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1. Bevezetés

1 A retina

A retina tobb rétegbdl allo, fényérzékelésre specializalodott szovet. Tobb millid sejtet
tartalmaz, amelyek egylittesen a fénysugarak felfogasara és azok kémai energidva torténd

atalakitasara képesek. Az emlds retina 10 rétegbdl épiil fel, melyek kiviilrdl befelé haladva a

kovetkezok:
1. Pigmentham rétege (PE; az itt talalhato sejtek, a retinalis idegsejtek tdmasztasara
szolgalnak).
2. Fotoreceptor sejtek rétege (PL; a fény- és szinérzékeny sejtek: csapok és
palcikak).
3. Kiilsé hatarmembran (OLM; a réteg a fotoreceptorok sejttesteit valasztja el a

belsd szegmenseiktol).
4. Kiils6 sejtes réteg (ONL; a csapok és palcikdk sejttesteit tartalmazza).
5. Kiilsé rostos réteg (OPL; az elso réteg, ahol a fotoreceptorok, bipolaris sejtek,
valamint horizontalis sejtek nyulvanyai szinaptizalnak).
6. Belso sejtes réteg (INL; a horizontalis-, a bipolaris-, az amakrin- valamint a
Miiller-sejtek sejttesteit tartalmazza).
7. Belso rostos réteg (IPL; a bipolaris sejtek axonjai, az amakrin sejtek
nyulvanyai, illetve a dticsejtek dendritjei itt kapcsolodnak).
8. Ganglionsejtek rétege (GCL; a ganglionsejtek sejttestei és az un. ,,displaced”
amakrin sejtek alkotjak).
0. Optikus rostok rétege (NFL; a ganglionsejtek axonjaibol 6sszeszedddo
rostkoteg, amely az ingeriiletet a fels6bb kdzpontok felé tovabbitja).
10.  Bels6 hatarmembran (ILM; a retinat az iivegtesttdl a Miiller-sejtek végtalpaibol
1étrejovo hatarhartya vélasztja el).
A retina szerkezeti felépitése biztositja a szemben a latas neuronalis hatterét, elsé
1épést képezve a szin, illetve a kontraszt érzet kialakulasanak. A retina vérellatasat az arteria
ophthalmica biztositja. A szemet kdzvetleniil ellaté erek az aretéria centralis retinae és a

ciliaris arteriak.



A retina in vivo vizsgalomodszerei

Elektroretinogrdfia (ERG)

Az elektroretinografia a latas funkcionalis vizsgélati mddszere, amely a retina sejtjeinek
aktivitasat méri fény inger hatdsara. A modszer informaciot nyujt a retina fotoreceptorainak,
illetve bipolaris- és horizontalis sejtjeinek funkcionalitasarol. Az els6 mérhetd paraméter az a-
hullam, amely amplitadéja a késdi receptor potencialt adja meg, ami a retina kiilsé részében
elhelyezkedd fotoreceptorok miikddésérdl és allapotardl ad jelzést. Mig a b-hullam amplitudoja
a retina belsé rétegeinek allapotat tlikrozi, igy mint az ON bipolaris és a Miiller sejtek. A
klintkumban gyakran regisztraljak tovabba a pigment epitéliumbol induld c-hullam

paramétereit is.

Optikai koherencia tomogridfia (OCT)

A spektral-domain optikai koherencia tomografia (SD-OCT) egy olyan rutin
diagnosztikdban alkalmazott képalkotd eljards, amely noninvaziv modon a teljes szem
szerkezeti vizsgalatat teszi lehetévé (retindlis rétegvastagsdgok meghatarozasa). Alapja az
infravords fénysugar, amely a szem szovetein visszatikrozodik és az ebbdl szarmazo
reflexios/fényszorasi tulajdonsagok térbeli eloszlasa szerint rajzolja ki a vizsgalt strukturat. A
mérés soran szamitdgép segitségével a mélységi informaciok leképezését A-scannek hivjak. Az
A-scannek sorozatabol generalt longitudinalis képet pedig B-scannek nevezik. A B-scan adatok

sorozata pedig 3D modell megjelenitésére is alkalmas a vizsgalt objektumrol.

2. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)

A peptidet el6szér a hipofizisben kifejtett adenilat-cikldz aktivald és ebbdl adodo
ciklikus adenozin-monofoszfat emeld hatasa alapjan azonositottak. A PACAP a szekretin/
gliikagon/ vazoaktiv intesztinalis peptidcsaladhoz (VIP) tartozik. Kettd bioldgiailag aktiv
formaban fordul elé emlds szervezetben, az egyik a 38 aminosav hosszl szekvenciabodl allo
PACAP38, a masik a rovidebb 27 aminodsavbol felépiild6 PACAP27. A gerincesek
szervezetében eléforduldo PACAP kozel 90% a PACAP38. A PACAP N-terminalis felépitése

az evolucio soran egy rendkiviil konzervalt aminosav-szekvenciat mutat.



A PACAP elofordulasa a szervezetben

A PACAP nagy mennyiségben a kdzponti idegrendszerben fordul eld. A legnagyobb
koncentracioban a hipotalamuszban taldlhato meg, azonban mas agyteriileteken is leirtak
jelenlétét tobbek kozott a kozépagy, kisagy, agytorzs, hid vagy az agykéreg teriiletén. A
periférids idegrendszerbdl is kimutattdk el6forduldsat a vegetativ pre- és postganglionaris
neuronokban, valamint a spinalis ganglionok tertiletén is. Szamos mas helyrdl is azonositottak
jelenlétét, igy példaul a 1épbdl, nyirokszovetbdl, méhbdl, emld szévetébdl, a mellékvesébol
vagy a hasnyalmirigybdl egyarant. A kardiovaszkularis, gasztrointesztinalis, 1égz6- illetve

immunrendszer teriiletén szintén talalhatunk PACAP tartalmu idegrostokat.

A PACAP elofordulasa a szemben

A PACAP jelentds mennyiségben taldlhaté az iriszben és a sugartestben, de leirtak
jelenlétét tovabba a szaruhartya, a kdtOhartya, az inhartya, az érhartya és a retina teriiletérdl is.
A PACAP a kiilonboz6 allatfajok retindjaban mar a fejlodés korai stadiumaban is kimutathato.
Zebrahalak esetén megfigyelték a peptid jelenlétét a megtermékenyitést kovetd 72. drdban a
gangliondris sejtrétegben. Ragesalok esetén leirtdk, hogy a 20. fejlddési naptdl a ganglionaris
sejtrétegben jelenik meg a fehérje jelenléte, ami a felnétt egyedek retindjaban mar az NFL, a

GCL és az OPL teriiletén, valamint az INL és IPL rétegében is azonosithato lesz.

A PACAP receptorai

A PACAP receptorai a PAC1, VPACI és VPAC2 receptorok, amelyek a G-proteinhez
kapcsolt receptor csaladba tartoznak. A PACAP 1000-szer nagyobb mértékben képes kotddni
a PACI receptordhoz a VIP-el szemben, mig a VPAC1 és VPAC2 receptor esetén a két
polipeptid kozel azonos affinitast mutat. [rodalmi adatok alapjan ismert, hogy a PACAP harom
receptora koziil a citoprotektiv hatas kozvetitéséért foként a PACI receptora felelés. A PAC1
receptor a szervezet szamos teriiletén megtalalhato, igy tobbek kozott a szem retina szovetében
1s. A PACI receptor a retina Osszes rétegében eléfordul. Kifejezetten magas expresszios
mintazatot talaltak a NFL-, GCL-, INL rétegében és a Miiller glia- valamint amakrin sejtek
esetén is. Ezzel ellentétben kisebb mennyiségben észlelték a PAC1 receptor jelenlétét az IPL,

OPL, ONL ¢és a fotoreceptorok kiilsé szegmensének teriiletén. A PACAP a PACI1 receptorat



aktivalva indukalja az adenilat-ciklazt ami cAMP expresszid novekedését idéz eld, és mellyel
a protein kinaz A altal kdzvetitett itvonalakat serkenti. A PACAP képes a Ca*>" mobilizaciot is
stimuldlni kiilonféle sejttipusokban. A fent leirt és egyéb mdas utvonalak PAC1 receptoron
keresztiili szabalyozasa nagymértékben fiigg a PACAP koncentraciojatol, valamint a PACI1

receptor splice variansainak sejttipus fiiggd eléfordulasatol.

A PACAP altalanos hatasai

A fehérje szdmos biologiai folyamatot képes befolyasolni ugy, mint példaul a
taplalkozas, a nyal szekrécio, a cirkadian ritmus, termoregulacid, memoria-, stressz- valamint
immunfolyamatok szabalyozasa. Képes a szervezet folyadékhaztartasat befolyasolni a folyadék
felvétel fokozasaval, a hipofizis hormontermelését is regulalja, tovabba fokozza a pankredsz
inzulin-, valamint a pajzsmirigy tiroxin szintézisét. Ezen kiviil pedig mar leirtdk fontos
vazodilatator és horgétagitd szerepét is egyarant. A PACAP neuroprotektiv funkcidjat szamos
toxikus hatdssal szemben is igazoltdk kiilonb6z6 sejttipusban gy, mint az oxidativ stressz, a
glutamat vagy a 6-hidroxidopamin elleni védelme. In vivo kisérletek azt is bizonyitottak, hogy
a PACAP véd a globalis és fokalis agyi ischaemia ellen, valamint traumaés agysériilés és
neurodegenerativ megbetegségek esetén is. A PACAP egy maésik fontos szerepe az
immunmodulétor hatasa baktériumok altal indukalt akut és kronikus gyulladéds soran. Szamos
tanulmany foglalkozik az endogén PACAP protektiv szerepének vizsgalataval, ahol a kisérletek
soran PACAP knock out (KO) egerek alkalmazasa szolgadl a legtobb bizonyitékkal.
Megfigyelték, hogy sériilés vagy negativ kiilsé ingerek hatdsdra nagyobb mértéki karosodas

alakul ki a PACAP KO egerek szervezetében vad tipust tarsaikhoz viszonyitva

A PACAP hatasai a szemben

A PACAP neuroprotektiv hatdsai a retina szovetében is igazoltast nyertek. A PACAP
védo funkcidjat mutattak ki kiilonb6zo patologias elvaltozasok soran, mint példaul diabéteszes
retinopatia, UV-fény altal kivaltott degeneracio, excitotoxikus retina-sériilés, latdideg-sériilés
¢s oxigén-indukalta retinopatia. Iszkémias retinopatia kapcsan kutatasaink kimutattadk, hogy az
intravitrealisan alkalmazott PACAP védo szerepet 14t el bilateralis carotis communis okkluzid
(BCCAO) okozta retinalis karosodéas elharitasdban. A PACAP mérsékelte a retina
rétegvastagsdganak csokkenését a hipoxias allapot soran és megakadalyozta a sejtelhalésat is a

GCL rétegében. Ez a morfoldgiai védelem funkcionalis vizsgélatokkal is bizonyithato volt.



Ezen felill sikeriilt igazolnunk, hogy az eddig alkalmazott intravitrealis terdpia mellett mar a
non-invaziv szemcseppel torténd kezelés is hatékony a betegség kezelésénél. Szaikrodalmi
adatok alapjan tovabba ismert, hogy az endogén PACAP-nak kulcsfontossagu protektiv szerepe
van a BCCAO okozta karosodasban is. Ezek az eredmények egyértelmiien azt mutatjak, hogy

az endogén PACAP a retina kiilonbdz0 negativ inzultusok elleni védelemhez nélkiilozhetetlen.

3. Maxadilan

A maxadilan 61 aminosavbol allo fehérje, melyet el6szér a homoklégy nyalmirigybdl
azonositottak erds értdgitd hatasa révén. Természetes modon nem taldlhatdé meg emlds
szervezetben, és nem mutat semmi szekvencia-homologiat a PACAP-val. Hatasat a PACI
receptoran keresztiil fejti ki, melybdl adodik, hogy mint a PAC1 receptor szelektiv agonistaja

kivaloan alkalmas a receptoron medialt folyamatok tanulmanyozasara.

4. Bilateralis carotis communis okkluzio

BCCAO patkanyokban agyi véraramlés csokkenést eredményezi. Ez kihatdssal lesz az
agyukban zajloé biokémiai folyamatok megvaltozasara is, melyhez az egyedekben
viselkedésbeli abnormalitasok is tarsulni fognak. Kimutattak azt is, hogy ez az allapot hossza
asztrocitdzist indukal. A retindban a human esetekhez hasonléan az artéria carotis elzardédasa

az iszkémids retinopatia kialakulasat eredményezi.

5. Bakterialis lipopoliszaharid endotoxin (LPS)

Az LPS a gram-negativ baktériumok kiils6 membranjanak komponense. A bakterialis
fertdzés a gazdaszervezetben a humoralis immunvélaszt indukalja, mely hatasara
gyulladasgatlo jelatviteli utak aktivalddnak. Az endotoxinokat a human uveitis allatmodellének
kialakitasahoz is alkalmazzak, ahol gyulladdsos folyamatok vélnak viszgéalhatova a szem

anterior és posterior szegmensében egyarant.



I1. Célkitiizések

I.) Korédbbi tanulmanyok igazoltdk, hogy az exogén mddon alkalmazott PACAP, illetve a
szervezetben megtalalhatd endogén formadja is retinoprotektiv hatassal bir iszkémias retinopatia
esetén. Kisérletiink elsé felében igy célul tliztiik ki a retinoprotektiv hatasokért felelés PACI
receptor védd szerepének igazolasat maxadilan kezelés segitségével BCCAO indukalta

retinopatias elvaltozas patkanymodelljében.

I1.) A kutatbmunka masodik felében az endogén PACAP, valamint az anti-inflammatérikus
hatasokért felelés PAC1 receptor védd szerepét vizsgaltuk maxadilan segitségével LPS

indukalta retinalis gyulladas egérmodelljében.

I1I. PACI receptor retinoprotektiv hatasanak vizsgalata iszkémias
retinopatia esetén

1. Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok kezelése

Kisérletiink soran 3 hodnapos felnétt him Wistar patkanyokat hasznaltunk (n=36),
melyek sulya atlagosan 250-300g volt. Az allatok k6zds nyaki verdereit izofluranos altatas alatt
sztereomikroszkop segitségével a kozépvonali nyaki metszéstdl mindkét oldal iranyaban
feltartuk, majd a bolygodidegtdl dvatosan elvalasztva, 3-0-s nem felszivodod sebészi fonal
segitségével permanens ligaturat alkalmaztunk. Kontroll csoportként almiitott (sham) allatokat
hoztunk létre, ahol a patkanyok a mitéti beavatkozason atestek, azonban naluk az arteria carotis
communis nem keriilt lek6tésre. Ezt kovetden mind két csoportnal az allatok sztereomikroszkop
alatt a jobb szemiikbe intravitredlisan 5 pl maxadilan oldatot kaptak Hamilton fecskendo
segitségével. A maxadilant 0,1 uM (n=9) és 1 uM (n=9) koncentraciéban foszfat pufferelt
sooldatban (PBS) oldva alkalmaztuk.

Szovettani vizsgalat

A patkanyokat két hét posztoperativ idészak utan ttlaltattuk. Ezt kovetden a szemeket
eltavolitottuk, majd a mintdkat 4%-os paraformaldehidben fixaltuk és Durcupan ACM-
gyantdba beagyaztuk. Ezt kovetden az elkészitett 2 um metszeteinken toluidinkék festéssel

kontrasztositottunk és DePeX-el lefedtiink. Az igy elkésziilt metszeteinket Nikon Eclipse 801



fénymikroszkop segitségével lefotoztuk. Retina mintdk rétegvastagsdganak lemérését Q
Capture programmal végeztiik el, ahol minden esetben a mérés a kiilonbozd csoportokbol
azonos helyrdl késziilt (a centralis retinalis régiobol, azaz a latdidegtdl Imm-re). A mérések
folyaman meghataroztuk a retina rétegeinek vastagsagat, azaz OLM-ILM, OPL, IPL, illetve az
ONL, INL nagysagat. Ezutan a metszeteken a GCL réteg 100 mikrométeres szakaszan

leszamoltuk az atlagosan elhelyezkedd sejtek szamat is.

Citokin array analizis

A citokin array szemikvantitativ mérésének elvégzéséhez 24 6raval a BCCAO miitétet
kovetden az allatok retina mintait izolaltuk és a Rat Cytokine Array Panel kitben leirt protokollt
elvégeztiik. A retinak homogenizaldsat, a membranok blokkol4sat, antitesttel torténd
inkubalasat, majd a mintdinkkal folytatott reagaltatasukat a mosasi eljarasok kovették. Ezt a
sztreptavidin-tormaperoxidaz kemilumineszcens reakcioja €s a film kazettara torténd el6hivasa
zart le. A filmek denzitometrias elemzéshez Protein Array Analyzer programot (Image J-NIH

software) hasznaltunk. A méréseinket haromszor ismételtiik meg fliggetlen mintakbol.

Statisztikai analizis

A diagrammokon az adatokat az atlag + standard hiba (SEM) feltiintetésével abrazoltuk.
A szdvettani eredmények ¢€s a citokin array mérések kiértékelésé¢hez Kolmogorov-Smirnov
normalitds tesztet kovetden ANOVA tesztet és Fisher LSD post hoc analizist hasznaltunk, az
OriginPro 2016 nevii programban. A szignifikancia értéket minden esetben p < 0,05 hataroztuk

meg.

2. Eredmények

Maxadilan kezelés hatasa a retina szovettani valtozasaira

A maxadilan-kezelés 6nmagaban nem okozott semmilyen morfolédgiai elvaltozast az
almitott allatok csoportjadban. A retina rétegei a BCCAO csoportban azonban sulyos
degeneraci6 jeleit mutattdk sham PBS-sel kezelt kontrollokhoz képest. A BCCAO
szignifikansan csokkentette az OLM-ILM, valamint az egyes rétegek vastagsagat az aloperalt
PBS-kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva. A legnagyobb mértékii csokkenés az IPL
rétegében volt megfigyelhetd, de szignifikans redukcidt mértiink az INL, az OPL és az ONL



rétegeiben is. Az iszkémias karosodas tovabbi jele, hogy szignifikdnsan lecsokkent a sejtek
szama a GCL rétegben a kontroll csoporthoz képest. Mindkét vizsgalt maxadilan koncentracid
(0,1 és 1 uM) protektiv hatast mutatott az OLM-ILM, illetve a kiilon-kiilon vizsgalt retina
rétegeinek vastagsagaban. Az 1 uM koncentracié azonban még effektivebbnek bizonyult. A
maxadilan a GCL rétegben jelentkezd sejtek elhalasat is sikerrel kivédte a kezelést nem kapott

BCCAO csoporthoz viszonyitva.

Maxadilan kezelés hatasa a retina citokin expresszids valtozasaira

Az iszkémias kezelést kovetden szamos citokin fokozott expresszidja volt detektalhato
ugy, mint az IL-1a is. A tobbi interleukin (IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10) esetén nem volt
valtozas megfigyelhetd. A kemoattraktans fehérjék (mint a CINC-1, a MIP-30, a fraktalkin, az
L-szelektin, a timusz-kemokin, a TIMP-1 és a VEGF) expresszidja szintén szignifikans
novekedést mutatott BCCAO hatdsara, a kontroll sham csoporthoz viszonyitva. Az
intraokularis 1 pM maxadilan kezelés azonban a BCCAO csoportban képes volt
megakadalyozni a CINC-1, az IL-1a ¢s az L-szelektin citokinek expresszids emelkedését. A
BCCAO aktivalta tobbi citokin esetén azonban nem talaltunk szignifikans valtozast a kezelés

hatasara.

3. Diszkusszio

Jelen tanulmanyunk célja a retinoprotektiv tulajdonsagh PACAP PACI1 receptoranak
vizsgalata iszkémids retinopatiaban egy szelektiv PACI receptor agonista, maxadilan nevi
fehérje segitségével. A cerebralis iszkémia gyakran vezet irreverzibilis ér eredetli
retinakarosodasokhoz. Kutatocsoportunk kordbbi tanulményaiban mar igazolta, hogy az
exogén modon alkalmazott PACAP retinoprotektiv szereppel bir iszkémias karosodas soran.
Tovabba ismert az is, hogy BCCAO modellben a PACAP nem csupan a retina szerkezetének
megdvasaban, hanem a latas funkcidjanak megdrzésében is kulcsfontossagu szerepet lat el.
Ezért a PACAP ¢és receptorai kiilonb6zd betegségeknél igéretes terapias célpont lehetnek,
melybdl adédoan kiemelten fontos a PACAP receptorok degeneracios modelleken betdltott
szerepének ismerete. Jelenleg a BCCAO indukalta retinalis karosodasban a PACI1 receptor
szerepe nem tisztazott, ezért kisérletlinkhoz egy kizardlag a PAC1 receptorra szelektiv, agonista
hatassal bir6o fehérjét, a maxadilant alkalmaztuk. A maxadildn noveli a cAMP szintjét human

neuroblasztoma, patkany PC12 és nyul aorta simaizom sejtjeiben. Kardidlis neuronokban



bizonyitottdk a fehérje AC/cAMP/PKA utvonalon keresztiili MEK/foszfo-ERK expresszios
szintjeinek novelését is. A PACAP-hoz hasonléan a maxadilan protektiv hatdsat is szdmos
tanulmanyban vizsgaltak mar. Szubkutdn injektalt maxadilan gyulladasellenes hatasat figyelték
meg Leishmania major-ral fert6zott egerekben, ahol a peptid novelte az IL-6 citokin szintjét,
zsirsejtbdl szarmazo Ossejtekben serkenteni a sejttalélést a kaszpaz-3 és kaszpdz-9 szintjének
csokkentésével, illetve a Bcl-2 expresszid novelésével, ami az apoptotikus sejthaldl gatlasat
eredményezte. A fehérje tovabba képes a retina neuroblaszt rétegének anizomycin-indukalta
sejthalélat is elharitani. A maxadilan a fent emlitett tanulmanyok alapjan PACI1 receptoron
jelen tanulmanyunk is sikeresen bizonyit retinalis iszkémiés karosodas soran. Kisérletiinkben a
BCCAO altal eldidézett degeneracio drasztikus morfologiai valtozdsokat okozott a retina
szovettani szerkezetében, amit szamos citokin expressziovaltozas is alatamasztott. Intravitrealis
maxadilan kezelés hatdsara a hipoxids allatok retina mintaiban, a kontroll csoporthoz hasonld
szovettani morfologiat sikeriilt meg6érizni Mindemellett a peptid szdmos gyulladdsban
szabalyozd szerepet jatszo citokinek (IL-1-alfa, L-szelektin és a CINC-1) expresszios
novekedését is képes volt gatolni. Az interleukin-1 fehérjecsaladd tagjai a korai immun- és
gyulladasos valasz reakciok medialasaban jatszanak szerepet. Az altalunk megfigyelt IL-1-alfa
csokkenése maxadilan kezelés hatdsira azonos eredményt mutatott a PACAP iszkémids
retinoprotekcidjanak vizsgalatanal tapasztaltakkal. A szelektin fehérjecsalad tagjai a T-sejtek,
leukocitak és vaszkularis endotél sejtek kommunikacidjanak fo résztvevoi, melyek képesek
mikrovaszkularis diszfunkciot és reperfuziés karosodast indukdlni. Az L-szelektinnek
megnovekedett expresszidjat figyelték meg iszkémids karosodast kovetden, tobb kiillonbozo
szervi elvaltozasnal is. Tovabba meggatolva a citokin-indukalta leukocita invaziot, csokkent
gyulladasi folyamat volt megfigyelhetd neurologiai betegségek soran. A PACAP kezelése tobb
degeneracios modell esetén is csokkenti a sejtadhézios molekulak expressziojat, melyet jelen
kisérletlinkben mi is tapasztaltunk a maxadilan kezelés hatdsara. A CINC-1 ugyancsak szerepet
jatszik a retina gyulladasos folyamataiban. Proinflammatdrikus kemokinként az alfa-kemokin
csalad tagja ¢és leginkabb oxidativ stressz, iszkémia ¢€s reperfizi6 hatasara expresszalodik.
Szamos gyulladasos folyamatban vesz részt és altalaban az akut fazisban aktivalodik, ezzel
hatasara a CINC-1 szintjének csokkenése detektalhatd, ami altalaban a kdrosodas mértékének
csokkenésével fligg 0ssze. A CINC-1 szintjének fokozodasat figyelték meg sztreptozocin-

indukalta diabéteszes nefropatidban is, ahol a kemokin megemelkedett szintje szignifikansan



csokkenthetd volt a PACAP kezelés hatdsara. A PACAP CINC-1 citokinre gyakorolt hatasat
leirtdk BCCAO-indukalta retinakdrosodas soran is, mely teljesen megegyezik az altalunk
tapasztaltakkal, ahol a maxadilan kezelés képes volt lecs6kkenteni a szintjét, ezzel redukalva a
retinat ért gyulladési folyamatokat. Ezen megfigyeléseink alapjan a PACI receptoron keresztiil

a maxadilannal erds gyulladascsokkentd hatas érhet6 el iszkémias retinakarosodas soran.

IV. Endogén PACAP. valamint a PACI1 receptor védo hatasanak
vizsgalata LPS indukalta retinagyulladasban

1. Anyagok és mdodszerek

Kisérleti allatok kezelése

A Munkénk sordan 3 honapos CD-1 vad tipusit (Wt) és PACAP KO him egereket
alkalmaztunk (n=124 A4llat). Kisérletiinkh6z Escherichia colibol izolalt LPS endotoxint
hasznaltunk, melyet fiziologids sdoldatban oldottunk. A Wt és PACAP KO allatok fert6zéséhez
egyszeri 6 mg/ttkg koncentracioju 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 PACI 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 vivéanyaggal (PBS-t)
kezelt volt (Wt+ ivi PBS; Wt+LPS+ ivi PBS).

Szovettani vizsgalat

Az endogén PACAP védo funkcidjanak rutin hisztologiai elemzéséhez az LPS kezelést
kovetd 7. napon dolgoztuk fel a mintdinkat (n=6/csoportonként: Wt; PACAP KO; Wt+LPS;
PACAP KO+LPS). A PACI receptor protektiv szerepének vizsgalatdhoz az endotoxin kezelést
kovetd 5. héten altattuk til az allatainkat (n=24 allat, az alabbi csoportokban: Wt+ ivi IuM
maxadilan; Wt+LPS+ivilpM maxadilan, Wt+ ivi PBS; Wt+LPS+ ivi PBS). A feldolgozas
soran a szemeket 4 % PFA-ban fixaltunk, majd gyantds metszeteket készitettiink beldliik. A
feldolgozas protokolljat az elsd kisérletsorozatnal részletesen ismertetett eljaras alapjan

hajtottunk végre.
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Optikai koherencia tomografia vizsgalat

Az allatok retingjat (n=24) az LPS kezelés elott, majd ezt kovetden heti egyszer 5 héten
keresztiill OCT késziilékiinkkel nyomon kovettiik az alabbi csoportokban: Wt+ ivi 1uM
maxadilan, Wt+LPS+ ivi.luM maxadilan, Wt+ ivi PBS, Wt+LPS+ ivi PBS. A gyulladastol
szamitott 5 hét legendd volt a maradand6 retinakérosodas kialakulasdhoz. A mérés soran az
allatokat elaltattuk és 1%-os atropin tartalmu pupillatagité szemcseppet, valamint miikonnygélt
vittiink fel a szaruhartyajukra. Ezutan az alvd egereket allattarté padon helyeztik el és a
retindjukrol felvételt készitettiink. A fundus kamera segitségével pedig szemfenék tiikrozést

végeztiink.

Glialis fibrillaris savas protein (GFAP) immuhisztokémiai jelolése

Az immunhisztokémiai vizsgalatokra vald feldolgozas az LPS kezelést kovetd 24 ora
elteltével tortént (n=5/csoportonként). A preparalt egér szemserlegeket el6szor fixaltuk, majd
mosasi 1épések utan dehidraltuk. Ezt kovetden kriosztat segitségével 16 pum vastagsagi
metszeteket készitettiink zselatinos targylemezre beldliik. A retina metszeteket a
permeabilizalds utan monoklonalis egér primer antitestettel (anti-GFAP, 1:1000) reagaltattunk.
A kovetkez6 napon Alexa Fluor 488-al jelolt masodlagos anti-egér antitesttel (1:200) tortént az
inkubalasuk. Ezt mosasi 1épések, majd propidium-jodidos hattérkontrasztositas (1:500) kovetett
¢s a mintékat Fluoroshild (Sigma) segitségével lefedtiik. A retina mintdk centralis régi¢jarol
fluoreszcens mikroszkoppal fényképeket készitettiink, amelyeket Image J (NIH) program

segitségével kiértékeltiink.
Citokin array analizis

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

Western blot analizis

Vizsgalatunkhoz az endotoxin kezelést kdvetden 24 6raval dolgoztuk fel az allatainkat

(n=7/csoportonként). Izolalt retina mintdinkat homogenizaltuk, majd fehérjetartalmat
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meghataroztuk. Ezt a gélelektroforézis és a membranra torténd blottolas kovetett, ami utén a
probéakat 4°C-on 24h keresztiil reagéltattuk az elsddleges antitestekkel: foszfospecifikus anti-
Akt-1 Serd73 (pAkt; 1:1000); foszfospecifikus glikogén szintaz kindz-3 Ser9 (pGSK; 1:1000).
Kontrollként nem foszforilalt total-Akt (tAkt; 1:1000) antitestet alkalmaztunk. A membréanokra
ezt kdvetden felvittiik az anti-egér tormaperoxidaz-konjugalt mésodlagos antitesteket (1:3000).
Az antigén-antitest komplexeket a kemilumineszcencia reakcid tette lathatova.

Kvantifikalhatosag céljabol ImageJ (NIH) programmal denzitometras méréseket végeztiik.

Elektroretinografia

A retina funkcionalis vizsgalatahoz szkotopikus ERG-t alkalmaztunk a Wt és a PACAP
KO egerek csoportjaban. Az Aallatok (n=6/csoportonként) lemérése kontroll allapotban,
valamint 24 6raval az LPS kezelést kdvetden tortént. A kisérlet el6tt az egereket 12 oran at
sOtétben tartottuk. A méréshez az éllatokat elaltattuk, szemiiket pupillatagitd szemcseppel
kezeltiik. Ezt kovetden 4 elektrodat rogzitettiink rajuk: kettd darab szaruhartya elektrodot, egy
referencia elektrodot, illetve egy fold elektrodat, ez utobbi kettd subcutan volt elhelyezve az
allatokon. Az egerek fényfelvillanasra (50 fényfelvillanas/szem) adott valaszat ezutan a Ratsoft
software segitségével regisztraltuk. Eredményeink kiértékelésénél az a- és b-hullam amplitado

értékeit Origin2016 software segitségével mértiik le.

Statisztikai analizis

A diagrammokra az atlag + SEM kertilt feltiintetésre. Az eredményeknél Kolmogorov-
Smirnov normalitéas tesztet kovetéen ANOVA- és Fisher LSD post hoc analizist hasznaltunk,

az OriginPro 2016 nevii programban. A szignifikancia értéket p < 0,05 hataroztuk meg.

2. Eredmények

A retina szovettani valtozasai LPS kezelés hatasara

A Wt és PACAP KO egerek kontroll csoportjdnal nem volt detektdlhatdo a retina
rétegvastagsagaban eltérés. Az LPS kezelés a vad tipusu allatokban az INL réteget leszamitva
nem okozott jelentds valtozast a kontroll csoportokhoz viszonyitva. Azonban a PACAP KO

csoportban az endotoxin jelentds retina degeneraciot indukalt a két kezeletlen csoporthoz,
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valamint az LPS kezelt vad tipusu tarsaikhoz képest. Statisztikai elemzésiinket kdvetden azt
tapasztaltuk, hogy a retina két rostos-, valamint a két nuklearis rétegében drasztikus
rétegvastagsag csOkkenés keletkezett, amelyet az OLM-ILM tavolsagaban mért redukcio is jol

jelez.

Optikai koherencia tomografia vizsgalat eredménye a retina szovettani valtozasairol

A kisérlet soran az alkalmazott endotoxin kronikus gyulladést okozott a szemben, és ez
kivédeni és a kiilonboz0 retinarétegek vastagsagat megdrizni, ami a teljes retina vastagsaganak
megdvasaban is megnyilvanult. A kontroll egerek szemfenéktiikor képe nem mutatott
vaszkularis diszfunkciot. Azonban a LPS + PBS-sel kezelt egyedekben a szemgyulladas
tiineteit figyelhettiik meg. A maxadilan kezelés azonban képes volt megakadalyozni ezt a

folyamatot.

Glialis fibrillaris savas protein immuhisztokémiai jel6lésének eredménye

A GFAP expresszidja megnovekedett az LPS kezelés hatasara a Wt és a PACAP KO
egerek csoportjaban. Ez az expresszid emelkedés szignifikansan fokozottab mértékii volt a
PACAP KO egerek esetén, ahol a Miiller sejtek végtalpai melllett mar a nyalvanyrendszer is

jelolédést mutatott.

Citokin array analizis eredménye

Meérésiink soran azt tapasztaltuk, hogy mig kontroll allapotban a két csoport kozott nem
volt detektalhatd kiilonbség, addig az LPS kezelés hatdsira az sICAM-1, a JE és TIMP-1
citokinek expresszidja novekedést indukalt mindkét endotoxin kezelést kapott csoportban a
kontroll csoportokhoz viszonyitva. Az LPS kezelt PACAP KO egerek esetén ez azonban még
jelentdsebb emelkedést mutatott az LPS kezelt Wt tarsaikhoz képest.

3. Diszkusszio

Jelen kisérletiink volt az elsd, ahol az endogén PACAP és PACI receptoranak védo és anti-

inflammatoérikus hatéasat sikeriilt igazolnunk LPS indukalta retindlis gyulladas soran. Az LPS

crer
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PACAP KO csoportokban a Wt tarsaikhoz képest. Ezek az eredmények mas kutatocsoportok
korabbi adataival is korrelaltak, ahol a PACAP KO egerek fokozottabb retina
rendellenességeket mutattak az Oregedés folyamatdban vagy ischaemia soran. A Miiller
gliasejtek fokozott GFAP expresszivitasat mutattuk ki az LPS altal kivaltott gyulladasban,
amely a PACAP KO csoportban még fokozottabb mértéket mutatott. Ennek hatterében a GABA
¢s a glutamat csokkent felvétele all, amely a fehérjék felhalmozdodasdhoz vezet, ezzel
rendellenességeket kialakitva a retinalis neuronokban. A PACAP retinoprotektivnek bizonyult
a Miiller gliasejtek esetén iszkémids- €s excitotoxikus agyi 1€zioknal is, ahol az interleukin-6
felszabadulasat képes stimuldlni. Kisérletiinknél 24 6raval az LPS kezelés utan a TIMP-1 szint
mindkét endotoxin kezelt csoportban er6sen megemelkedett, azonban ez az érték a PACAP KO
egerek esetén fokozottabb szintet mutatott. Ezen megallapitasunk 6sszhangban van mas korabbi
vizsgalatokkal is, ahol a TIMP-1 fokozott expresszidja minden esetben koros elvaltozadsokhoz
tarsult gy, mint példaul a diabéteszes nefropatia, az iszkémia altal kivaltott vesekarosodas, a
glaukoma vagy iszkémias retinopatia. Jelen kisérletiinkben az sICAM-1 aktivacioja volt
megfigyelhetd6 a PACAP KO egerekben az endotoxin kezelés hatasidra. A gyulladasos
citokinek, koztiik a TNFa fokozzak az sSICAM-1 citokin termelddését és proinflammatorikus
folyamatokat indukalnak, mint példdul a leukocitdk gyulladds helyére torténd aramlasa.
Tanulméanyok aldtamasztjak azt is, hogy az exogén PACAP kezelés az iszkémia/reperfuzio
indukélta karosodasnal tobb szerv esetén is képes volt a megnovekedett sSICAM-1 szintet
redukalni. A human MCP-1 neve megegyezik az egerekben JE-vel elnevezett citokinnel, amely
expresszios szintje az akut és kronikus gyulladésos betegségeknél, mint példaul az iszkémias
retinopatia vagy az LPS altal kivaltott uveitis jelentdsen megemelkedik. Kisérletiinknél az LPS
kezelés hatdsdra mi is a citokin emelkedett szintjét tapasztaltuk, ahol az endogén PACAP védo
hatasat mutatva képes volt mérsékelni azt. Tanulmanyok alapjan ismert, hogy az LPS okozta
gyulladas Akt aktivitds csokkenését, valamint a GSK foszforildlt szintjének redukciojat
eredményezi, mely minél nagyobb mértékii, annal nagyobb szoveti karosodas létrejottét
eredményezi. Ezen vizsgalatok dsszhangban vannak a jelen tanulmanyunkban tapasztaltakkal,
ahol a pAKT és a pGSK csokkenése fokozottabb volt az LPS-sel kezelt PACAP KO csoportban.
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az endogén PACAP a PI3K/Akt utvonal aktivitalasdn
keresztiil gyulladascsokkentd szerepet jatszik az LPS altal. Szamos tanulmény igazolta azt is,
hogy az exogén modon alkalmazott PACAP fontos szerepet jatszik a latds funkcidjanak
megorzésében. Korabbi megfigyelésekhez hasonldéan ERG kisérletiinknél mi is azt tapasztaltuk,
hogy az endotoxin kezelés altal kialakitott gyulladds a latas funkciojanak jelentés zavarat

eredményezi. Az endogén PACAP megakadélyozta az a-hulldam amplitidéjanak csokkenését,
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ezzel igazolva a fotoreceptor sejtek mitkddésére gyakorolt védo hatasat LPS éltal indukalta
retindlis gyulladas soran. Az LPS miatt bekovetkezd b-hullam amplitaddjanak csokkenése a
Miiller-gliasejtek miikodési zavarabol ered, amely az endogén peptid jelenlétében mérsékelt
redukciot mutatott a PACAP génhianyos dallatokhoz viszonyitva. Jelen tanulmanyunkkal
sikeriilt igazolnunk, hogy az endogén PACAP a természetes immunvédelem fontos részét

képezi a retinalis gyulladés soran.

V. Uj eredmények dsszefoglalisa

1) Ph.D. munkam els6 részében a PAC1 receptor retinoprotektiv szerepét bizonyitottuk

maxadilan fehérje segitségével BCCAO okozta retinakarosodasban.

Kimutattuk szdvettani analizisiink soran, hogy az intravitredlisan alkalmazott maxadilan
szignifikansan gétolja a hipoperfizi6 okozta retinalis karosodas mértékét az altalunk vizsgalt
modellben. Citokin array eredményeink tovabba alatamasztottak azt is, hogy a PAC1 receptor

fontos gyulladascsokkentd szereppel rendelkezik az iszkémias retina degeneracioban.

1) Az értekezés masodik felében az endogén PACAP, valamint az anti-inflammatorikus
hatasokért felelés PACI1 receptor védod szerepét igazoltuk maxadilan fehérje segitségével LPS

indukalta retinalis gyulladds modelljében.

A komplex morfologiai-, morfometriai- valamint funkcionalis analizisiink eredményei
bebizonyitottak az endogén PACAP protektiv szerepét endotoxin okozta retina degeneracioban.
Tovabba az intravitredlis maxadilan kezelés képes volt az LPS okozta szdveti kdrosodas
mértékét lecsokkenteni, ezzel aldtdmasztva a PACI receptor anti-inflammatoérikus hatasat egy

endotoxin okozta retinakarosodas soran.
Osszefoglalasként tehat elmondhatjuk, hogy, az ideghartyat érintd kiilonb6ézé karosoddsok

hatdsaival szemben mind az endogén, mind pedig az exogén moddon alkalmazott PACAP

jelentds citoprotektiv €s antiinflammatérikus hatasokat volt képes kifejteni.
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