
1998; Junnarkar et al. 2010). Banki and coworkers have
described the elevated CINC-1 level in streptozotocin-
induced diabetic nephropathy model where the upregulated
chemokine was significantly reduced by PACAP treatment
(Banki et al. 2013). The anti-inflammatory effects of
PACAP were similar in BCCAO-induced retina degenera-
tion model where the neuroprotective peptide diminished
the damages (Szabo et al. 2012). Taken together, the
maxadilan-induced cytokine alterations and the morpholog-
ical amelioration are in agreement with other earlier re-
ports, suggesting an anti-inflammatory role of the PACI
receptor in ischemic retinal injury.
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Abstract: Purpose: Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) is a neuroprotective peptide that
has been shown to exert protective effects in different models of neurodegenerative diseases, including retinal
degenerations. Data obtained from PACAP-deficient (PACAP KO) mice provide evidence that endogenous
PACAP has a neuroprotective role in different pathologies. PACAP KO mice show enhanced sensitivity to differ-
ent insults, such as oxidative stress, hypoxia and inflammation. The aim of the present study was to investigate
the protective effects of endogenous PACAP in retinal inflammation.

Methods: Endotoxin-induced eye inflammation was induced by intraperitoneal injection of lipopolysaccharide
(LPS) in PACAP KO and wild-type (Wt) mice. After LPS treatment, retinas were processed for histological ex-
amination. To detect the alterations of different proteins and cytokines, immunohistochemical, western blot and
cytokine array were used. We also performed dark-adapted electroretinography (ERG) to detect the functional
differences.

Results: The thickness of nearly all layers was significantly less in LPS-injected PACAP KO mice compared to
Wt animals. Increased expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) was induced in Miiller glial cells after
LPS treatment, which was more intense in PACAP KO mice. The levels of pAkt and pGSK were decreased in
PACAP KO group during inflammation. LPS treatment significantly increased cytokines (SICAM-1, JE, TIMP-1)
in both treated groups, but it was more expressed in PACAP KO animals. Furthermore, ERG responses were
disturbed after LPS injection in PACAP KO mice.

Conclusion: Our results showed that endogenous PACAP has a protective role in LPS-caused retinal inflamma-

tion.

Keywords: Retina, PACAP, knock out, LPS, inflammation, neuroprotection.

1. INTRODUCTION

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) is
the most conserved member of the vasoactive intestinal peptide
(VIP)/PACAP/glucagon superfamily [1-4]. Since its discovery in
1989 by Miyata and co-workers [5] in the hypothalamus, numerous
functions have been attributed to PACAP in addition to its adeny-
late cyclase activation in pituitary cells. Five years after the peptide
isolation, Arimura and co-workers [6] published its neurotrophic
and neuroprotective effects. PACAP is now considered to be a po-
tent neuroprotective and cytoprotective peptide with potential
therapeutic use in numerous diseases [7-13]. The neuroprotective
effects of PACAP have been shown in several different cell types in
vitro against various toxic agents, such as oxidative stress, gluta-
mate or 6-hydroxydopamine [14-16]. In vivo descriptions have also
proven that PACAP is protective in global and focal cerebral
ischemia [15, 17, 18], traumatic brain injury and neurodegenerative
diseases [19, 20]. PACAP also has cytoprotective effects in differ-
ent non-neuronal cells, such as endothelial cells, intestinal cells or
pinealocytes [11, 16, 21, 22].

The important role of PACAP as a modulator in immunity has
long been recognized in acute and chronic inflammatory conditions
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[4, 23-25]. Kong and coworkers found that lipopolysaccharide
(LPS)-induced release of nitric oxide and lactate dehydrogenase
into the culture medium, indicative of cell injury, was decreased by
PACAP and the protective effects were blocked by the potent
PACAP antagonist, PACAP6-38 [26]. Using neuron-glia cultures,
Yang and colleagues showed that PACAP38 and PACAP27 were
neuroprotective against LPS-induced dopaminergic neurotoxicity
[27]. Moreover, PACAP dose-dependently attenuated the LPS-
caused inflammation in dopaminergic cells, reducing caspase acti-
vation and increasing BDNF expression as well as CREB phos-
phorylation [28]. Similarly, several studies have shown the neuro-
protective roles of PACAP in the retina [29]. Protective actions of
PACAP have been proven in different pathological conditions, such
as excitotoxic retinal injury [30, 31], diabetic retinopathy [32-34],
UV-A light-induced degeneration [35], ischemic damages [36, 37]
and oxygen-induced retinopathy [38]. PACAP is upregulated upon
numerous harmful stimuli, supporting its endogenous protective
effects in restorative processes [11]. As it has been shown in nu-
merous models, PACAP knock out (KO) mice are more vulnerable
to different types of injuries, from hypoxia to oxidative stress, com-
pared to wild-type (Wt) mice [39-41]. PACAP KO mice had sig-
nificantly greater retinal damage in ischemia compared to Wt mice
[42]. Furthermore, several degenerative changes were observed at
an earlier age in PACAP KO mice retina [43].

All these above results indicate the function of endogenous
PACAP as a stress-response peptide that is necessary for endoge-

© 2018 Bentham Science Publishers
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nous protection against different retinal insults, however, the possi-
ble protective role of endogenous PACAP in retinal inflammation is
yet unclear. The aim of the present study, using morphological,
immunological, biochemical and functional techniques, was to in-
vestigate the protective and anti-inflammatory effects of endoge-
nous PACAP in PACAP KO- and Wt mice in LPS-induced retinal
inflammation.

2. METHODS

2.1. Animals

Adult male three-month-old (CD1 strain) Wt and PACAP KO
mice (n=100 in 4 groups) were used in the experiments. Generation
and maintenance of PACAP KO mice with a CD1 background were
previously described [44]. Animals were backcrossed for ten gen-
erations with the CD1 strain, all were genotyped with PCR and only
homozygous knock out mice were used to the experiments. Mice
were maintained in a temperature- and humidity-controlled room
under 12 h light/dark cycle with free access to food and water. All
animal protocols were approved by the institutional ethical guide-
lines (permission number: BA02/2000-38/2017).

2.2. LPS Treatment

Mice (n=50) received a single intraperitoneal injection of 6.0
mg/kg body weight of LPS from Escherichia coli in phosphate-
buffered saline (PBS). Control groups (n=50) were injected PBS
intraperitoneally. Mice were killed and investigated 24 h after injec-
tions. This time point was chosen for immunohistochemical, cyto-
kine array, western blot and ERG analyses, as most of the patho-
logical changes in the retina were detectable at this time-point. The
morphological changes of the retina were measured on the 14™ day
after injections.

2.3. Histological Analysis

Mice were anesthetized with isoflurane and sacrificed 14 days
after LPS treatment (n=6 animals/ each condition). Both eyes were
removed and dissected in 0.1 M PBS and fixed in 4% paraformal-
dehyde (PFA) dissolved in 0.1 M phosphate buffer (PB) (Sigma,
Budapest, Hungary). Eye-cup tissues were embedded in resin (Dur-
cupan ACM resin, Fluka, Switzerland). Retinas were cut at 2 um
and stained with toluidine blue (Sigma, Budapest, Hungary). Sec-
tions mounted in DPX medium (Sigma, Budapest, Hungary) and
examined in a Nikon Eclipse 80i microscope, measured with the Q-
Capture Pro7 program (Q-Imaging, USA). Central retinal areas
within 2 mm from the optic nerve were used for measurements
(n=5 measurements from one tissue block and the blocks were
compared). Images were further processed with Adobe Photoshop
CS6 program. The following parameters were measured: (i) retinal
cross-section between the outer and inner limiting membranes
(OLM-ILM), as well as (ii) the width of individual retinal layers
(ONL, INL, OPL, IPL).

2.4. Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) Immunohistochem-
istry in Miiller Cells

Animals were sacrificed 24 h after LPS or vehicle (PBS) injec-
tions (n=5 animals/each condition). Immunohistochemistry was
performed following the procedure described previously [36]. For
measurement of glial fibrillary acidic protein (GFAP) activity in the
Miiller glial cells, eyes were dissected in ice-cold PBS and post-
fixed in 4% PFA dissolved in 0.1 M PB (pH 7.4) for 4h at room
temperature. Tissues were washed in 0.1 M PB, followed by dehy-
dration procedures with graded sucrose solutions (2 h in 10%, 20%
and overnight in 30%; Sigma, Budapest, Hungary) at 4 °C. The
eyecups were vertically sectioned in tissue freezing medium
(Cryomatrix, Shandon, USA) at 16 um thickness on a freezing mi-
crotome (Leica, Nussloch, Germany). Sections were collected on
chrome—alum—gelatin-coated slides and stored at —20 °C until use
then samples were rinsed in PBS, permeabilized with 0.1% Triton
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X-100 (Sigma, Budapest, Hungary), and incubated in PBS contain-
ing 3% normal donkey serum and 0.1% Na-azide for 1h to block
the nonspecific binding sites. The samples were incubated with
polyclonal antibodies against anti-GFAP (1:0000, Sigma, Budapest,
Hungary) antibody at 4°C overnight. On the following day, the
appropriate second fluorescent anti-rabbit antibody Alexa Fluor 488
(donkey anti-rabbit, 1:200, Life Technologies, Budapest, Hungary)
was added in a dark room for 2 h. After washing, propidium iodide
(PI, 1:500, Sigma, Budapest, Hungary) was used to detect the nu-
clear components. Preparations were mounted with Fluoroshield
(Sigma, Budapest, Hungary) and detected by a fluorescent micro-
scope (Nikon Eclipse 80i). Central retinal areas were used for im-
munohistochemical analysis. All images were further analyzed
under masked conditions using Adobe Photoshop CS6 program and
Image] software (NIH). Photographs were transferred into gray-
scale, the background was subtracted and upper and lower thresh-
olds were set. The percentage of GFAP labeled area was measured
in each picture using an ImageJ macro (NIH).

2.5. Cytokine Array Analysis

One day after the administration of LPS (n=4 animals/ each
condition), retinas were dissected and kept at -80 °C until tested.
Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Kit, Panel A from R&D
System (Biomedica, Budapest, Hungary) was used for the analysis.
The array is based on antibodies binding with nitrocellulose mem-
branes and it was performed as described by the manufacturer.
Samples were pooled and homogenized in PBS with protease in-
hibitors. After homogenization, Triton X-100 was added to a final
concentration of 1%. The nitrocellulose membranes were blocked
and incubated with reconstituted detection antibody cocktail. Mem-
branes were incubated overnight with 400 pg protein containing
homogenates. After washing and streptavidin-horseradish
peroxidase in addition to the membranes, plates were spread to a
chemiluminescent detection reagent (Amersham Biosciences, Hun-
gary). Developed films were scanned and the mean intensities of
the dot blots of the different cytokines were calculated by Imagel
software (NIH).

2.6. Western Blot Measurements

For western blot experiments, retinas were removed 24 h after
LPS injection (n=4 animals/ each condition) and stored at -80 °C
until analysis. Samples were processed for western blot as de-
scribed earlier [45]. Frozen tissues were homogenized (50 mM
TRIS, 50 mM EDTA, 50 mM sodium metavanadate, 0.5% protease
inhibitor cocktail, 0.5% phosphatase inhibitor cocktail, pH = 7.4)
and 300 pg protein concentration was determined with a DC™
Protein Assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA). Membranes were
probed overnight at 4 °C with the primary antibodies: phospho-
specific anti-Akt-1 Ser473 (pAkt; 1:1000; R&D Systems, Hun-
gary), phospho-specific glycogen synthase kinase-3p Ser9 (pGSK;
1:1000; Cell Signaling Technology, Beverly, USA). Non-
phosphorylated total-Akt (tAkt; 1:1000) antibody was used as an
internal control as described by Pitre et al. [46]. Membranes were
washed six times for 5 min in Tris-buffered saline (pH = 7.5) con-
taining 0.2% Tween prior to addition of goat anti-rabbit or anti-
mouse horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:3000; BioRad, Hungary). The antibody-antigen complexes were
visualized by means of enhanced chemiluminescence. For quantifi-
cation of blots, band intensities were quantified by NIH Image]
program.

2.7. Electroretinography

Scotopic ERGs were performed to assess retinal function in Wt-
and PACAP KO groups. ERG flashes were recorded before LPS
treatment and 24 h after LPS-induced inflammation (n=6 animals/
each condition). Mice were dark adapted for at least 12 h and pre-
pared under dim red illumination (632 nm) [47], anesthetized with
intraperitoneal injection of ketamine 5% (w/v, Calypsol, Richter
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Gedeon, Hungary, 90 mg/ BW kg) and xylazine 20% (w/v, Sedaxy-
lan, Dechra, Netherlands, 10 mg/BW kg) [48]. Mice were placed on
a heating pad throughout the experiment and pupils were dilated
with one drop of 1% homatropine (w/v, Humapent- Teva, Hun-
gary). ERGs were recorded by surface electrodes from the center of
the cornea [49, 50]. The reference electrode was placed subcutane-
ously between the eyes, and the ground electrode was used subcu-
taneously under the skin of the back. The light pulses intensity (5cd
s/m2, 0.25 Hz, 503 nm green LED light) was preamplified, ampli-
fied (2.000%, Bioamp SbA4-V6, Supertech, Hungary) and recorded
with an A/D converter (Ratsoft-Solar Electronic) [51, 52]. Re-
sponses (n=50/eye) were averaged with Ratsoft software. The
graphs were analyzed with OriginPro 2016 (Macasoft, Hungary).
The following parameters were measured: amplitude of the a-wave
(from baseline to the trough of the a-wave), amplitude of the b-
wave (from the trough of the a-wave to the peak of the b-wave).

2.8. Data analysis

Data are expressed as mean + standard error (SEM). Data were
analyzed using Kolmogorov-Smirnov normality test followed by
ANOVA test and Fisher LSD’s post hoc analysis (OriginPro 2016,
Macasoft, Hungary). Significant differences were considered at p-
values below 0.05.

3. RESULTS

3.1. Effects of LPS Treatment on Histological Changes of the
Retina

No differences were observed between the control retinas of Wt
(Fig. 1 A) and PACAP KO mice (Fig. 1 B). Wt retinas in the LPS-
treated group (Fig. 1 C) did not show remarkable differences (ex-
cept in INL layer; Fig. 2 B) compared to control groups (Fig. 1 A,
B). Retinal layers in LPS-treated PACAP KO group (Fig. 1 D)
showed signs of severe degeneration compared to PBS-treated con-
trols (Fig. 1 A, B) and the LPS-treated Wt (Fig. 1 C) groups.

In LPS-treated KO animals, all retinal layers were significantly
thinner than in the control and LPS-treated Wt groups (Fig. 2 A, B).
The marked reduction was observed in the ONL, but significant
changes were also found in the INL, OPL and IPL. We found a
severe reduction of the whole retinal thickness between OLM-ILM
in this group (Fig. 1 D, Fig. 2 A, B).

3.2. Analysis of Glial Fibrillary Acidic Protein in Miiller Glial
Cells

Under control conditions, the retinas did not show any remark-
able immunofluorescent changes in either vehicle-treated Wt or
PACAP KO groups (Fig. 3 A, B, E). GFAP was markedly upregu-
lated following LPS treatment in the retinas of Wt and PACAP KO
mice (Fig. 3 C, D, E). Expression was more intense in the entire
cell from the OLM to ILM in LPS-treated PACAP KO animals
compared to the LPS-injected Wt mice (Fig. 3 C, D, E).

3.3. Effects of LPS Treatment on Cytokine Expression Profile of
the Retina

The expression level of several cytokines was increased after
LPS treatment (Fig. 4). The activation of sSICAM-1 (soluble inter-
cellular adhesion molecule-1), TIMP-1 (tissue inhibitor of metallo-
proteinase-1) and JE (monocyte chemoattractant protein-1) was
increased in the retinas that underwent LPS inflammation compared
to control groups (Fig. 4). The expression level of these three cyto-
kines was significantly stronger in the LPS-treated PACAP KO
group compared to the LPS-injected Wt group (Fig. 4). Other spots,
where no significant changes were observed are (from upper left
corner, without numbers): BCL, C5/C5a, G-CSF, GM-CSF, 1-309,
Eotaxin, IFN-y, IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-10, IL-13, IL-12p70, IL-16, IL-17, IL-23, IL-27, IP-10, I-
TAC, KC, M-CSF, MCP-5, MIG, MIP-1a, MIP-1B, MIP-2, RAN-
TES, SDF-1, TARC, TNF-a, TERM-1.
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Fig. (1). (A-D) Light microphotographs showing toluidine blue-stained
representative retinal sections (2 pm). The retinal damage is shown by the
width of retinal layers and cell profiles. (A) Control Wt retina, treated with
intraperitoneal PBS. (B) Control PACAP KO retina, treated with intraperi-
toneal PBS. (C) Wt + intraperitoneal LPS and (D) PACAP KO + intraperi-
toneal LPS treatment. LPS-induced retinal degeneration showed more ap-
parent damage in PACAP KO group compared to the treated Wt and control
groups. Abbreviations: Wt: wild type; PACAP KO: PACAP knock out;
LPS: lipopolysaccharide; ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform
layer; INL: inner nuclear layer; IPL: inner plexiform layer; GCL: ganglion
cell layer. (scale bar: 30 um)

3.4. Western Blot Analysis

No differences were detected between the control groups, how-
ever, marked alterations were observed in retinas 24h after LPS
injection (Fig. 5). Inflammation itself induced a decreased pAkt
expression, which was more severe in the LPS-treated PACAP KO
group compared to the LPS-injected Wt group (Fig. 5 A, B). Simi-
lar changes were observed in the glycogen synthase kinase (GSK)-
3, the downstream target of Akt (Fig. 5 A, C).

3.5. Protective Effect of Endogenous PACAP on Visual Re-
sponses After Retinal Inflammation

Representative ERG was recorded 12h after dark adaptation
(Fig. 6 A, B). In control situations, ERG waveforms were similar in
Wt and PACAP KO mice (Fig. 6 A). Luminance-responses were
reduced 24h after inflammation in both LPS-treated groups, but
responses were more preserved in the Wt animals compared to the
PACAP KO mice (Fig. 6 B). Amplitudes of a-wave and b-wave
were significantly decreased after inflammation, but those changes
were more severe in the LPS-treated PACAP KO group (Fig. 6 C,
D). The latency of a/b waves was significantly decreased in both
treated groups compared to their controls, but no differences could
be observed between the LPS-treated Wt and PACAP KO mice
(data not shown).

4. DISCUSSION

The neuropeptide PACAP exerts anti-inflammatory and protec-
tive effects in several organs, such as brain, immune system and
eye. In the present study, we showed, for the first time, that en-
dogenous PACAP is protective in LPS-induced ocular inflamma-
tion in the retina using PACAP KO mice. Based on our results, no
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Fig. (2). (A) Cross section of the retina from the outer limiting membrane to
the inner limiting membrane (OLM-ILM) and (B) quantitative comparison
of the different retinal layers. ONL: outer nuclear layer, OPL: outer plexi-
form layer, INL: inner nuclear layer, IPL: inner plexiform layer. Data are
expressed as mean £ SEM. *p< 0.05 compared to the control Wt retinas;
#p< 0.05 compared to LPS-treated retinas. Abbreviations: Wt: wild type;
PACAP KO: PACAP knock out; LPS: lipopolysaccharide; OLM-ILM:
whole retina thickness; ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform
layer; INL: inner nuclear layer; IPL: inner plexiform layer.

major differences were found in the histological structure, cytokine
expressions, or in visual function between the retinas of Wt and
PACAP KO mice under normal conditions, whereas we detected
several differences during inflammation. Earlier studies have
proven that exogenously applied PACAP is retinoprotective in exci-
totoxic injury induced by glutamate [53, 54], N-methyl-D-aspartate
(NMDA) [55], kainate [56], hypoperfusion-induced degeneration
after carotid artery ligation [36, 37], UV-A light radiation [35],
optic nerve transection [57], and streptozotocin-induced diabetic
damages in the retina [33], as well as in retinopathy of prematurity
[38].

Numerous studies have proven that endogenous PACAP plays
an important role in several physiological functions such as regula-
tion of body temperature [58] and fertility [59-61]. Furthermore,
PACAP KO mice display behavioral abnormalities, altered pain and
inflammatory reactions [44, 62-66]. Endogenous PACAP sup-
presses dry eye signs by regulation of tear secretion [67] and pro-
tects the retina during ischemia [42]. However, the role of endoge-
nous PACAP in the LPS-induced retinal inflammation had not been
tested yet.

Vaczy et al.
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Fig. (3). Representative vertical retinal sections stained by GFAP antibody
showing the effect of LPS in control Wt (A), control PACAP KO (B) retina
and LPS-treated Wt (C) and LPS-injected PACAP KO (D) sample. PI (red)
was used to detect the nuclear components. GFAP-immunoreactivity (green)
was restricted only to the GCL and nerve fiber layer in control conditions
(A, B). Retinal degeneration induced by LPS showed strong upregulation of
immunoreactivity (C, D). GFAP immunopositivity was stretched into IPL,
INL and OPL layers in LPS-treated PACAP KO retina (D). Quantitative
comparison of GFAP immunoreactivity in control Wt, control PACAP KO
retinas and LPS-treated Wt and LPS-injected PACAP KO samples (E). Data
are expressed as mean + SEM. *p< 0.05 compared to the control Wt retinas;
#p< 0.05 compared to LPS-treated Wt retinas; Abbreviations: Wt: wild type;
PACAP KO: PACAP knock out; LPS: lipopolysaccharide; ONL: outer
nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer; IPL:
inner plexiform layer; GCL: ganglion cell layer; PI: propidium iodide;
GFAP: glial fibrillary acidic protein. (scale bar: 30 pm)

In our present study, we detected dramatic changes of the reti-
nal layers after LPS-induced inflammation in the PACAP KO
groups compared to the Wt ones. These findings correlated with
results of other research groups, where PACAP KO mice showed
increased severe retinal abnormalities in aging or ischemia [42, 43].

We showed an irregularity in Miiller glial cells during LPS-
induced inflammation, which was more intense in the PACAP KO
group. The decreased uptake of GABA and glutamate results in



Role of PACAP in Retinal Inflammation Current Pharmaceutical Design, 2018, Vol. 24, No. 00 5

A

78000 *

65000 I

Wit 52000 J'
39000 *

26000

Pixel density (arbitrary unit) O

13000

o | I

Wt PACAP KO WtLPS PACAPKO+LPS

PACAP KO

Wt+LPS

*

- |

45000 J

PACAP KO+LPS 30000

Pixel density (arbitrary unit) U

15000

o | I

Wt PACAP KO WHLPS PACAP KO+LPS

=
=1

48000 A
12 34 [ 56 | 78 [ o0 [ 1w ] 131e ] 1506 [ 1718 [ 1920 [ 2122 3,4 =
i T [ I
b BLC | c5/csa | G-CSF | GM-CSF| 1-309 | Eotaxin [ s-icaml | IFN-y | IL-1a IL-1b l-Ira 112 E‘ L
c IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 1.7 | -0 | 13 fie12p70] 16 11-17 11-23 1L-27 = 32000
d p-10 | tac § ke [ mess |oJE [mees | wic | mip-ta | mipib | mip-2 | RanTES | sDF-1 &
e TARC | TMP-1 | TNF-a | TREM-L Z 21000
i
d - é 16000 *
[T
£ 3000 -
Il

Wt PACAP KO WHHLPS PACAP KOHLPS

Fig. (4). (A) Representative panels show cytokine arrays from homogenates of control Wt, PACAP KO samples, LPS-treated Wt, and PACAP KO retinas. The
panels show the examined cytokines in each box, highlighting changes after LPS-treatment. (B) The table indicates the examined cytokines in each box, high-
lighting changes after LPS-treatment. (C, D, E). Quantification of cytokine levels of control Wt, PACAP KO, LPS-injected Wt, and PACAP KO groups. Each
cytokine was measured by Protein Array Analyzer for ImageJ. (C) TIMP-1, (D) SICAM-1 and (E) JE demonstrate the effects of LPS-induced retinal inflam-
mation. Graph values are given as means + SEM. *p< 0.05 compared to control Wt retinas; #p< 0.05 compared to LPS-treated Wt samples. Abbreviations: Wt:
wild type; PACAP KO: PACAP knock out; LPS: lipopolysaccharide; TIMP-1: tissue inhibitor of metalloproteinase-1; SICAM-1: soluble intercellular adhesion
molecule-1; JE: mouse monocyte chemoattractant protein-1.
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Fig. (5). (A) Representative panels show the results of western blot analysis (1-Wt, 2-PACAP KO, 3-LPS+Wt, 4-LPS+PACAP KO samples). (B) pAkt and
(C) pGSK levels in control Wt, PACAP KO and LPS+Wt, LPS+PACAP KO retinas. tAkt was used as control for pAkt and pGSK. Data are given as mean +
SEM. *p <0.05 compared to control Wt retinas; #p< 0.05 compared to LPS-treated Wt samples. Statistical analysis of protein levels was measured by ImageJ
software. Abbreviations: Wt: wild type; PACAP KO: PACAP knock out; LPS: lipopolysaccharide; pAkt: phosphorylation of Akt; pGSK: phosphorylation of
GSK; tAkt: total Akt.

accumulations of these proteins and causes abnormalities in the cells and stimulates the release of interleukin-6, which has been
retinal neurons [68-72]. PACAP is retinoprotective on Miiller glial confirmed in ischemic and excitotoxic brain lesions [73-75].
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In our study, retinal inflammation-induced changes in several
cytokines (TIMP-1, SICAM-1 and JE regulatory proteins). Mem-
bers of the TIMP family play an important role in cell proliferation
and apoptosis and they also have an inhibitory effect on matrix
metalloproteinases (MMPs), which are able to degrade the
extracellular matrix [76]. During inflammatory events, the tran-
scription of MMPs inhibitor TIMP-1 is induced by pro-
inflammatory mediators [77]. In our experiment, TIMP-1 level
showed a strong activation 24h after the LPS treatment in both
treated groups but was more severe in the PACAP KO mice. Our
present findings are in accordance with earlier studies, where in-
creased expression of TIMP-1 was associated with many pathologi-
cal conditions, such as diabetic nephropathy [78], ischemia-induced
kidney injury [79], mesenteric ischemia [77], glaucoma [80] or
ischemic retinopathy [45]. Furthermore, exogenously administered
PACAP attenuated the activation of TIMP-1 expression in diabetes-
induced nephropathy [78], ischemia-induced kidney damage [79],
small bowel [77, 81] and retinal injury [36]. In the present study,
SICAM-1 activation was detectable in PACAP KO mice in inflam-
mation. Upregulation of sSICAM-1 is enhanced by inflammatory
cytokines, including tumor necrosis factor alpha (TNFa) and it pro-
duces pro-inflammatory effects such as recruited leukocytes into
the site of the inflammation [82, 83]. High concentrations of sl-
CAM-1 are described in patients in vitreoretinopathy [84, 85], in
uveitis [86] or in sickle cell retinopathy [87]. Increased expression
of sICAM-1 was also observed in ischemia/reperfusion (I/R)-
induced injury in several organs, and PACAP treatment partially or
totally blocked this cytokine [45, 77, 78, 88].

The monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2) is a
member of the C-C chemokine family and a potent chemotactic
factor for monocytes [89]. MCP-1 is identical to JE in mice, where
the upregulation of this cytokine has been implicated in a number of
acute and chronic inflammatory diseases, such as atherosclerosis
[90], glomerulonephritis [91], diabetic retinopathy [92], Eales' Dis-
case [93], ischemic retinopathy [94] or LPS-induced uveitis [95].
An elevated level of this cytokine was observed in several models
such as hypoxia-induced injury in the kidney [88] or acute ileitis
[96], where exogenous PACAP administration ameliorates acute
inflammation in the above-mentioned diseases. Akt is a kinase
downstream phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), it is an important
molecule that promotes cell survival in response to extracellular
signals such as retinal ischemia [36, 45, 97, 98]. GSK-3 acts down-
stream of PI3K pathway/Akt and is involved in regulation of in-
flammation [99]. Inhibition of Akt activation by harmful stimuli,
such as LPS-induced inflammation, prevents the inhibitory phos-
phorylation of GSK-3, promotes its kinase activity and increases
the degree of organic injury [100]. Consistent with results generated
from other studies, our observation showed a decreased level of
phosphorylated Akt and GSK during LPS-induced inflammation
[101-103]. In the PACAP KO animals, we detected slightly lower
levels of pGSK. The reason for this phenomenon might be that
exogenously applied PACAP induces pGSK [104] and thus the lack
of endogenous PACAP results in lower baseline levels in untreated
PACAP KO mice. The reduction of pAKT and pGSK was more
severe in the LPS-treated PACAP KO group. This study tested the
hypothesis that endogenous PACAP plays an anti-inflammatory
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role in LPS-induced retinal damage through preservation of
PI3K/Akt functional activity. Previous studies have shown the func-
tional protective effects of exogenously applied PACAP in different
kinds of retinal injuries, like excitotoxity [105] or ischemia [48].
Response of the retina to harmful stimuli is measured by ERG,
where an a-wave (initial negative deflection) followed by a b-wave
(positive deflection) can be distinguished. The a-wave is produced
by the photoreceptors, while the b-wave is produced mainly by ON-
bipolar neurons, and also from amacrine, ganglion and Miiller glial
cells [106]. Similarly to earlier studies [68, 107], we demonstrated
severe disturbance of visual function in the inflamed retinas by
ERG. Endogenous PACAP successfully prevented pathologic
changes, prevented the a-wave amplitude of ERG, thus protecting
the photoreceptor cell function in LPS-induced retinal inflamma-
tion. The malfunction of Miiller glial cells involved in the decreased
responses of b-wave in ERG, which was also preserved in the pres-
ence of endogenous peptide.

Our findings further suggest that endogenous PACAP repre-
sents an important part of the natural defense mechanism against
retinal inflammation.
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