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Roviditések jegyzéke

Akt: protein kinase B; protein kinaz B

BSA: bovine serum albumin, szarvasmarha szérumalbumin

CAMP: cyclic adenosine monophosphate, ciklikus adenozin-monofoszfat

CAMP: cyclic adenosine monophosphate; ciklikus 3°,5’-adenozin-monofoszfat

CREB: cAMP response element-binding protein; cCAMP-reszponziv elem koto fehérje
DPPIV: dipeptidyl peptidase 4, dipeptidil-peptidaz IV enzim

ERG: electroretinography, elekrtoretinografia

ERK: extracellular signal-regulated kinases; extracellularis szignal-regulalt kinaz
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GCL: ganglion cell layer, stratum ganglionare, ganglionsejt réteg

GHRH: growth-hormone-releasing hormone, ndvekedési hormont felszabadité hormon
GIP: glucose-dependent insulinotropic polypeptide, gliikkoz-fliggd inzulinotrop polipeptid
GLP: glucagon-like peptide, glukagonszerti peptid

HIF1a: hypoxia-inducible factor 1-alpha, hypoxia-indukalta factor 1-alfa

ILM: inner limiting membrane, membrana limitans internum, belsd hatarmembran

INL: inner nuclear layer, stratum granulosum internum, belsé magvas réteg

INOS: inducible nitric oxide synthases; indukalhaté NO szintaz

IOP: intraocular pressure, belsé szemnyomas

IPL: inner plexiform layer, stratum plexiforme internum, belso rostos réteg

ipRGC: intrinsically photosensitive retinal ganglion cells, melanopszin tartalmu retinalis

ganglionsejtek
IS: photoreceptor inner segment, fotoreceptor belsé szegmens
JNK: c-Jun N-terminal kinases; c-Jun N-terminalis kinaz
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mTOR: mammalian target of rapamycin
MYOC: myocilin
NDS: normal donkey serum, normal szamarszérum

NFKB: nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells; nuklearis faktor-kappa
B

NFL: nerve fiber layer, idegrostok rétege

NOX-2: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase type 2; nikotinamid-adenin-

dinukleotid foszfat oxidaz 2

OCT: optical coherence tomography, optikai koherencia tomografia

OLM: outer limiting membrane, membrana limitans externum, kiilsé hatarmembran
ONL.: outer nuclear layer, stratum granulosum externum, kiilsé magvas réteg

OPL: outer plexiform layer, stratum plexiforme externum, kiilsé rostos réteg

OS: photoreceptor outer segment, fotoreceptor kiilsé szegmens

p38: mitogen-activated protein kinases; mitogén-aktivalt protein kinaz

PACL: pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide type 1 receptor, hipofizis adenilat-

ciklaz receptor 1

PACAP: pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide, hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo
polipeptid

PBS: phosphate buffered saline, foszfat pufferelt sdoldat

PFA: paraformaldehyde, paraformaldehid

PHM: peptide histidine methionine, hisztidin-metionin peptid

PI: propidium iodide, propidium-jodid

PI3K: phosphatidylinositol 3-kinases; foszfatidilinozitol-3-kinaz
PKA: protein kinase A; protein kinaz A

PL: photoreceptor layer, stratum bacilli et coni, fotoreceptorok rétege

POAG: primary opern angle glaucoma, elsédleges nyitott zugli glaukéma
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ROS: reactive oxygen species; reaktiv oxigén szarmazékok

RPE: pigment epithelium, stratum pigmenti retinae, pigmentham

SD: Sprague Dawley rat strain, Sprague Dawley patkanytorzs

SEM: standard error of the mean, kozépérték kozepes hibaja

TBS: tris-buffered saline, tris-szel pufferolt sooldat

TNF o: tumor necrosis factor a; tumor nekrézis faktor a

VEGF-A: vascular endothelial growth factor A, vacularis endothelialis novekedési faktor A
VIP: active intestinal peptide, vazoaktiv intesztinalis peptid

VPAC1: vasoactive intestinal peptide receptor type 1, vazoaktiv intesztinalis peptid receptor 1

VPAC?2: vasoactive intestinal peptide receptor type 2, vazoaktiv intesztinalis peptid receptor 2



1 Bevezetés

1.1 A latészerv

1.1.1 A latészerv fejlodése

A szemholyag (vesicula optica) kialakulasanak kezdete az embrionalis fejlédés 22. napjara
tehetd. A folyamat a veldcsé zarodasaval parhuzamosan, az eléagy kitiiremkedéseként indul (1.
abra). Az elérenyuld szemholyag a felszini ectodermaval érintkezésbe keriilve a lencse
fejlodését, a szemholyag beOblosodése pedig a dupla fali szemserleg (calix opticus)
kialakulasat inditja el. A fissura choroidea széleinek egyesiilése a leendé pupilla formalasaban
vesz részt. A felszini ectoderma sejtjei a szemholyaggal érintkezésbe keriilve alakitjak a
lencseplacodot, amely betlirédve 1étrehozza a lencsehdlyagot (1. abra). Az embrionalis fejlédés
otodik hetében a lencseholyag az ektodermardl lefiizédve a szemserleg szajadékaba keriil

(Sadler, 2000).

Felszini ectoderma

; Neuralis retina
l M?enchyma Lencsehdlyag . -
Szemholyag
Interneuronok
Lencseplacod Kétrétegii szemserleg . _Fotoreceptorok
Neuroepithelium Ganglionsejt

1. abra: A szem fejlédése. Az eldagy kitiiremkedéseként elérenyuld szemholyag a felszini ectodermaval
érintkezve a lencseplacod, a szemholyag bedblosodése pedig a duplafala szemserleg fejlédését inditja el. A
szemserleg kiilsé egysége a retina pigmenthamjat, a bels6 felszine pedig a pars optica retinaet adja (RPE:

pigmentham). (Graw, 2010).

A szemserleg kiilsd, pigment granulumokat tartalmazé rétege, a retina pigment epitheliumat
hozza 1étre. A szemserleg belsé rétegeinek fejlodése a pars optica retinaebdl indul. Az
intraretinalis teret hatarold sejtek fotoszenzitiv palcika- ¢és csap fotoreceptorokka
differencidlodnak. A tovabbi belsd rétegekbdl a retina ideg és tamasztosejtjei fejlodnek ki a
kiils6 magvas-, a bels6 magvas- és a ganglionsejt rétegben. A belsé felszini idegsejtek
axonjainak kotege a mélyebb rétegeken athatolva a latdéideget hozzak 1étre. A retina anterior,
belsé rétege alakitja ki a pars caeca retinae-t, amely késobb szétvalik pars iridica retinae-re és
7



pars ciliaris retinae-re, el6bbi késébb az iris belso rétegévé, utobbi pedig sugartestté fejlodik.
Mindekozben a szemserleg és a kiilsé epithelium réteg kozott talalhato teret mesenchyma tolti
ki. A szemserleg ektoderma rétegébdl fejlédik ki a m. (musculus) sphincter- és m. dilatator
pupillae. A pars ciliaris retinae-t kiviilr6l a mesenchyma alkotta ciliaris izmok, beliilr6l pedig
clasztikus rostokat tartalmazo ligamentum suspensorium hatarolja. A ciliaris izmok
megfesziilése a ligamentumok fliggesztésével késobb a lencse gorbiiletét szabalyozza. A
lencseholyag kialakulasat kovetéen, a hatulsé sejtek megnyulva és hosszi rosthalozatot
képezve kitoltik a teret. A hetedik hetet kovetéen az elsddleges lencserostok elérik a
lencseholyag eliilsé falat. Az 6todik hét végén a szem primordiumot teljesen koriiloleld laza
mesenchyma egy belsé és egy kiilso réteggé differencialodik, amely analdgiat mutat az agy pia-
¢s dura mater rétegeivel. A belsd rétegbdl az erésen erezett, pigmentalt choroidea, a kiilsd
rétegbdl pedig a sclera jon létre. A mesenchyma vakuolizaciojanak és szétvalasanak
eredményeként Kialakul a szem eliilsé csarnoka, a belsé réteg a lencse és az iris eliilsd
szegmensét, a kiilsé réteg pedig a cornea substantia propria rétegét alakitja ki, amely a scleraba
kapcsolodik. A cornea felszini ektodermabol szarmazo epithelium réteggel, a substantia
propriat/stromat és az eliils6 csarnokot hatarol6 epithelium réteggel rendelkezik. A lencse el6tt
talalhato iridopupillaris membran eltiinik. Az iris mogott talalhatdo hatulso csarnok a
csarnokvizen keresztiil kapcsolatban all az eliilsé csarnokkal. Az aramld csarnokviz latja el
oxigénnel és tdpanyagokkal az érmentes corneat €s lencsét. A folyadék végiil a Schlemm
csatornan keresztiil hagyja el a szemet. A mesenchyma a fissura choroidean keresztiil a
szemserlegbe 1¢ép és kialakitja hyaloid eret, amely a retina bels6 érhalozatat, koztiik a centralis
artériat hozza létre. A mesenchyma haldzatanak intersticialis terében a zselatinszert, attetszo
iivegtest jon 1étre. A hyaloid ér az embrionalis fejlddés soran felszivodva hyaloid csatornava
alakul. A latoideg 6sszekapcsolja a szemserleget az aggyal (szemserlegnyél), amely a fissura
choroidean egy benyomatot képez. Ezen a benyomaton keresztiil haladnak at a hyaloid erek. A
hetedik hét folyaman a fissura choroidea bezarodik és egy sziik csatornat, a szemserlegnyelet
hozza létre. Az idegrostok szamanak novekedése folyaman a szemserlegnyél belsé és kiils6 fala
Osszeolvad. A szemserlegnyél végiil latoideggé alakul, amely kozepén a hyaloid artéria
(késobbi az arteria centralis retinae) talalhato. A latoideget kiviilrdl a pia mater, az arachnoidea

¢és a dura mater rétege hatarolja (Sadler, 2000; Graw, 2010).



1.1.2 A latészerv felépitése

A latészerv egy Osszetett érzékszerv, amely emlésokben szemgolyobol (bulbus oculi),
latoéidegbdl (nervus opticus) és jarulékos szervekbol (szemmozgatd-, védo- és konnykésziilék)
all. A szemgolyo6 harom rétegbdl épiil fel: kiils6 rostos réteg (tunica fibrosa), kozépsé érhartya

(tunica vascularis) és bels6 ideghartya (tunica nervosa/retina) (Szél, 2006).

A tunica fibrosa a kozponti idegrendszer dura materének folytatdsa, amelyet tomott rostos
kotoszovet épit fel. A rostos burkot két részre oszthatjuk, atlatszatlan inhartyara (sclera) és
atlatsz6 szaruhartyara (cornea), amelyek fizikai tulajdonsagat a benniik talalhat6 rostok allasa
hatarozza meg. Az inhartya, azaz a sclera a szemgoly6 faldnak hats6 részét alkotd, kemény
tomott réteg, amely a szemnyomasnak ellenallva tartja fenn a szem alakjat. A sclera
felépitésében résztvevd kollagén rostos kotdszovetben a rostok lapos kotegeket formalnak,
melyek a felszinnel parhuzamosan, de szabalytalanul, kiilonb6z6 iranyba rendezédnek. A
kollagén lemezek kozott rugalmas rosthalozat talalhatd. A sclera fontos szerepet jatszik a
szemmozgatd izmok inainak tapadasaban. Az inhartya belsé felszinét egy pigmentalt, laza
kotoszovetes réteg, a lamina fusca sclerae béleli (amely része a choroidea és a sclera rétegének
is). A cornea legkiilsé rétege a corneaham (epithelium anterius corneae) tobbrétegli el nem
szarusodo laphambol épiil fel, amely igen érzékeny a nagyszamu szabad idegvégzodés (nervus
ophthalmicus) tartalma miatt. Nagyfok regeneracios készségét a corneoscleralis hatar
kornyékén talalhatd osztodd hamsejteknek koszonheti. A konnyfilm fenntartasaban a felszini
hamsejteken talalhato mikrobolyhok vesznek részt. Ezt kovetd réteg a membrana limitans
anterior, azaz a Bowman-hartya, amely egy vékony kotdszovetes lemez, fontos szerepet jatszik
a cornea mélyebb rétegeinek védelmében. Maga a Bowman-hartya nem rendelkezik
regeneracios képességgel, sériilése esetén a cornea elvesziti atlatszosdgat. A cornea
vastagsaganak jelentés részét ado substantia propria lemezes kotészovetbol épiil fel.
Uvegszerti atlatszosagat a pontosan azonos atmérdjii V-os tipusu kollagénrostok parhuzamos
rétege adja. Egy rétegen beliil a rostok egymassal és a cornea sikjaval is parhuzamosak. A
cornea és a sclera dehidratalt strukturdk. A cornea dehidratélt allapotat aktiv ionpumpak tartjak
fenn, melynek gyulladas esetén viztartalma megnd, amely homalyossa teszi. Ereket és
pigmentsejteket a cornea nem tartalmaz, taplalasa az eliils6 csarnok és az episcleralis erek feldl
torténik. A cornea epithel sejtekben az oxigén-, a tapanyagellatds, illetve az
anyagcserefolyamatok egy része a konnyfilmen keresztiil valosul meg. A stromat kovetd
Descemet-membran egy kiilonleges lamina basalis, amelyet az endothelium termel. A cornea

legbelsé rétege az endothelium corneae (endothelium camerae anterioris). Az eliilsé csarnok
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felé nézo lapos sejtek ionokat és vizet juttatnak a cornea stromajaba. A csarnokzuggal hataros

zonaban alacsony differencialt Ossejtek a cornea regeneracidjaért felelések (Szél, 2006).

A corneoscleralis hatar fontos képletei a Schlemm csatorna, a csarnokzug és a torus sclerae,
amelyek a csarnokviz elvezetésében is szerepet jatszanak. A csarnokviz a Schlemm csatornabol
a venae aquosae-ba jut. A Schlemm csatornat a csarnokzuggal egy szivacsos szerkezetil
endothellel boritott halozat (spongiosa sclerae) koti dssze, igy a csarnokviz a benne talalhato
kotdszoveti trabekulakon (Fontana-féle irok) keresztiil szirddik végiil a Schlemm csatorndba.

A torus sclerae felszinén erednek a m. ciliaris meridionalis rostjai (2. abra) (Sz¢l, 2006).

Trabekuléris halozat

Schlemm csatorna

Conjunctiva

Lencse

Sclera

Ciliaris izom

Uvegtest

Nem-pigmentalt ciliaris
epithelium

2. abra: Ragcsalo szem eliilsd szegmens reprezentativ szovettani mikroszkopos képe (haematoxylin eosin). A
szem eliils6 szegmensét, a sugartest nytlvanyok altal termelt csarnokviz tolti ki. Az eliilsé szegmenst kiviilrél a
cornea hatarolja, amely az irisszel valo talalkozasi pontjanal a trabekularis haldzat, majd az abba csatlakozo
Schlemm csatorna helyét adja. Ez a csarnokviz elvezetésében fontos szerepet jatszo rendszer, a
gyljtéesatornakhoz csatlakozva a szem vénas elvezetéséhez kapcsolodik. Az cornea és iris kozotti teret eliilsé
csarnoknak, az iris €s iivegtest kozott talalhato teriiletet hatulsé csarnoknak nevezik, a csarnokok kozott
kdzépvonalban talalhato a lencse. A szemet kiviilrél a cornea folytatasaként a sclera hatarolja, amelyhez a
kotdszovetben és nyirokerekben gazdag conjunctiva csatlakozik.
https://i.pinimg.com/originals/13/e9/1d/13e91d468279ac109e4e68b70c2a2e53.jpg.
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A bulbus k6zépso burka, a tunica vascularis, a kozponti idegrendszert koriilvevo lagy agyhartya
folytatasa. Erekkel atszott kotészovetes burok harom részbdl all: érhartya (choroidea), sugartest
(corpus ciliare) és szivarvanyhartya (iris). Szovettani szempontbol nagyjabol azonos
felépitéstiek; eret, simaizmot tartalmazd stroma alkotja a harom szovetet, melyhez ham
csatlakozik. A choroidea az inhartya és retina kozott talalhato sotétbarna kotdszovetes réteg. A
n. opticus atfurva szerkezetét szilardan rogziti az inhartyahoz. Fontos szerepet tolt be a retina
vérellatasaban, illetve a melanocytak pigmentszemcséi a behatold fénysugarak kisziirésében is
részt vesznek. A sugartest (corpus ciliare) fontos feladatot tolt be a lencse fliggesztésében,
akkomodacioban ¢és a csarnokviz termelésben. A sugarizom (m. ciliaris) a sugartest
térfogatanak legnagyobb részét teszi ki, amely kozeli targyak fokuszalasaban (akkomodacio)
jatszik szerepet, illetve befolyasolja a csarnokviz elfolyasat is. Az izomsejtek kozott elasztikus
rostok és melanocytak talalhatok. A sugartest vascularis rétege (lamina vascularis) a
sugarizmot beliilr6l boritja és beterjed a sugarnytlvanyokba (processus ciliares) érfonatok
formajaban. A sugartest belso felszine a pars ciliaris retinae (epithelium ciliare), kétrétegli ham,
ahol a kiilsé felszin a retina pigmenthamjanak folytatasa, amely pigmentszemcséket tartalmaz.
A sugarnyulvanyok és a sugartest-ham (aktiv ion- és viztranszport segitségével) a csarnokviz
termelésében vesz részt. A termelt csarnokviz feladata a szemnyomas fenntartasa, illetve a
cornea, a lencse és a retina taplalasa. A szivarvanyhartya (iris) egy gytriiszerli lemez, ami a
szemcsarnokot két részre osztja. Kozépen helyezkedik el a pupilla, ami a megvilagitas
mértékétél fuggden atmérdjét valtoztatja. Az iris eliilsé felszinét endothelium camerae
anterioris alkotja, amely egy szabalytalan endothel réteg. Alatta talalhato stroma iridis egy
halozatos kollagénrost rendszer, amely atrendezddésével képes a pupilla atmeérdjét valtoztatni.
Az iris kiilsé rétege a kétrétegli irisham (stratum pigmenti iridis), amely mindkét lemeze
pigmentalt. A kétrétegii pigmentham sejtjei simaizomszertien megnyulva lapos, kontraktilis
lemezt (myoepithel sejtek), a m. dilatator pupillaet hozzak 1étre (2. abra) (Szél, 2006).

A retina (recehartya) a gerincesek szemének legbelsd, fényérzékeny rétege. A kodzponti
idegrendszer neuronhaldzatahoz hasonloan a retindban is két sikban torténik az informacid
tovabbitas. Vertikalis irdnyban a fotoreceptorok, bipolasis sejtek ¢és ganglionsejtek
szinaptizalnak. A horizontalis neuronhalézat a retina sikjaval parhuzamos, a résztvevo
neuronok nyulvanyai egy sikban maradnak, részei a horizontalis- és amakrin sejtek. A retina
szovettani felépitése 10 rétegbdl all (3. abra). A retindban beliilrdl kifelé haladva a kovetkezo.
Az iivegtesttel a Miiller-sejtek végtalpai altal 1étrehozott belsd hatarmembran (membrana

limitans interna, ILM: inner limiting membrane) érintkezik. Ezt koveti az optikus rostok rétege
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(stratum neurofibrarum, NFL: nerve fiber layer), a ganglionsejt réteg (stratum ganglionare,
GCL: ganglion cell layer), a bels6 rostos- (stratum plexiforme internum, IPL: inner plexiform
ayer) és -magvas (stratum granulosum internum, INL: inner nuclear layer) rétegek, majd ezt
kovetden a kiils6 rostos- (stratum plexiforme externum, OPL: outer plexiform layer) és -magvas
(stratum granulosum externum, ONL: outer nuclear layer) réteg. A Miiller sejtek kiilsd
nyulvanyai altal kialakitott hatarmembrant (membrana limitans externa, OLM: outer limiting
membrane) a fotoreceptorok bel- és kiiltagjainak (stratum bacilli et coni, PL: photoreceptor
layer) rétege koveti, ahol a fényinformacio elektromos jellé valo atalakitasa torténik. Ezt kovetd
réteg a fény abszorpcidjaban is résztvevo a pigmentham (stratum pigmenti retinae, PE: pigment
epithelium) (Szél, 2006; Gregg et al., 2013). A dolgozatban a tovabbiakban az angol
nomenklatirabdl szarmazé roviditéseket alkalmazzuk a szovettani rétegek emlitésekor.

T J— - T
- p——— .?r~‘,"*, LS8 o l\"“*\r.—""'v.‘:.\‘, YN B - {

AP Pl Ay < o (® v § -
s .\ L e T RIS e R%'C
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3. abra: Human (bal) és ragcsalo (jobb) retina rétegei. (OLM: kiilsé hatarmembran, ONL: kiilsé magvas réteg,
OPL.: kiils6 rostos réteg, INL: bels6é magvas réteg, IPL: belsé rostos réteg, GCL: ganglionsejt réteg, ILM: bels6
hatarmembran). Mérték: 50 pm. (Sajat abra).

A humaén és ragesald szem felépitése kozel megegyezik, igy szemészeti kutatdsokban kivaldan
alkalmazhaté modellként szolgalnak (4. abra) (Meister, 2009). A ragcsalok, éjszakai emlésok
révén palcika-dominans (a fotoreceptorok 97%-a palcika) latassal rendelkeznek. A ragcsalo
szemszerkezet megegyez0 szovettani felépitésii, azonban viszonylagosan nagyobb corneaval és
lencsével rendelkezik. A cornea az emberekéhez hasonloan a ragesalokban is 6t szovettani
rétegbdl felépiilé avascularis szovet. A cornea és a sclera hatarat, emberekhez hasonléan a

corneoscleralis junkcido (limbus) képzi, ahol a cornea regeneracioban résztvevd Ossejtek

12



talalhatoak. Az iris valasztja el a szem eliils6é €s hatuls6 csarnokat. Ragesalo esetében az iris
pupilla hatara érintkezésben talalhatdo a lencse anterior polusaval. Koztiik a csarnokvizen
keresztiil van kapcsolat. Emberi szemben a sugartest kdzvetleniil a sclerahoz kapcsolddik, mig
ragcsalok esetében eltérést lehet felfedezni. Az anterior irdnyban elhelyezkedd sugartest
nyulvanyok, igy az iris posterior végébdl erednek, mig csak a posterior szegmensiik ered
kozvetleniil a sclerar6l. A strukturalis eltérés kovetkeztében ragesalok trabekularis halozata
¢érintkezésben van a sugartest kiils6 felszinével. A sugartestet, az emberi szemhez hasonléan
harom szoOvettani réteg épiti fel. Human szem esetében a sugartest formaja haromszog alaku,
ezzel ellentétben ragcsaldkban kicsi, hengeres formaja, alacsony izomtapadasi felszinének
koszonhetden az akkomodacio részleges. A trabekuldris haldézat a Descemet-membrantol
posterior iranyban jelenik meg és a sugartest kozépvonalaig van jelen. Az emberi és a ragcsalo
trabekularis haldzat szamos hasonlosaggal rendelkezik (4. dbra). Ragesalokban a lencse mérete
aranyaiban lényegesen nagyobb az emberhez képest, formaja kerek és az intraokuldris tér kozel
75%-t tolti Ki. A ragcesalo retina felépitésének vizsgalata jelentés multra tekint vissza, alaposan
tanulmanyoztak  Golgi-festéssel, Nissl-festéssel és  elektronmikroszkdppal.  Egyik
legjelentdsebb kiilonbség az emberi (és foemlds) és ragesalod retinaban a fovea hianya. Emberi
szemben a fovea az ¢leslatas helye, amely a szem optikai tengelyébe es6 kb. 1,5 mm atméréji
teriilet, ahol csak csapok taldlhatdak. Patkany retindban az éleslatas helye egy centrlisan
elhelyezkedd sav, az iigynevezett ,,visual streak”, ahol magas szdmban talalhatdak a csapok. A
periféria felé¢ haladva a csapok mennyisége folyamatosan csokken. Emberi szemhez képest
azonban ragcsalokban a csapok denzitasa szignifikdnsan alacsonyabb. Patkany és egér
retinaban jelent6sen kevesebb ganglionsejt tipus talalhaté az emberhez képest. Ragesalokban,
emberhez hasonloan haromféle gliasejt talalhatd, astrocitak, microgliak és Miiller sejtek

(Meister, 2009).
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4. abra: Human és ragcsalo szem felépitése. Az emberi és ragesalo szem felépitése kozel azonosnak tekinthetd,
csupan néhany kiilonbség van koztiik. A ragesalok esetében a lencse méretének aranya, a trabekularis halozat

elhelyezkedése kiilonbozik, illetve palcikadominans retindjukban nem talalhatd macula (Sajdt dbra).

Az egerek ¢s patkanyok széleskort felhasznalasanak f6 oka, hogy genomjukat szekvenaltak, és
szdmos transzgenikus ¢és génkilitott torzs all rendelkezésre a kiillonbozd tipust kutatdsokhoz.
Az egér hasznalatanak tovabbi eldnye, hogy konnyen tenyészthetd, gyors szaporodassal

rendelkezik és koltséghatékony (Meister, 2009).

1.1.3 A szemgolyd és retina vérellatasa

A szemgoly6 és az orbita vérellatasat az arteria (a.) carotis internabol ered6 a. ophthalmica
biztositja, amely a nervus opticussal a canalis opticuson keresztiil 1ép be az orbitaba. A
szemgolyo vérellatasarol az a. ophthalmicabdl két teljesen elkiiloniilt rendszer gondoskodik, a
ciliaris és a retinalis rendszer. A ciliaris artérids rendszer két tovabbi részre oszthato: a hatso-
és eliilso ciliaris erek rendszerére. A két érrendszer elkiiloniil és eltéré modon alkalmazkodik
élettani €s koros folyamatokban. A hatsé ciliaris érrendszer két alrendszerre oszthato: a rovid-
illetve hossza hatsé ciliaris artéridkra. A rovid a szem hatso felszinének (latdidegburok,
episcleralis érplexus, choriocapillaris) vérellatasaért felel, mig a hossza az eliilsd
(suprachoroidealis tér, sugartest, iris) struktarak taplalasat végzi. Az a. ophthalmicdabdl eredd
eliilsé ciliaris artériak a sclera felszinén oszlanak agakra és a szem eliils6é szegmensét (m.
ciliaris, choroidea) latjak el. Az iris egy specialis, nem folytonos érgytiriivel rendelkezik

(circulus arteriosus iridis major), amely jelentds szerepet tolt be a sugartest vérellatasaban,
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ezaltal a csarnokviz termelésében egyarant. A szem vénas keringését az eliils6- €s hatulso
ciliaris vénak rendszerbdl felépiilé vortex-rendszer adja. A vortex-rendszer a choroidea, iris és
sugartest vérének nagy részét vezeti el. Az eliilso ciliaris vénas rendszer a sugartest €s részben
a csarnokviz elvezetésében, mig a hatulsoé ciliaris vénas rendszer a sclera hatsd szegmensének

elvezetésében vesz részt (Siiveges, 2010).

A retinalis érrendszer (5. dbra) szintén az a. ophthalmicabdl ered, jelentésége a retina kdzvetlen
vérellatdsaban van. Részei az intraorbitalis (orbita lirege), intravaginalis (latoideg burok),
intraneuralis (latoidegen beliil halad) és retinalis (retinaban fut) szakaszok. Az a. centralis
retinae a latdidegfonél négy nagy agra (temporalis felsd, also; nasalis fels6, als6), valamint Kis
agakra oszlik, amelyek a ciliaris artériakkal a latoideg burkanak taplalasaban vesznek részt.
Minden kvadrans rendelkezik egy f6 taplalo érrel, amely karosodasa latotérkieséssel jar. A két
érrendszer a latdidegfonél, a Zinn-Haller gyliriben taldlkozik egymadssal. A retina vénas
elvezetése vénaagakban torténik, az artériakhoz hasonléan minden kvadransnak van egy 6
vénaja. A fissura orbitalis superioron keresztiil, végiil a sinus cavernosusba vezet a retina vénas

keringése (Siiveges, 2010).

Human retina erezettség

5. abra: A human retina vérellatasaért felelés artérias- és vénas rendszer. A latdidegfénél belépd arteria centralis
retinae négy agra oszlik, tempordlis alsd, felsd, illetve nasalis alsé €s fels6 agra, amelyek egy-egy tovabbi kisebb
agazatra bomlanak. A retina artéridival parhuzamosan fut6 vénadgak, az artéridkhoz hasonléan négy
kvadransban helyezkednek el. Végiil a fissura orbitalison keresztiil tdvozik a retina vénas vére ahonnan a sinus

cavernosusba jut. https://veniceretina.net/conditions/retinal-vein-occlusion/.

A retina egy jelentds energiaigénnyel rendelkez6 szovet, megfeleld miikodéséhez folyamatos

oxigén ¢€s tapanyagellatas sziikséges. A retina anyagcsere sziikséglete a kettds vérellatason
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keresztiil teljesiil. Bels6é rétegeit a retina sajat érhalozata, kiilsé rétegeit pedig a pigment
epithelium alatt talalhato choroidea latja el oxigénnel és tapanyagokkal. A choroideaban
elhelyezkedd ciliaris artérias rendszerbdl a Bruch membranon keresztiil difftzioval torténik az
anyagcsere. Az itt talalhaté pigmenthamsejtek kozti tight junction kapcsolatok hozzak 1étre a
vér-retina gatat. A retinalis érplexusokat elhelyezkedésiik alapjan csoportosithatjuk felszini-
(GCL és NFL rétegekben), kozépso- (IPL, INL rétegben) és mély vascularis plexusra (INL és
OPL rétegekben) (6. abra). A felszini vascularis plexust glia sejtek dlelik kortil. A kdzépsoé és
mély vascularis plexusokat a Miiller sejtek végtalpai veszik koriil, leginkabb kapillaris mérettel
rendelkeznek. A retina legerezettebb teriilete a macula, ahol a legnagyobb denzitasban
talalhatoak a fotoreceptorok. A kapillaris halézatokban torténik meg az oxigén és tapanyagok
leadasa, valamint a széndioxid és a melléktermékek felvétele. A Kkapillarisok vénakba
osszekapcsolodva létrehozzak a vena centralis retinae-t, ami végiil a latdidegen keresztiil
elhagyja a szemet (Das and Byrd, 2014; Barabas et al., 2020).

Felszini vascularis
plexus

Retinalis
ganglionsejtek

Kozéps6 vascularis plexus
Amakrin sejt
Bipolaris sejt
Miiller sejt

Horizontalis sejt
MEély vascularis plexus
Palcikak

Csapok

Retina pigmentepithelium
Bruch membrin

Choroidea

6. abra: A retina vascularis plexusai. A retina kiils6 rétegeinek taplalasaban a choroidea t6lt be jelentds szerepet,
mig a retina belso rétegeinek vérellatasat a retina sajat erei adjak. A retinalis érplexusokat elhelyezkedésiik

alapjan felszini, kozépso, illetve mély vascularis plexusra oszthatjuk (Fu et al., 2020).

16



1.1.4 A csarnokviz termelddése, keringése

A csarnokviz fontos szerepet tolt be a szem fiziologidjaban. Tapanyagforras az eliilsé csarnok
érmentes teriileteinek, ugymint a cornea és a lencse, illetve anyagcsere melléktermékek
eltavolitasaban is részt vesz. A csarnokviz keringésének, termelddésének és elfolyasanak
egyensulya fontos szerepet tolt be a bels6 szemnyomas (intraocular pressure: I0OP)
fenntartasaban. A sugartestnytlvanyokat és a sugartestham stromajat kapillarishalozat tolti ki,
amelyet két epitheliummal boritott réteg hatarol. A belsd, hem pigmentalt epithelium sejtjei
zonula occludenssel, a kiils6 pigmentalt epithelium sejtjei pedig réskapcsolattal kotédnek
egymashoz. A fenesztralt kapillarisokbol a plazma ultrafiltracio segitségével a stroma
intersticiumaba jut (7. abra). Az apikalis felszinen talalhaté zonula occludens megakadalyozza
a plazmafehérjék hatsé csarnokba jutdsat, ezzel magas fehérje koncentracidt, a szdvetben
ozmotikus nyomast és csokkent transzkapillaris 0zmotikus nyomast alakit ki. A hidrosztatikus
¢s ozmotikus nyomas a hatsé csarnokba torténé folyadékaramlas kialakitasanak kedvez. A
folyadékaramlas ezt kovetden aktiv szekrécion keresztiil folytatodik. A csarnokviz
kialakitasdban szerepet jatszo legfontosabb ionok a Na®, HCOs és CI. Az ionok
koncentracidjanak emelkedésével az ozmotikus nyomas is emelkedik (Goel, 2010; Toris,
2010).

Hatulso csarnok

Nem-pigmentalt
epithelium

Pigmentalt
epithelium

Ultrafiltracié =

Szekrécio

Vérkeringés

7. abra: A csarnokviz termelése a sugartest nyGlvanyban. A sugartest nyGlvany stromaban talalhatd fenesztralt
kapillarison keresztiil ultrafiltracioval stroma intersticiumba, majd onnan a pigmentalt, ezt kovetden nem-

pigmentalt epitheliumon keresztiil végiil a hatulsé csarnokba szekretalodik a csarnokviz (Toris, 2010).
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Egészséges emberi szemben a csarnokviz dinamikdja a cirkadian ritmusnak megfeleléen
ingadozéast mutat, amelyet az IOP mintdzatanak valtozdsdval lehet nyomon kdvetni. Az
ingadozas szabalyozasaban a vegetativ idegrendszer és a kortikoszteroidok vesznek részt. A
ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) fontos szerepet tolt be a csarnokviz dinamikajanak
szabalyozasaban. A cAMP agonistak, ugy mint a béta-2 adrenerg agonistdk megemelik a
csarnokviz termelését, mig a cAMP csokkentd alpha-2 adrenerg agonistdk csokkentik a

csarnokviz aramlasat és annak termelédését (Shim et al., 2017).

A csarnokviz a hatulsd csarnokbdl az eliils§ csarnokba aramlik, ahonnan tobb utvonalon
keresztiil végiil a szem vénas rendszerébe kertil (8. abra). A hagyomanyos utvonal az eliilsé
csarnok teriiletén az iridocornealis szogben talalhato trabekularis halozattal kezdédik, amely az
uvealis-, a corneoscleralis és a juxtacanalicularis halozatban folytatbdva a Schlemm
csatornaban végzodik. A rendszer a vv. aquosaen keresztiil az episcleralis vénas halozatba
vezet. Az uveoscleralis csarnokvizelvezetés a sugartest és iris tovének suprachoroidalis
terliletén torténik meg. A csarnokviz a suprachoroidalis térbol a scleran keresztiil a kotohartya
vénaival a vénas rendszerbe keriil. Az uveoscleralis rendszer hatékonysaga nagyban fiigg a
szem belnyomasanak allapotatél. A hagyomanyos utvonalon keresztiill a csarnokviz
elvezetésének kozel 60-80%-a, amig az uveoscleralis utvonalon csupan 20-40%-a valosul meg

(Yucel and Gupta, 2015; Carreon et al., 2017).

Cornea
Schlemm csatorna
Trabekularis halézat Eltlsé csarnok
Sclera\ 4
(/ Iris
> 4l Lencse
-~ \/ ;
\ [ \ / '._K 4
\ N N~ Hatulsé csamok

|
|/ Sugartest epithelium
m. ciliaris

8. abra: A csarnokviz aramlasanak Gtvonalai. Az abran a kék nyil reprezentélja a csarnokviz keringésének
utvonalat a termelddésétdl az elfolyasaig. A hatulso csarnokban a sugartest nytlvanyok altal termelt csarnokviz
az eliils6 csarnokba két utvonalon keresztiil tud tavozni. A hagyomanyos utvonalon (piros nyil) keresztiil a
trabekularis halozaton, végiil a Schlemm csatorndn 4t jut a szem vénds elvezetésébe, mig a uveoscleralis utvonal

(lila nyil) a suprachoroidalis teriileten at végzddik késébb a vénds elvezetérendszerbe (Crawley et al., 2012).
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Ragcsalotorzsekben a csarnokviz termelése nem tér el kiilondsebben a human szemtol. Csupan
néhany kiilonbség mutatkozik meg a csarnokviz elvezetérendszer felépitésében. Az egyik
trabekularis halozathoz képest posterior iranyban helyezkedik el, mig ragcsalok esetében a
sugartest teljesen befedi a trabekularis halozatot. Azonban maganak a trabekularis hal6zatnak

a szerkezeti felépitése ragcsalokban és emberekben mar kozel azonos (Meister, 2009).

1.2 A szem non-invaziv vizsgalati modszerei in vivo

Szemészeti- valamint egyéb szisztémas betegségek a retina szerkezetének részleges vagy teljes
romlasaval jarhatnak. A human klinikai vizsgalatok soran alkalmazott in vivo modszerek ma
mar a szovettani vizsgalatoknak megfeleld precizitast informaciot nyajtanak. Az alabbi non-
invaziv szemészeti képalkoto és vizsgald modszerek adhatnak informaciét a szem és a retina
funkcionalis és szovettani allapotarol, illetve lehetdvé teszik a korfolyamatok id6beni

monitorozasat.

1.2.1 Elektroretinografia

Az elektroretinografia (ERG) egy kitiind non-invaziv vizsgalati modszer a latas képességének
felmérésére. A retina fotoreceptor sejtjei a fényingert elektromos valassza alakitjdk, majd az
ideghartya kiilonb6zo sejtjei felé tovabbitjak. ERG vizsgalat soran ezeket az elektromos
valaszokat elektrod segitségével a cornea felszinérdl rogzitjiik, elektroretinogram formajaban.
Az elektroretinogram képes informaciot nydjtani a retina fizioldgiai allapotardl. A vizsgalat
soran egy fényingert kovetd potencialvaltozast vezetiink el. Eldszor egy negativ irdanyu a-
abra). Ezt koveten egy nagyobb amplitadoju, gyors, pozitiv b-hullam vezethet6 el, amely a
retina belsobb rétegeiben megtalalhatd ON bipolaris €s Miiller sejtek allapotat reprezentalja.
Tovabba elvezethetd egy magas frekvencidju oszcillacid, az oszcillatoros potencidl, amely a
retina belsd nukledris és plexiform rétegébdl ered. Az oszcillatoros potencidl az amakrin- és

ganglion sejtekrdl nyujt informaciot (Perlman, 1995).
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9. abra: Reprezentativ elektroretinogram felvétel. A fényfelvillanast kvetéen a fotoreceptorok aktivacidja
negativ iranyu amplitadovaltozast indukal, majd a bipolaris- és horizontalis sejtek aktivacidja pozitiv

amplitadovaltozast indit (Sajat dbra).

1.2.2 Optikai koherencia tomografia

A szemészeti diagnosztikaban elterjedt, non-invaziv képalkot6 mddszer az optikai koherencia
tomografia (OCT), amely segitségével a szem teljes szerkezete vizsgalhatd. Olyan képalkotoi
eljards, amely alkalmas alacsony fényszorodasti kozegek nagy mélységi felbontasara, akar
haromdimenzids szerkezeti vizsgélatdra. OCT felvételek a reflexio/fényszorodasi
tulajdonsagoknak térbeli eloszlasat mutatjadk be. Az OCT mikodése a kozeli infravords
fénysugar hasznalatan, illetve a szovetek eltérd fényvisszatiikr6z6 tulajdonsagan alapul,
mikozben képes az ideghartyardl készitett nagy felbontasi keresztmetszeti képek
megjelenitésére. Az OCT technoldgia alacsony koherenciaji interferometria elvén alapul.
Ennek soran a szembdl visszaverddo fény interferal a referencia fénnyel, amely altal a megtett
ut hossza ismert. Az eljaras alapja a Michelson-interferométer, ahol a fény egy nyalabeloszton
keresztiil két utra, referencia Gtvonalra és a minta Gtvonalara oszlik (10. abra). A visszaver6do
fénysugarak Gjra egyesiilve a detektorba jutnak. A jelbdl érkezé érzékelt frekvencia megfelel a
szovet mélységének, ezt nevezziikk axialis profilnak (A-szken), illetve tobb A-szkenbdl

létrehozott longitudinalis felvétel 2D profilt, B-szkent hoz létre. OCT esetében
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interferometrikus moédszert alkalmaznak. Ezaltal az A-szken segitségével a vizsgalt szovet
mélységét, a B-szken pedig az A-szken felvételek longitudinalis sorozatat képezi le. A B-szken
felvételek 0Osszeillesztésébdl a rendszer egy térbeli modellt képes Osszedllitani. OCT
segitségével a teljes szem szerkezete és akar annak érhaldzata is vizsgalhato. Az OCT jelentds
szerepet tolt be kiilonbozo retinopathidk diagnosztikdjaban, koérfolyamatok monitorozasaban

(Shajari et al., 2019; Eladawi et al., 2020).
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10. abra: Optikai koherencia tomografia miikodésének alapelve. Egy alacsony koherencidju fényforrasbol
kiindul6 nyalab athaladva egy nyalabeloszton kettévalik, majd egy-egy tiikorrdl visszaverddve a nyalabeloszto
ujra egyesitve egy detektorra iranyitja. Az X-Y koordinatan felvett mélységi (axialis) profilt A-szkennek, a tobb
A-szkenbdl 1étrehozott 2D profilt B-szkennek nevezziik.
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMcibr2307733.

1.3 Glaukdéma

1.3.1 Glaukoma tipusok

A vaksagot okozo megbetegedések masodik leggyakoribb formdja a glaukoma. A betegség
komplex, progressziv kialakulasanak hattere nem ismert. A zoldhalyog egy heterogén
betegségcsoport, melyben k6zos jellemz6 a latoidegfo karosodasa és végiil a latas elvesztése.
Elkiilonithetiink elsédleges, illetve masodlagos tipusi glaukémat, mely utobbi esetében a

betegség egy mar meglévd szemészeti probléma okan alakul ki. Az els6dleges glaukoéma tobb
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altipusra oszthato6 tigy, mint a nyitott zugu, zart zug(, illetve normotenziv glaukéma (11. abra).
Ezen tipusok koziil az elsddleges, nyitott zugih glaukéma (primary open angle glaucoma:
POAG) a leggyakoribb. A betegségnek szamos rizikéfaktora ismert, melyek koziil a
legjelentdsebb a megndvekedett belsé szemnyomads. Egészséges allapotban a sugartest altal
termelt csarnokviz a hatulsé csarnokbdl az eliils6é csarnok felé aramlik, végiil az eliilsé csarnok
trabekularis halozatan keresztiil elhagyja a szemet (McMonnies, 2017). Elsédleges nyitott zugu
glaukoma esetében a csarnokviz termelésének ¢és elvezetésének egyensulya megbomlik, igy az
eliilsé csarnokban a csarnokviz felhalmozodik, amely a bels6 szemnyomas emelkedéséhez

vezet (11. abra).

Comea Comca

Trabckularis Trabekularis -
halozat halézat

Trabckularis
halozat

< ::_* = Trabekularis
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>

| % s s gl |

/// — K'—\_\\\
Sugartest 3 e Sugartest Sugartest Lencse Sugartest
encse
Nyitott zugu glaukéma Zart zugu glaukoma

11. abra: Glaukoma tipusok. Nyitott zugti glaukoma esetében a csarnokviz az eliilsé csarnokbol az elzarodott
trabekularis hal6zat kovetkezményeként felhalmozodva okozza a szemnyomas emelkedését. Zart zugti glaukoma
meglétekor az iridocornealis szdg sziikiiletét a lencse irisnek nyomodasa hozza Iétre, ebben az esetben a

trabeklularis haldzatot az iridocornealis szog sziikiilete zarja el. https://www.forneyeyeassociates.com/eye-

disease-management/co-management-glaucoma/glaucoma-causes-and-risk-factors/.

A megnovekedett szemnyomas a retinalis ganglionsejtek pusztuldsdhoz, majd axonjaikon
keresztiil végiil a latdideg elhalasahoz vezethet (Harris, 2008; Balasopoulou et al., 2017; Point,
2019). A nyitott zugu glaukéma rizikofaktora lehet a genetikai hajlam, a szaruhartya
elvékonyodasa, illetve a szteroid-gyogyszerek (gliikokortikoidok) hosszatava alkalmazasa
(Tripathi et al., 1999). Genetikai hajlam esetén a myocilin (MYOC) gén szerepét fedezték fel
elészor (Tamm 2002).

Elsddleges, zart zugu glaukoma esetében a csarnokviz aramlasanak akadalyat az iridocornealis

szOg sziikiilete okozza, amelyet az irisnek nyomodo lencse hoz 1étre (11. abra). Ez az altipus
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hirtelen megemelked6 szemnyomassal, fajjdalommal, a szem kipirosodasaval és a centralis

latotér kiesésével jar (Nongpiur et al., 2011).

A normotenziv glaukoma a zdldhalyog egy specialis altipusa, melynek soran a szemnyomas
értékében nincsen emelkedés, normalis tartomanyban marad, mégis a latdideg romlasa, illetve
a latasvesztés tapasztalhato. A normotenziv glaukéma kialakulasanak pontos oka jelenleg még
nem ismert, feltételezhetGen genetikai tényezOk kovetkeztében hiperszenzitivitas alakul ki
szem belsényomas valtozassal szemben, igy akar hipotenzid esetében is a latdideg clhalasa

tapasztalhato (Trivli et al., 2018).

A betegségcsoport kialakulasanak hattérmechanizmusardl szamos elmélet sziiletett (Ichhpujani
and Kumar 2019). Néhany tanulmany a mechanikai tényez6k jelentéségét, mashol a
neuroinflammatorikus vagy retina erezettségével Osszefiiggd valtozasokat tartjak jelentésnek
(Morgan and Yu, 2019). A mechanikai elmélet kivaltd tényezonek a megndvekedett
szemnyomast tekinti, amely a ganglionsejtek karosodasat és axonjaik elhalasat indukalja. A
korkép kialakuldsdnak masik fontos elméletében a molekularis diszregulacid fontos szerepére
helyeznek hangsulyt, ahol a biokémiai egyensuly megbomlasanak kovetkeztében az
inflammatorikus citokinek felszabadulasa neurodegeneraciohoz vezet. A vascularis elmélet
azonban gy tartja, hogy a retina nem megfeleld vérellatasanak kovetkezményeként alakul ki a
korkép (Harris, 2008; Chan et al., 2017). Szamos kutatas ramutatott, hogy glaukomaban a retina
ganglionsejtek pusztulasahoz nagyban hozzajarul a véraramlas zavara és az emiatt bekovetkezo
hypoxia (Harris et al., 2008). Szovetekben hypoxiara és oxidativ stresszre adott egyik korai
sejtszintii valasz a HIFl-o transzkripcidos faktor aktivalodasa, amely angiogenikus-,
novekedési- és proliferacios faktorok termelddését fokozza. Korabbi humdén vizsgalatok
ramutattak a glaukoma beteg retindjaban megemelkedett HIF1-a szintjére (Tezel et al., 2006).
A HIF1-a endogén hypoxids allapot soran szabalyozd molekulaként képes kiilonb6z6 gének
expresszidjat modulalni, tgymint a vascularis endothelialis novekedési faktor A-t (VEGF-A).
A VEGF-A akoros morfologiaju, kis erek képzddésére hatva, eltomddést és folyadékszivargast
indukal, a hypoxias allapotot tovabb erdsitve, fokozva a VEGF-A termelddését (Aiello et al.,
2000).

1.3.2 Glaukoma allatmodellek

A glaukéma multifaktorialis betegség hatterében szdmos kialakulési ok allhat. Tobb évtizedes

kutatasok ellenére a korfolyamat pontos oka a mai napig nem ismert, ami sziikségessé teszi az
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allatmodellek alkalmazasat a feltaras érdekében (Yukita et al., 2015). Az allatmodellek
lehetéséget nyljtanak a betegség patomechanizmusanak megértésére, feltarasara, illetve a
lehetséges neuroprotektiv, tlinetcsokkentd hatdéanyagok tesztelésére. A ragesaldé modellek
kivaldan képesek reprezentalni a human szemben t6rténé csarnokvizaramlast és a glaukéma
soran bekovetkez6 valtozasokat. Patkany és egér modellek alkalmazasa szamos pozitivummal
jar, koltséghatékonynak bizonyulnak, a rovid élettartam miatt gyors és etikai vonatkozasban is
konnyen kezelhetd allatok. Ragcsalokban, az emberekhez hasonldan, a sugartest altal termel6d6
csarnokviz a trabekularis hal6zaton keresztiil a Schlemm csatornaba aramlik, majd csatlakozik
a vénas keringéshez. Patkdnyokban a fiziologias IOP nagyjabol 10 Hgmm, amelyet a
csarnokviz termelddésének es elvezetésének egyensulya tart fent. Human szem esetében a
normalis IOP tartomany 11-21 Hgmm. Szamos modszer all rendelkezésre elsddleges nyitott
zugl glaukoma kialakitdsdra. A modszerek csoportositasat a csarnokviz elfolyasanak

modositasa alapjan kategorizaltuk (Vecino and C., 2011).

A post-trabekularis haldzatot befolyasolé modszerek egyike az episcleralis véna elzarasa. A
legelsé szemnyomasemel$ glaukoma modellben az episcleralris véna kauterizaciojat
alkalmaztak (Urcola et al., 2006). Masik modszerként a fotokoagulacio kovetkezményeként
zarodik el az episcleralis véna, amely szintén megakadalyozza a trabekularis halozat
elvezetését, amely modell igen kozel all a human glaukoma kialakulasanak modellezéséhez
(Levkovitch-Verbin et al., 2002). Ebbe a kategoriaba tartozé modszerek kozé sorolhatd még a
2M toménységli hipertonids sooldat kannulizdlasa az aqueous vénaba, amely szintén
szemnyomasemelkedést alakit ki. A post-trabekularis halozatot befolyasoldé modszerek
koltséghatékonyak és egyszeri miitétet kovetden megfeleld hatékonysaggal zarjak el a

csarnokviz elvezetését (Biswas and Wan, 2019).

A trabekularis halozat kozvetlen roncsolasara alkalmazott modszerek egyike a 1ézerkoagulacio.
Az eljarés soran a szovetkarositads soran létrejott szoveti tormelék és a trabekularis halozat
roncsolddasa ideiglenesen megemelkedett szemnyomashoz vezet. A 1ézer alkalmazasat
kdvetden par nap mulva a szemnyomads visszatér a normalis tartomanyba. A 1ézer hatdsara a
trabekularis halozat sejtjeinek osztodasa is fokozdodik, ami regeneracidos folyamatok
indukalasaval végiil a csarnokviz elfolyasat segiti. Osszegezve a lézeres koagulacid szamos
héatrannyal jar. Tobbszori alkalmazéasa noveli a szemszéarazsag, a cornea karosodas és a cataracta
kialakulasanak esélyét (Grozdanic et al., 2003). Manapsag el6térbe keriiltek a
szemnyomasemelkedésre alkalmazott virdlis vektorok. A modszer hatranya azonban, hogy az

alkalmazott allat torzse és kora nagymeértékben befolyasolja a hatékonysagot. Mindemellett ez
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a technika gyulladast okozhat a szemben, tovabba kiilonleges eszkozoket igényel, igy igen

koltségesnek bizonyul (Pang et al., 2015).

Ismert, hogy hosszatava kortikoszteroid kezelések a szemnyomas emelkedését okozzak
(Overby et al., 2016). A szteroidok a hyaluronidaz enzim gatlasan keresztiil a trabekularis
halézatban mucopoliszaharid felhalmozddast indukalnak, amely a szemnyomas emelkedését
okozza (Kersey and Broadway, 2006). igy egy igen koltséghatékony modszerként szolgal a

glaukoma modellezésében.

Glaukoma kutatasban, szamos transzgenikus allatmodell all rendelkezésre. llyen transzgenikus
glaukoma modell a DBA/2J egér, Collal egér, Try 423 His myoc egér, és a Tg-MYCO egér
(Zhou et al., 2008; Liu and Ding, 2017; Wang et al., 2017). Ezen modellek szamos limitacioval
rendelkeznek ¢és csupan enyhe szemnyomasemelkedéssel jarnak, illetve a glaukoma

tiinetegylittes kialakitasa koltséges és iddigényes.

Pre-trabekularis halozatot befolyasold modszerek a csarnokviz keringésének ideiglenes
elzarasan alapulnak. A szemnyomasemelkedést az eliilsd csarnokba injektalt komponensek
(hialuronsav, mikrogyongy, paramagneses mikrogyongy) indukaljdk. A modszer
koltséghatékony és viszonylag egyszerlien megvaldsithatod, kivaléan alkalmas kiilonb6zo
hatéanyagok efficiencia vizsgalatara (Biswas and Wan, 2019). Az eliils6 csarnokba injektalt
mikrogyongyok a trabekuldris halozatba megakadva elzarjak a csarnokviz aramlasat, ezzel
szemnyomasemelkedést okozva. A modszer egyszerliségének ellenére a mikrogyongy
injektalast sziikséges ismételni hosszan fenntartott emelkedett nyomas érdekében, ami
iddigényessé teszi a modellt. Mindemellett a mikrogyongyok atmérdjének és mennyiségének
valtoztatasa nagyban befolyasolja a szemnyomasvaltozas mértékét (Samsel et al., 2011;
Morgan and Tribble, 2015; Fu et al., 2018). Szamos kutatasban viszkdzus vivOanyag
alkalmazasaval probaltak javitani a modell hatékonysagat (Matsumoto et al., 2014). A modszer
egyik hatranya, hogy a megemelkedett szemnyomads kdvetkeztében a sejtek kozti paracellularis

tér kitagul, amely kés6bb a mikrogyongyok kiaramlasat okozhatjak.

Osszegezve az dllatmodellek alkalmazasa kulcsfontossdgli szerepet tolt be olyan betegségek
megértésében, melyek multifaktoridlisak és hatteriikben all6 patomechanizmus nem ismert.
Fontos a modellt igy megvalasztani, hogy konnyen és megbizhatéan reprodukalhato, illetve
koltséghatékony legyen. A mikrogyongy injektalas elvén alapuldé modellek bizonyulnak a
legalkalmasabb rendszernek a betegség megértésére ¢és az esetleges neuroprotektiv

hatéanyagok hatasanak vizsgélatara.
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1.4 A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)

A vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP)/szekretin/glukagon peptidcsalad kilenc, sok szempontbol
analogiat mutatd tagot foglal magaba. A gerinctelenek megjelenésével egy idére tehetd a
szupercsalad felbukkanasa, legkonzervaltabb és legésibb tagja a PACAP és a glukagon (Vaudry
etal., 2009). A peptidcsalad tagjai a VIP, a szekretin, a glukagon, a glukagonhoz hasonlo peptid
(glucagon-like peptide, GLP) - 1 és 2, a novekedési hormont szabalyozé hormon (growth-
hormone releasing hormone, GHRH), a hisztidin-metionin peptid (peptide histidine
methionine, PHM), a gliikoz-fliggé inzulinotrop polipeptid (glucose-dependent insulinotropic
polypeptide, GIP) és a hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide, PACAP) (Vaudry et al., 2000).

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid angol neve alapjan, mozaikszoként PACAP, egy
sokrétii biologiai funkcidkkal bird fehérje. El6szor 1989-ben izolaltak birka hypothalamusbol
Miyata és munkatarsai, azon tulajdonsaga alapjan, hogy a hipofizis mirigysejtjein adenilat-
ciklaz stimulald hatassal rendelkezett (Miyata et al., 1989). Ekkor a 38 aminosavbol allo C-
termindlison a-amilalt tipusat, a PACAP1-38-t izolaltak. Késébb, a révidebb 27 aminosavbol
felépiilo6 PACAP1-27-t is leirtak (Miyata et al., 1990). A PACAP biologiailag aktiv strukturajat
a PACAP1-27-en beliil talalhato szekvencia rész kodolja, mely az evolicid soran gerincesekben
szinte teljesen konzervalddott, ezzel is igazolva 1étfontossagu szerepét, mint neuropeptid. Az
emberi szervezetben talalhato PACAP1-27 szekvencia 68%-os homologiat mutat a VIP-pel (12.
abra) (Arimura and Shioda, 1995). Emldsokben tulnyomorészt a PACAPI1-38 forma
expresszalodik (Vaudry et al., 2009). A PACAP1-38 mar el6gerinchtiros allatokban is
eléfordul, ahol szerkezete csupan 1-4 aminosavban tér el az emberi PACAP molekulatol
(Arimura, 1998). Ezek alapjan filogenetikai fejlodés soran valosziniisithetdleg alapvetd
fiziologiai funkciokkal rendelkezik a konzervalodott peptid. A PACAP bontasaért a dipeptidil-
peptidaz IV enzim felel, szisztémas keringésben a PACAP féléletideje csupan néhany perc (Zhu
et al., 2003; Bourgault et al., 2008). A PACAP bomlasa soran, N-terminalis részén révidebb,
biologiailag mar nem aktiv peptidek jonnek Ilétre. A Dbioldgiai aktivitashoz és
receptorkotédésben  kulcsfontossagunak — bizonyul az  N-terminalis vég. Korabbi
tanulmanyokban bizonyitottdk az N terminalis végén rovidebb fragmensek antagonista hatasat.
Eléfordulnak azonban sejt- és szovetfiiggd agonista hatasok is (Bourgault et al., 2008; Atlasz
et al., 2009; Dejda et al.. 2011; Werling et al., 2014). Kutatocsoportunk a PACAP 6-38 karos,

antagonista hatasat bizonyitotta retina excitotoxikus 1ézioban (Atlasz et al., 2009). Ezzel
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ellentétben a C-terminalis végén rovidebb fragmensekre kiilonb6zo erdsségli receptorkotddés

jellemz6 (Dejda et al., 2011).
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12. abra: A PACAP és VIP aminosavsorrendje és receptorai. A PACAP és a VIP csupan néhany aminosav
eltéréssel rendelkezik. Két k6zos receptora a VPAC1 és VPAC2 mindkét peptid kotésére képes, mig a PAC1

receptor csupan a PACAP esetében rendelkezik nagy affinitassal (Sajat abra).

1.4.1 A PACAP hatasai

A szervezetben széleskoriien elterjedt, szerteagazo fiziologiai szerepet betdlté peptid akar
hormonként, neurohormonként, transzmitterként és trofikus faktorként is funkcionalhat
(Vaudry et al., 2009; Nakamachi et al., 2012). Igazoltan részt vesz a termoregulacioban, a
pajzsmirigy és  szivmiikodés szabalyozasdban, porcképzddésben és  idegsejtek
differencidlodasdban. Szamos funkcidja koziil kutatdsaink kozéppontjaban altalanos cito-,
neuroprotektiv és neurotrofikus hatésa all. A PACAP képes befolyasolni a sejten beliili pro- és
anti-apoptotikus  szignaltranszdukcios Utvonalakat. In vitro és in vivo kisérletes
betegségmodellek eredményei bizonyitottdk a PACAP protektiv hatasat, koztiik Parkinson-
korban, stroke modellben, gerincveld sériilésben és diabéteszes neuropathiaban (Reglodi et al.,
2000; Wang et al., 2008; Atlasz et al., 2010; Szabadfi et al., 2012). In vitro és allatkisérletes
vizsgéalatokban megerdsitették védohatasat oxidativ stressz-, gyulladasi folyamatok- ¢€s
glutamat-okozta karosodassal szemben is (Wang et al. 2021; Mester et al. 2011; Racz et al.
2006). Neurogenezist aktivalo hatasa szintén bizonyitott (Matsumoto et al., 2016). A PACAP
elényos €s protektiv hatasai a retinaban is ismertek. In vitro retina szovettenyészetben a PACAP
szamos sejttipus védelmét biztositotta, ugymint a pigment epithelium és a ganglionsejtek. In

vivo koriilmények kozott excitotoxikus NMDA-, glutamat- és kainat-indukalta, retina és
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latoidegsériilés vagy UV-indukalta kdrosodassal szemben is protektiv hatasa mutatkozott meg
(Seki et al., 2006; Racz et al., 2006; Seki et al., 2008; Atlasz et al., 2011; Endo et al., 2011).
Diabéteszes retinopathiaban D'Amico és munkatarsai (2023) egy friss tanulmanyban igazoltak,
hogy az intravitrealisan alkalmazott PACAP csokkenti a hypoxia kovetkezményeit. A peptid
védelmet nyujtott RPE sejtekben az oxigénhiany karositd hatdsaival szemben, részben a
vascularis endothelialis faktor (VEGF) expresszio csokkentésén keresztiil (D'Amico et al.,
2023). Tovabba diabéteszes keratinopathia patkany modellben igazoltdk a PACAP
sejtmigraciot-, regeneraciot fokozo és sebgyogyulast indukalo hatasat (Maugeri et al., 2023). In
vitro cornea endothel sejttenyészetben bizonyitottak, hogy a PACAP képes mérsékelni az UV-
B sugarzas altal indukalt reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) tultermelédést és anti-apoptotikus
hatasat is iagzoltak (Maugeri et al., 2022). Streptozotocin-indukalta diabéteszes retinopathia
patkany modellben PACAP és PACI-R expresszio csokkenés mellett karosodast tapasztaltak
az allatok retinajaban, azonban PACAP kezelés esetében jelentds javulast talaltak a
fotoreceptor-, dopaminerg amakrin- és ganglion sejtek szamaban (Szabadfi et al., 2014).
Osszességében a PACAP egy esszencialis peptid, amely kiilonbozé sejtekben, illetve szoveti
koriilmények kozott, karos behatasokkal szemben altalanos sejtvédd hatassal rendelkezik

(Atlasz et al., 2016a).

1.4.2 A PACAP receptorai

A receptorokat a relativ PACAP és VIP kotésiik alapjan két nagyobb csoportba sorolhatjuk, a
hipofizis adenilat-ciklaz receptor 1 (PAC1), illetve a vazoaktiv intesztinalis peptid receptorok
(VPACI1 és VPAC2) (Vaudry et al., 2009). Mindharom receptor hét transzmembran egységbdl
és egy intracellularis G-proteink6té doménbdl épiil fel (12. abra). PAC1 receptor nagyjabol két-
harom nagysagrenddel erdsebb kotddést mutat a PACAP felé, mint a VIP iranyaba. Szinte
minden szervrendszerben kimutathato a PACAP receptorok jelenléte. Az idegrendszerben (agy,
gerincveld), az endokrin szervekben (hipofizis), a gonadokban, a vesében ¢és a latoszervben is
bizonyitottak a peptid eléfordulasat (Vaudry et al., 2009; Shioda et al., 2016). A PACAP
specifikus protektiv hatasaért felelos PACI1 receptor a retina minden rétegében megtalalhat6. A
specifikus PAC1 receptor adenilat ciklaz, foszfolipaz C és a protein kinaz C altal kozvetitett
jelatviteli utvonalakat aktival. Kiilonb6z6 allatok retinajaban magas expressziot figyeltek meg
a GCL ¢és az INL rétegekben, a Miiller gliasejtekben és az amakrin sejtekben is (Seki et al.,
1997; Nakamachi et al., 2012). Alacsonyabb mennyiségben az IPL, OPL, ONL rétegekben és
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a fotoreceptor sejtek kiilsé szegmensében is megtalalhato volt (Seki et al., 1997). A VPACI és
VPAC2 receptorok esetében a PACAP ¢és VIP kotédése kozel azonos erdsségili. A receptorok
megtalalhatok a kdzponti idegrendszerben, a tiidében, a gastrointestinalis traktusban, a majban,
a lépben, az ovariumban és a placentaban is (Hashimoto et al., 1996; Murthy et al., 1997; Joo
et al., 2004). A VPACI1 és VPAC2 receptorok aktivalodasa cAMP vagy ciklikus guanozin-
monofoszfat szint emelkedéshez vezet, majd tobb, egymassal Osszefliggd jelatviteli titvonal
egylittesen képes kialakitani a PACAP protektiv hatasat. Irodalmi adatok szerint a peptid
mindezen feliil koncentraciofiiggést mutat a protektiv hatas tekintetében. Tanulményokban
ravilagitottak tovabba a PACL receptor splice, sejttipus fiiggd eléfordulasara is, amely szintén

hozzajarul a protektiv hatas kiilonboz6ségéhez (Vaudry et al., 2009).

1.4.3 A PACAP és receptorainak eléfordulasa

A peptid felfedezését kovetd korai vizsgéalatokban, legnagyobb mennyiségben a
hipotalamuszban volt kimutathat6, azonban jelenlegi ismereteink ramutatnak a PACAP
sz€leskorli  eloszlasara. Nagy mennyiségben fordul el6 a kozponti- ¢és  Kornyéki
idegrendszerben, illetve periférias szervekben egyarant. A peptid jelen van a nyirokszervekben,
az emldben, a petefészekben, a méhben, a herében, a mellékvesében és a hasnyalmirigyben is
(Vaudry et al., 2009). Mindemellett a szem szamos szovetében is igazoltak a peptid jelenlétét,
igy a PACAP megtalalhaté a szaruhartyaban, az irisben és a sugartestben. PACAP-ot és
receptoranak jelenlétét Kimutattak patkany, egér, nyul és macska corneaban, illetve nyul és
macska scleraban és irisben is. Sertés modellben PAC1-R pozitivitast talaltak a sugartestben.
PACAP ¢és PACI-R expressziot fedeztek fel macska, patkany és nyal choroideaban, illetve
konnymirigyben és a conjuctivaban is kimutattdk a PACAP eloszlasat (Nilsson et al. 1994,
Wang et al. 1995; Elsés et al. 1996). PACAP immunpozitiv sejttestek talalhatoak a retina belsé
magvas rétegének amakrin és horizontalis sejtjeiben, a ganglionsejt rétegben ¢és Miiller
gliasejtekben, tovabba az optikus rostok rétegében, valamint a belsé plexiform rétegben is
taldlhatbak PACAP pozitiv idegrostok. Azonban a kiils6é magvas rétegben és a pigment
epithelium rétegében nem mutattak ki PACAP pozitivitast. PACAP pozitiv axon-terminalisok
talalhatoak a retinalis ganglion-, bipolaris-, amakrin- és horizontalis sejtek kozotti
szinapszisokban a GCL, NFL és IPL rétegekben egyarant (Nakamachi et al., 2012; Shioda et
al., 2016). Friss tanulmany egér retinaban a PACAP és receptoranak eloszlasat, tovabba
microglia aktivacioban ¢és idegi proliferacioban betoltott szerepét vizsgalta. Erds
immunpozitivitast mutattak ki dopaminerg amakrin sejtek és szomatosztatinerg sejtekben,
amely valoszinlisiti ezen sejtekre gyakorolt fontos fizioldgiai hatdsat. Tovabba korabbi
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patkanybol szarmazo eredmények hasonloan erds jeldlodést talaltak PACAP és receptorainak
esetében a GCL és INL rétegekben, ahol kifejezetten amakrin, horizontalis és ganglion sejtek
mutattak pozitivitast. A microglia és Miiller gliasejtekben tapasztalt PACAP és receptorainak

eléfordulasa a neuroinflammacioban betoltott fontos szerepét valdszintsiti (Denes et al., 2023).

1.4.4 A PACAP alkalmazasi modszerei

A PACAP széleskorii jotékony hatasainak kdszonhetden nagy figyelmet kapott diagnosztikai
(biomarker) ¢és lehetséges terapias értéke. Szemészeti kutatdsokban is szamos alkalmazasi
modszer lehetéségét igazoltak (Werling et al. 2016; Nakamachi et al. 2016; Werling et al.
2017). Tobb szemészeti betegség kezelése soran alkalmaznak intravitrealis injekciot. Az eljaras
soran a hatdanyag az iivegtestbe juttatva éri el a retinat, és fejti ki hatasat. A korasziilott
retinopathiaban, vagy az id6éskori maculadegeneracioban alkalmazott anti-VEGF-intravitrealis
injekcid gyakori kezelési forma, amely a korosan burjanzo erek visszafejlodését eldsegitve,
képes az erek szivargasat csokkenteni. Szamos korabbi kutatas igazolta az intravitrealisan
beadott PACAP retinavédé hatasat ischaemia-indukalta retinopathiaban, korasziilott
retinopathiaban, diabeteses retinopathiaban és gyulladasos allatmodellben (Szabadfi et al. 2012;
Danyadi et al. 2014; Kvarik et al. 2016). A retinoprotektiv hatast akar PAC1-R agonista
maxadilan alkalmazéséaval is elérhetjiik. Kutatécsoportunk elézetes tanulmanyai bizonyitottak,
hogy a PACAP szemcsepp formdjaban képes atjutni az okularis barriereken €s eléri a retinat
(Werling et al., 2016; Werling et al., 2017). Tovabba azt is igazoltuk, hogy a PACAP stabil
marad szemcsepp formajaban (Kovacs et al., 2021). Szemcsepp formajaban elsésorban a
cornean igazolt jotékony hatasait érdemes megemliteni (Nakamachi et al., 2016; Hirabayashi
et al. 2022). Nyul esetében szaraz szem szindromaval szembeni pozitiv hatasait szintén
igazoltak. Cornea keratinizacids modellben bizonyitottdk a PACAP kdnnytermelés befolyasolo
hatasat, amely a cAMP és pPKA szint fokozasan keresztiil valosul meg (Nakamachi et al.,
2016). A PACAP szemcsepp nem csupan a cornea ¢és konnymirigy miikodésére hat, hanem
igazoltan védOhatasa van a retina kiilonb6zd karosodéasaival szemben. A PACAP szemcsepp
protektiv hatdsat igazoltak ischaemia-indukalta retinakarosodas, korasziilott retinopathia és
glaukoma esetében is (Werling et al., 2017; Kvarik et al., 2021; Szabo et al., 2021). Ezen
eredmények alapjan a PACAP szemcsepp forméjaban igéretes kiegészitd terapias lehetéséget

jelenthet kiilonboz0 retinat érintd betegségekben.
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2 Problémafelvetés

Kiilonb6z6 szervrendszerekben el6forduldo PACAP ¢s PACI-R eloszlédsa allatmodellek alapjan
gondosan dokumentalt. Korabbi tanulmanyok mar igazoltak a peptid pozitiv hatasait kiilonb6z6
retinopathia modellekben. A PACAP neuroprotektiv, anti-apoptotikus és anti-inflammatorikus
tulajdonsagai kozismertek. Korabbi kutatasok még nem vizsgaltak a PACAP és specifikus
receptoranak jelenlétét emberi szemben, igy fontosnak tartottuk a kérdés megvalaszolasat, ezzel
felmérve az allatkisérletekbdl szarmazd eredmények transzlacios lehetdségét. Kisérleteinkben
human, enukleédlt szemekben eléfordulé PACAP eloszlasat vizsgaltuk, ezzel ramutatva a

korabbi allatmodellekben leirt eredmények hasznosithatosagara.

A vaksag masodik leggyakoribb oka a glaukoma, amelyre hossztava, neuroprotektiv
gyogymod a mai napig nem ismert, csupan a tiineteket csokkentd terapids lehetdségek allnak
rendelkezésre. A betegség kialakulasanak pontos oka sem ismert, azonban a
pathomechanizmust illetden szamos elmélet sziiletett. Kutatasok fokuszaban mechanikai
faktorok, igymint a megemelkedett szemnyomas, neuroinflammatérikus hatasok, agymint a
gliozis, illetve a retina erezettségének vizsgalata all. A ,,vascularis tedria” szerint, a retina
erezettségének valtozédsa ¢és a nem megfeleld vérellatisa vezet a korkép kialakuldsdhoz.
Korabbi kutatdsunkban igazoltuk mikrogyongy-indukalta els6dleges nyitott zugu glaukoma
modellben a PACAP szemcseppkezelés szemnyomascsokkento €s neuroprotektiv hatasat. Arra
kerestiik a valaszt, hogy a PACAP hogyan képes befolyasolja a tobbi betegség kialakitasaban
kiemelkedd rizikofaktort.

31



3 Célkitlzés
Korabbi tanulmanyok eredményei alapjan ismert a PACAP és specifikus receptoranak (PAC1-

R) eloszlasa kiilonboz6 kisérleti allatfajok szemében.

l. Els6 kisérletsorozatunkban célul tiiztiik ki, hogy megvizsgéaljuk huméan enuklealt
szemekben a PACAP és specifikus PACI-R-nak eloszlasat, mellyel a korabbi
allatmodellekbdl szarmazo6 eredmények transzlacids jelentdségét kivantuk igazolni

¢€s megerdsiteni.

Kutatocsoportunk tobb szemészeti betegségben igazolta a PACAP retinoprotektiv szerepét
szemcseppes kezelés forméjaban. Korabbi kutatdsinkban bizonyitottuk, hogy a PACAP
szemcseppkezelés neuroprotektiv hatdsa mellett IOP csokkentd hatdssal is rendelkezik
glaukoma patkany modellben. Jelenleg a glaukoma az egyik legelterjedtebb szemészeti
probléma, igy kiemelt fontossaginak tartottuk megvizsgalni a fajdalommentes, non-invaziv
szemcseppkezelés hatasat a szemnyomas emelkedés mellett mas, glaukoma hatterében allo

faktorokra is.

. Kisérletsorozatunk masodik felében célunk volt vizsgilni a PACAPI1-38
szemcseppkezelés hatdsat a retina érrendszerére és hypoxids molekulak jelenlétére

patkany glaukéma modellben.
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4 Kisérlet I. PACAP és PAC1-R elofordulasa human szemben
4.1 Anyagok és modszerek

4.1.1 Kisérleti mintak és elokészitésuk

A kisérleteinkben hasznalt humén szemek (n=7 beteg, 6 fiti, 1 lany) a PTE AOK/KK
Pathologiai Intézet kozremiikodésével, retinoblasztoma miatt enuklealt huméan szemekbdl
szarmaztak (etikai engedély: No: 6383-PTE 2018). A betegek atlag életkora 16+10 honap volt.
A hisztologiai vizsgalatok soran kizarolag a tumormentes, egészséges teriileteket hasznaltuk
fel. A teljes szemeket 10%-os formalinban fixaltuk, majd felszallo alkoholsorban dehidrataltuk.
A teljes szemekbdl paraffinba agyazast kovetden mikrotom segitségével 3 pm vastagsaga
metszeteket készitettiink (Microm HM 325, Thermo Scientific, Lfd.). Ezutan a metszeteket
deparaffinaltuk, majd leszallo alkoholsorban rehidrataltuk. Ezt kvetéen a mintakon 15 percig
hé-indukdlta epitop feltdrast végeztiink, ImM (pH=6.0) citrat-puffer segitségével
mikrohulldmu siitében (750W). A metszetek ezt kovetéen TBS-ben (pH=7.6) mostuk (5 x 5
percig).

4.1.2 A retina mintak szovettani analizise

A metszetek immunhisztokémiai jeloléséhez nytl anti-PAC1-R (katalogusszam: AVR-003,
Alomone Labs, Ltd., 1:125, 1 o¢ra, szobahdmérséklet) vagy nyal anti-PACAP38
(katalogusszam: T-4473, BMA Biomedicals, Ltd., 1:500, 1 6ra, szobah6mérséklet) antitestet
alkalmaztunk. A mintakat ezt kovetéen TBS-ben (5 x 5 percig) mostuk, majd HISTOLS-AP-R
anti-nyul alkalikus foszfataz-jelolt detektaloban inkubaltuk (katalogusszam: 30,011.R500A,
Histopathology, Ltd., 30 perc, szobahémérséklet). Mosast (TBS) kovetéen HISTOLS Resistant
AP-Red Chromogen/substrate System (katalogusszam: 30,019, Histopathology, Ltd.)
segitségével soOtétben elvégeztik az elShivast, a kromogén/szubsztrat pufferben torténd
inkubalas nagyjabol 10 percig tartott, a jelolés erdsségének kontrollalasa fénymikroszkop alatt
tortént. Az altalunk valasztott magenta szinli kromogénnel probaltuk a pigmentalt sejtekre
jellemzé barna szin mellett is detektalhatova tenni a jelet. A metszeteket ezt kovetden
hematoxylinnel kontrasztositottuk, majd csapvizzel kékitettiik. A mintdkat felszallo
alkoholsorban viztelenitettiik, majd xilollal deritettiik és fedéanyaggal fedtiik. A negativ festési

kontroll mintakon az elsédleges antitest nélkiil, TBS-ben tortént az inkubacio. A metszeteket
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ezt kovetéen Panoramic MIDI II automatikus metszet szkenner (3DHISTECH Ltd., Hungary)
¢s CaseViewer 2.3 szoftver (3DHISTECH Ltd., Hungary) segitségével fényképzetiik, majd a
mintakat szemikvantitativ modon elemeztitkk. Az immunreaktivitast leir6 modon, harom kutato

egymastol fliggetleniil értékelte, 0-+-++-+++ jelzéssel a jelolés intenzitasatol fliggben.

4.2 Eredmények

Eredményeinket a 1. tablazat foglalja 6ssze. A szemgolyd harom rétegnek megfelelé (tunica

fibrosa, tunica vasculosa, retina) logikai sorrend mentén mutatjuk be megfigyeléseinket.

Stuktirak PACAP PACI-R
Cornea Epithelium 0/++ 0/+
Tunica fibrosa bifo. . y 0
Endothelium +H +
Sclera 0 0
Tunica vasculosa Iris Pigment epithelium +++ ++/ +++
Stroma + [+ + [+
Musculus sphincter pupillae +/+ 0-+
Musculus dilatator pupillae +H+ 0/+
Corpus ciliare Pigmentalt hdm +H +H
Nem-pigmentélt ham +H+ +
Stroma + + /[ +++
Choroidea 0 0
Retina Idegrostok rétege + +
Stratum ganglionare 0/+ 0/ ++
Stratum plexiforme internum +H +/++
Stratum granulosum internum 0/+
Stratum plexiforme externum 0 0-+
Stratum ganglionare externum 0 0-+
Stratum bacilli et con 0-+
Stratum pigmenti retinae +H +H
Nervus opticus ‘ . "
Neuropil +H +

1. tablazat: A PACAP és PACI-R immunreaktivitas disztribucioja €s relativ mennyisége human szemben. A
szimbolumok szemikvantitativ értékelés alapjan detektalt PACAP és PAC1-R el6fordulas erésségét
reprezentaljak: +++: erds; ++: mérsékelt; +: alacsony; 0: jel nem detektalhato. A tdblazatban egy metszeten beliil
felmertil6 kiilonbségeket ,,/”” szimbolummal, eltéré mintdkban detektalt eltéréseket pedig ,,-” szimbdlummal

jelsltiik.
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A szemgolyo kiils6 rétege, a tunica fibrosa két részre oszthato, inhartyara €s szaruhartyara. A
vastag, kollagénben gazdag, tomott rostos kotdszovetbol felépiild inhartya nem mutatott
immunreaktivitist PACAP és PACL-R esetében sem. A cornea kiilsd, epithelium rétege
tobbrétegli el nem szarusodd lapham, belsd, endothelium rétege pedig egyrétegi lapham. A
koztiik talalhato stroma kollagén rostos szerkezete sem mutatott immunreaktivitast. Azonban a
kiils6 hamrétegben talaltunk immunpozitiv sejteket mind a peptid, mind a receptora esetében.
A basalis rétegben egységesen, illetve a fels6, planocellularis rétegben néhany metszet esetében
talaltunk jelolddést. A kozépsé poligondlis réteg esetén egy metszet sem mutatott
immunpozitivitast (13. dbra). A belsé endothelium rétegben egységesen erés PACAP és PAC1-
R immunjel6lést talaltunk (14. abra).

13. abra: Reprezentativ fénymikroszkopos képek a PACAP és PAC1-R jel6lt (magenta szin) human szem
szaruhartya epitheliumrol. A cornea kiils6 (piros nyilhegy) és bels6 (fekete nyilhegy) epithelium rétege mutatott
PACAP és PACI-R immunreaktivitast, mig a koztiik talalhato sejtrétegben (fehér nyilhegy) nem talaltunk egyik

antitest esetében sem immunreakciot. Mérték: 50 um
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14. abra: A szaruhartya bels6 endothelium rétegében, hasonléan er6s PACAP és PACI1-R (fekete nyilhegy)

immunreakcid volt detektalhatdé (magenta szin), amely a reprezentativ abran is jol lathato. Mérték: 50 um

A szem kozépsd, tunica vasculosa rétege irisbdl, corpus ciliarebol és choroideabdl all. Az iris
jelentds részét a m. sphincter és m. dilatator pupillae tapadasat biztositd stroma tolti Ki. A
stromatdl posterior iranyban talalhato, kétrétegli pigmentélt epithelium, mind a PACAP és
PAC1-R esetében magentaszinii immunpozitivitast mutatott (15. abra). A stroma egyenl6tlen
eloszlasu, anterior iranyban erdsebb jelolddést adott (++/+++ jelolés) (1. tablazat). A m.
sphincter pupillae esetében a PACAP pozitivitas jelentésebb volt a receptorhoz képest, ahol
csupan néhany metszetben talaltunk immunjelet. A m. dilatator pupillae egységes erés PACAP
jelolést adott, mig a receptor esetében csak a posterior szegmensben taldltunk magenta szinii
kotodést. A sugartest stromajaban a sugarizmok, az anterior szegmensében pedig a csarnokviz
termelésért felelds sugartestnytlvanyok talalhatdak. Feloszthatd tovabba egy kiils6, pigmentalt
¢s egy belsd, nem pigmentalt hamrétegre. A belsé nem pigmentalt rétegben erés PACAP és
PAC1-R immunpozitivitas volt detektalhatd. A stroma esetében a PACAP gyenge, a receptor
azonban erds magenta szind jelet adott. A sugartest nyalvanyok bazisan erds, a ciliaris izmok
esetében azonban nagyon gyenge immunpozitivitast talaltunk (16. abra). A choroidea esetében

PACAP és PACI-R jel6lés nem volt detektalhato.
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15. abra: Az iris stromajaban mindkét antitest esetében erds immunpozitivitast detektaltunk (fekete nyilhegy),
azonban az eloszlasa egyenldtlennek bizonyult, anterior irdnyban intenzivebb jelet tapasztaltunk. Hasonléan erds
festodést talaltunk a PACAP antitest esetében a m. sphincter pupillae (sarga nyilhegy) teriiletén, azonban PACI1-

R immunpozitivitas nagyon gyenge volt. A m. dilatator pupillae (z6ld nyilhegy) PACAP jeldlésre csupan a
posterior teriileteken adott gyenge jelet, mig a receptor esetében posterior iranyban tapasztaltunk jelet. A stroma
mogott talalhatod kettds pigmentalt epithelium rétegben (piros nyilhegy) intenziv magenta szint jel6lést

figyeltiink meg mindkét antitest esetében. Mérték: 100 pm

16. abra: A corpus ciliare és processus ciliaris stromajaban gyenge PACAP festddést talaltunk (zold nyilhegy).
A PACI1-R jelolés erételjesnek bizonyult a sugartest nytlvanyok bazisan, azonban a ciliaris izmok (fekete
nyilhegy) gyenge immunpozitivitast adtak. A kiemelt rész (fehér négyzet) a pigment epithelium réteget mutatja,

amelyben magas immunpozitivitas mutatkozott (fehér nyilak) mindkét antitest esetében. Mérték: 100 um
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A retina tiz rétegbdl all, amelyek koziil a legkiilsd, pimentalt réteg fejlédéstani szempontbol
eltér a tobbi kilenc rétegtdl. A stratum pigmenti retinae esetében erds PACAP ¢és PACI-R
immunpozitivitas volt kimutathat6, és a magenta szinli kromogénnek koszonhetéen konnyen
elkiilonithetd volt a barna pigmenttdl. A fotoreceptorok rétegében mintanként eltéré modon,
helyenként gyenge immunjeldlés mutatkozott (0-+ jeldlés). A retina kiilsd magvas- ¢€s
plexiform rétegében hasonld immunpozitivitds mutatkozott, csupan néhany minta esetén
talaltunk PACI1-R pozitivitast. A bipolaris-, amakrin és Miiller sejtek a retina bels6
magvasrétegben helyezkednek el. Immunjeldlést kdvetden ebben a rétegben szinte minden
minta esetében tapasztaltunk PACAP és PACI-R immunpozitivitast. A retina ganglionsejtes
rétegében egy érdekes, ismétlodo jelolddési mintdzatot fedeztiink fel, néhany ganglionsejt erds
immunjel6lodést mutatott, mig masokban nem volt detektalhaté sem PACAP, sem PACI1-R
(0/+++ jelzés) reakcio (17. abra). A ganglionsejtek axonjai altal alkotott latoideg, fejlodéstani
eredete miatt a kozponti idegrendszer részének tekinthetd. A latoideget az agyhartyaval analog
rétegek burkoljak, illetve gliasejteket tartalmaz. A latéideg neuropilben mérsékelt PACAP és
PAC1-R pozitivitast detektaltunk, mig a gliasejtek csupan PAC1-R pozitivitassal rendelkeztek
(18. abra).
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17. abra: A retina esetében magenta szinii PACAP pozitivitas volt megfigyelhet6 az idegrostok rétegében (piros
nyilhegy), ganglionsejt rétegben (narancssarga nyilhegy), a bels6 plexiform- (sarga nyilhegy) és magvas
rétegben (z61d nyilhegy), illetve a pigment epithelium rétegben. A kiemelt részben a PACAP pozitiv
ganglionsejtek (fehér nyil) és PACAP negativ ganglionsejtek (fekete nyil) eloszlasat kivantuk bemutatni a
ganglionsejt rétegben. A retina szamos rétegében erésebb PACL-R pozitivitas volt megfigyelheté volt, az
idegrostos rétegben (piros nyilhegy), a ganglionsejt rétegben (narancssarga nyil), bels6 plexiform- (sarga
nyilhegyek) és magvas rétegben (zold nyilhegyek), kiild6 magvas- (kék nyilhegy) és plexiform rétegben (piros
nyilhegy), illetve a pigment epithelium rétegben is. A kiemelt részen a PACI1-R pozitiv (fehér nyilak) és PACI-
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R negativ (fekete nyil) ganglionsejtek eloszlasat kivantuk bemutatni. Mérték: 50 pm (A nyilak megléte/nem 1éte

a jelolés elofordulasat, szama pedig az immunpozitivitas intenzitdsaban jelentkezd kiilonbségeket reprezentalja).

18. abra: A latdideg neuropilben (fekete nyilhegy) mérsékelt PACAP immunreakcio volt megfigyelhetd, mig a
gliasejtek nem mutattak jel616dést. A PAC1-R antitest esetében, a neuropilben mérsékelt immunreakcio volt

megfigyelhetd, mig a gliasejtekben (sarga nyilhegyek) er6s immunpozitivitas mutatkozott. Mérték: 50 um

4.3 Diszkusszio

Tanulmanyunkban els6ként mutattuk be a PACAP és PACI-R eloszlasat teljes human
szemben immunhisztokémiai modszerrel (19. abra). Immunpozitivitast detektaltunk a cornea
epithelium és endothelium rétegében, illetve az iris és sugartest stromajaban valamint az ott
talalhat6 izmokban. A retindban szamos réteg mutatott immunreakciot, mig a latdideg esetében
gyengébb festédést talaltunk. A PACAP eléfordulasat a szemben és a retinaban korabban
szamos fajban leirtak. A legtobb kutatasban patkany vagy egér retinat hasznaltak, ahol PACAP
és receptora erés immunreakciot mutatott (D’Agata and Cavallaro, 1998; Denes et al., 2019).
Seki és munkatarsai pontosan feltérképezték a fehérje és receptoranak expresszidjat egérben
(Seki et al., 1997; Seki et al.,1998; Seki et al., 2000; Shioda et al., 2016). Hasonl6 expresszios
mintazatot talaltak csirke retinaban is, ahol felfedezték a peptid cirkadian ritmussal vald
Osszefliggését (Jozsa et al., 2001, Borba et al. 2005). Teknds és hal retinaban is kimutathaté a
PACAP jelenléte (Reglodi et al., 2001; Grone et al., 2007), valamint majmokban és mas fajban
is megfigyelték, hogy a PACAP melanopszinnal egyiitt tarolva fordul elé6 a melanopszin
tartalmu retinalis ganglionsejtekben (ipRGC) (Hannibal et al., 2014). Korabbi tanulmanyokban
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PACAP immunreaktivitast talaltak macska choroideaban is (Elsas et al., 1996). Radioizotopos
jeloléssel kimutattak a PACAP jelenlétét nyul irisben, sugartestben, corneaban, retinaban és
choroideaban (Nilsson et al., 1994; Wang et al., 1995). Human, magzati retinaban Olianas
(1996) ¢és munkatarsai kimutattak a PACAP cAMP serkentdé hatasat, illetve retina
homogenizatumban a PACAP és PACI-R mRNS el6fordulasat (Olianas et al., 1996).
Tanulmanyunkban elséként irtuk le a PACAP és PACI1-R el6fordulasat és eloszlasat human
szemben. A mintdk harom év alatti, enukleacion atesett, retinablastomaban szenvedo
betegekbdl szarmaztak. A betegség megléte, illetve a betegek kora befolyasold tényezoként
szolgalhat, igy a peptid eloszlasaban kiilonbség feltételezhetd a felndtt szemhez képest.
Azonban az altalunk vizsgalt szemgolyok teljesen Kifejlett okularis struktaraval rendelkeztek.
Emlésokben a sziiletést kovetden a szem kiilonbozé mikroszkopos és makroszkopos szintii
novekedési, illetve érési folyamaton megy keresztiil. A szemgolyo teljes érettségét nagyjabol a
serdiil6korra éri el. A sziiletést kdvetd érés soran a retina kiterjedése aktiv (sejt proliferacio,
sejtosztodas, sejttest ndvekedés) és passziv (retina nyulasa a szemgolyd novekedése mentén)
mechanizmusokon keresztiil megnovekszik. Az életszakaszok sordn e folyamatok valtakozva
jérulnak hozza a teljes érettség eléréséhez. Sziiletés utan a sejt proliferdcids mechanizmusok
fokozodéasa a szemgolyd novekedéséhez jarulnak hozza. Egy 0jsziilott szeme kozel 18 mm
atméroji kissé lapitott formaju, amely felnétt korra érett allapotban akar 24 mm is lehet.
Ujsziilottek szemében a szemlencse rugalmasabb szerkezetli, amely latds soran az
akkomodaciot befolyasolja. Miutan az 0jsziilott retindban minden sejt és idegi kapcsolat
kialakul, tovabbi jelentds valtozasokon megy keresztiil. A kiils6 és belsé magvas réteg az érési
folyamatban vékonyodik, mig a belsd plexiform réteg érett felnétt retindban vastagodik. Egy
masik a retina sziiletést kovetd érésében fontos teriilet a fovea, amely akar tobb hénapon
keresztiil torténik (Kuhrt et al. 2012). Osszefoglalva, sziiletést kdvetden a szem és a retina
tovabbi érési mechanizmusokon megy keresztiil, azonban 16 honapos gyermekek retindja mar
jelentésen fejlettnek tekintheté. Tanulmanyok kimutattak, hogy embridk és korasziilottek
esetében a PACAP szint jelentdsen magasabb a felndttekben mérthez képest, amely
feltételezhetGen a retina fejlodését és differencialodasat segiti elé (Falluel-Morel et al. 2007).
A sziiletés utani érési idészakban a PACAP kifejezddése is valtozhat a retina neurdlis és
szinaptikus kapcsolatainak finomodasaval (Shen et al. 2013). A korabbi postnatalis agyban
detektalt ererdmények alapjan a PACAP feltételezheten jelen van korai gyerekkorban aretina
kiilonbozd rétegeiben, ahol a synaptogenesis ¢és mas fejlodési mechanizmusokban jatszhat
szerepet (Jaworski et al. 2000; Skoglosa et al. 1999). Bar ezen informacidk csupan egy fobb

iranymutatast adnak a PACAP retina fejlédésében betoltott szerepére vonatkozodan, tovabbi
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vizsgalatok sziikségesek a neuropeptid fejlédésben és érésben betdltott pontos szerepének

megértéséhez.
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19. dbra: Human szemben detektalt PACAP és PACI1-R eloszlasanak sematikus reprezentacioja. A leirt
eredményeink alapjan a PACAP és receptoranak el6forduldsat piros szin indikalja. A kiemelt hat stuktura
esetében detektaltunk immunpozitivitast, a cornea epithelium és endothelium rétegében, az irisben és corpus

ciliareban, a retina szamos rétegében, illetve a nervus opticusban. (Sajdt dbra).

Eredményeink ramutattak a peptid széleskorli eloszldsara a human retina szamos rétegében. A
ganglionsejt rétegben a korabbi allatkisérletekhez hasonlod specidlis mintazatot talaltunk a
PACAP ¢és PACI-R expresszid esetében. A melanopszin tartalmu retinalis ganglionsejtekrol
igazoltak egér, patkany és majom modellben, hogy PACAP expresszioval rendelkeznek
(Hannibal et al., 2004). Ismert az ipRGC sejtek szerepe, miszerint fényinformaciot tovabbitanak
a cirkadian ritmus szabalyozasaban jelentds kozpontok felé (Hannibal and Fahrenkrug, 2004).
Azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek a pontos Osszefiiggés mogotti mechanizmus

feltarasahoz.

A PACAP retinoprotektiv hatasat mar szamos allatmodellben és in vitro tanulméanyban
igazoltak (Atlasz et al., 2016b; Shioda et al., 2016). A retina oregedésének jeleit mutato,
PACAP génkiitott allatok ravilagitottak a PACAP oregedésben betoltott fontos szerepére

41



(Kovacs-Valasek et al., 2017). Korabbi tanulmanyok bizonyitottak a PACAP expresszalod
IPRGC sejtek fokozott ellenallasat degenerativ folyamatokban, igy feltehetéen a PACAP fontos
szerepet tolt be az sejtek endogén protektiv rendszerében (La Morgia et al., 2011).
Korasziilottek ideghartya karosodasa és ischaemia egér modellben kisérletek igazoltak a
PACAP-hiany sulyosbito kovetkezményeit (Szabadfi et al., 2012; Kvarik et al., 2021). A retina
legkiilsé rétegét alkotd pigment epithelium sejtek részt vesznek a fotoprotekcioban,
anyagcserében, membran megujitasban, A vitamin raktarozasban és fontos ndvekedési faktorok
raktarozasaban. A pigment epithelium sejtek PACAP tartalma bizonyitottan protektiv hatassal
rendelkezett diabéteszes retinopathia és oregedéssel 6sszefiiggd degeneracioban, illetve in vitro

vizsgalatban (Maugeri et al., 2017; Maugeri et al., 2019; Fabian et al., 2019).

A retina nem fényérzékeny pigmentalt szakasza az iris hatsé oldalan két rétegként folytatodik.
A sugértest hatso részének kiilsé pigmentalt rétegét a retina pigment epithelium sejtjeibdl, mig
a belsé nem pigmentalt réteg fejlddéstanilag a retina belsd rétegeibdl szarmazik. Eredményeink
alapjan a retina nem fényérzékeny része erds PACAP és PACI-R immunreakcidval
rendelkezik. Human és nyul csarnokviz mintdkban kordbban bizonyitottdk a PACAP jelenlétét,
azonban csak stimulaciot kovetden talaltak PACAP szint emelkedését a csarnokviz mintakban
(Wang et al., 1997; Brubel et al., 2011). A PACAP csarnokviz termelésében betoltott szerepét
szamos kutatasi eredmény aldtdmasztja. Emlosokben a CAMP-szint valtozas a sugartest
hamsejtjeinek transepithelialis folyadéktranszportjat befolyasolja (Kong et al., 2006; Cheng et
al., 2016). Mivel a PACAP cAMP stimulal6 hatassal rendelkezik, valosziniileg endogén modon
képes befolyasolni a csarnokviz termelddést. Mindemellett, kutatasok bizonyitottak a PACAP
¢és receporanak klorid csatornakra gyakorolt hatasat, amely a cAMP utvonaltol fiiggetlen moédon
tolt be szerepet a csarnokviz termelésben (Leung et al., 2001; Dérand et al., 2004; Alshafie et
al., 2014; Martinez-Rojas et al., 2021). Korabbi patkany glaukdéma modellbdl szarmazo
eredményeink ravilagitottak arra, hogy a PACAP nem csupan a csarnokviz termelddésében,
hanem felszivodasaban is szerepet jatszhat, igy szemnyomascsokkentd hatassal is rendelkezik

(Szabo et al., 2021).

Az irisben és a sugartestben pigmentalt epithelium sejtek mellett az izmok és a stroma is
immunpozitivitast mutatott. Yamaji és munkatarai (2005) bemutattak a PACAP pupillareflex
fokozo hatasat, azonban a dilatator pupillae izom esetében nem talaltak hatast (Yamaji et al.,
2005). A peptid pupillareflexben betoltott szerepét PACAP és PACI1-R génhianyos egér
modellben megerdsitették, ahol csokkent fényvalaszt tapasztaltak (Engelund et al., 2012;
Keenan et al. 2016). A PACAP szivarvanyhartya izmaira gyakorolt hatasarol ellentmondasos

42



eredmények allnak rendelkezésre, azonban egy friss tanulmany ramutatott a sphincter reflex
fényviszonyoktol vald fliggésére, amely magyardzatként szolgalhat a tapasztalt eltérésekre

(Keenan et al., 2016).

A szem tunica nervosa ¢s tunica vasculosa rétegei mellett, er6s PACAP és PACI-R
immunreaktivitast talaltunk a cornea kiilsé epithelium és belsé endothelium rétegében. A
szaruhartya PACAP kezelése bizonyitottan fokozza az hamsejtek €s szenzoros beidegzés
¢és cornea hiperkeratinizacié tapasztalhato PACAP génkilitott egerekben, amely megerésiti a
peptid fontos endogén szerepét (Nakamachi et al., 2016). A szaruhartya endothel sejtjei
erételjes PACAP ¢és PACI-R immunpozitivitasa hasonlosagot mutatott Maugeri és
munkatarsainak (2018) eredményeivel, ahol izolalt emberi cornea endothelium sejtekben
mutattak ki a PACAP és PACI-R jelenlétét (Maugeri et al., 2018). Ezen eredmények

Osszefoglaljak a PACAP szaruhartya integritasanak megtartasaban betoltott fontos szerepét.

A PACAP és receptoranak jelenléte mar szamos emberi szovetben jol bizonyitott. Az emberi
szem PACAP és PACI1-R eloszlasanak vizsgalatardl korabban nem késziilt tanulmany, igy
elséként bizonyitottuk a PACAP és PACI1-R széleskori jelenlétét human szemben. Emberi
szovetekben a PACAP ¢és receptoranak eloszlasaban eltérések mutatkozhatnak kiilonb6zo
betegségek esetében. Ez vetette fel a kérdést szamunkra, hogy a PACAP biomarker szerepet
tolthet be a betegségek diagnosztizaldsaban vagy a prognozis felallitasaban. Friss tanulmanyok
igazoltak a PACAP diagnosztikai értékét mieloma multiplex (Toth et al., 2023), nem-
traumatikus osteonecrosis (Zhu et al., 2021), migrén (Yan et al., 2021), szorongas (Ross et al.,
2020), post-traumatikus stressz szindroma (Wang et al., 2021) és sclerosis multiplex esetén (Al-
Keilani et al., 2022). Klinikai mintakban a szoveti PACAP-szint valtozasa Parkinson-kor
progresszio (Pham et al., 2022), szivroham stadium (Szabo et al., 2022), illetve
tumorprogresszio értékelésére szolgalhat méhnyakrak (Jung et al., 2011), vese, here, prostata,
pancreas, pajzsmirigy ¢és vastagbél rak esetén (Godlewski and Lakomy, 2010; Szanto et al.,
2012; Nakamura et al., 2014; Tamas et al., 2016; Bardosi et al., 2016; Ferencz et al., 2019;
Lindner et al., 2021). Mindezen eredmények megerésitik a PACAP emberi szervezetben
betoltott fontos szerepét. Korabban kevés irodalmi adat allt rendelkezésre a PACAP és
receptoranak human szemben vald el6fordulasardl és eloszlasarol. Eredményeinkkel
bemutattuk a PACAP ¢s specifikus receptoranak széleskorti eléfordulasat human szemben, igy
eddigi in vitro és in vivo vizsgalatokbol szarmazé allatkisérleti eredmények esetleges

transzlacios lehetoséggel rendelkeznek.
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5 Kisérlet II. PACAP1-38 szemcseppkezelés erekre €s hypoxias

allapotra gyakorolt hatasa glaukdma allatmodellben

5.1 Kisérleti allatok

Kisérleteink sordn 3 hénapos him Sprague-Dawley patkanyokat alkalmaztunk, melyek sulya
300-450 g volt. A kisérleti patkanyok az PTE AOK Anatomia Intézet allathazabol szarmaztak,
ahol mesterséges (természetes fényhez kozeli) megvilagitast alkalmaztunk, 12 oras sotét és 12
oras vilagos periodus valtotta egymast. Kisérleteinkbe bevont valamennyi allat laboratoriumi
tartasa megfeleld paratartalom, alland6 20-22°C-os hdmérséklet és napi almozas mellett tortént.
Kisérleteink megvaldsitasakor minden esetben betartottuk a PTE Munkahelyi Allatj6léti
Bizottsag altal eldirt etikai kddexben foglaltakat (a kisérleti projektek nyilvantartasi szama:
BA02/2000-16/2017). Ahhoz, hogy 6nalldan tudomanyos igényti, allatok felhasznalasara épiilé
kisérletes munkat végezhessek, a PTE MAB altal meghirdetett és az Allatkisérleti Tudomanyos
Etikai Tanacs altal jovahagyott ,,Allatkisérletek elmélete és gyakorlata” cimii tanfolyamot (B

szint, 80 dora) végeztem el. Az oklevél szama: PTE/33/B/2020.

5.1.1 Mikrogyongy-indukalta glaukéma modell

Kiserleteink soran foként Sappington és munkatdrsai altal kordbban lekozolt kisérleti
modelljére hagyatkoztunk (Sappington et al., 2010). A mikrogydngyok eliilsé csarnokba
torténd injektalasa alatt a patkanyokat intraperitonealisan bejuttatott ketamin (90 mg/kg,
Calypsol), xylazil (10 mg/kg, Sedaxylan) €s fizioldgids s6oldat megfeleld aranyl keverékével
altattuk. Ezt kovetden az allatok szemét Braunol fertétlenitdvel megtisztitottuk. Kisérletiink
soran két csoportot alakitottunk ki. A kontroll csoport allatainak (n=10) szemén szemészeti
landzsa segitségével, centralisan sebet ejtettiink majd Hamilton fecskendd (33G) segitségével,
a centralisan cornean ejtett aprd lyukon keresztiil 10 pl PBS-t juttattunk a szem eliilsé
csarnokaba. A beavatkozast kovetden az allatok szemét Tobrex antibiotikumos szemcseppel
kezeltiik. Az allatok masik részén (n=20) hasonldan jartunk el, viszont PBS helyett 10ul, 10pm
atmér6ji polisztirén mikrogyongyoket (FluoSpheres™ Polystyrene Microspheres) juttattunk az
eliils6 szemcsarnokba, a trabekularis halozat elzarédasanak indukalasahoz (20. abra). Két héttel
a beavatkozast kdvetden megismételtiik az eljarast a tartos nyomasndvekedés érdekében. A
gyongybeadast kdvetd nyolcadik héten irodalmi adatok és korabbi tapasztalatok alapjan, ugy

talaltuk mar olyan mértékii karosodas jelentkezik, ami megfelelének bizonyult (Sappington et
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al., 2010; Szabo et al., 2020). Az allatokat a kisérleti idoszak végén (8. hét) OCT segitségével

vizsgaltuk majd terminaltuk immunhisztokémiai és biokémiai analizisre.
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20. abra: Elils6 csarnok mikroszkopos képe kontroll és mikrogyongy injektalt csoportban. A. Az injektalast
kovet6 reprezentativ foton bal oldalon a PBS-injektalt, jobb oldalon pedig a mikrogyongy-injektalt szem lathato.
A mikrogyongy injektalast kovetd par oraban lathatd a gyongyok keringése az eliilsé csarnokon beliil. B. Az
injektalast kovetd 8 héttel készitett foton bal oldalon egy PBS-injektalt, jobb oldalon pedig egy mikrogydngy-
injektalt szem (Sajdt foto).

5.1.2 Szemnyomas monitorozasa és a szemcseppes kezelés

Az injektalast megel6zden a kontroll allapot felmérése érdekében kisallat tonométer (Tonolab,
Icare) segitségével megmértiik az allatok szemnyomasat. Kutatdsok korabban leirtdk a belsd
szemnyomads fluktuacigjat befolyasold tényezdket (cirkadidn ritmus, fizikai aktivitas,
megemelkedett vérnyomas, stressz), melyeket figyelembe véve vizsgaltuk az allatok
szemnyomasat minden masodik héten (Pease et al., 2011). Egy nappal az injektalast kovetden
az allatok két csoportjat (PBS+S: n=5; Gyongy+S: n=10) éber allapotban vivéanyaggal
(Systane) masik csoportjat (PBS+P: n=5; Gyongy+P: n=10) PACAP1-38 szemcseppel kezeltiik

(1pg/csepp) négy héten keresztiil, naponta haromszor.

5.1.3 Optikai koherencia tomografia vizsgalat

Az OCT segitségével a retina leképezhetd és elemezhetd nem-invaziv modon. A kisérleti

allatok retinair6l a mikrogyongy injekcio elétt, illetve az azt kovetd nyolcadik héten OCT

(Leica-EnvisuTM R-Series SDOIS, USA) felvételeket készitettiink. A mérésekhez az allatokat
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ketamin (90 mg/kg, Calypsol), xylazil (10 mg/kg, Sedaxylan) és fizioldgids sooldat megfeleld
aranyl keverékével altattuk (21. abra). A mérések megkezdése el6tt pupillatagitdé szemeseppet
(0,01% atropin) alkalmaztunk. Az allatok szemének kiszaradasat ugy keriiltiikk el, hogy a

mérések el6tt és kdzben a szaruhartyajukat miikonnyel (Systane) nedvesen tartottuk.

21. abra: A Leica-EnvisuTM R-Series SDOIS tipusu OCT késziilékkel végzett mérés soran a patkany az
allattarto padon (Sajdt fotd).

5.1.4 Immunhisztokémia

A gyongybeadast kdvetd nyolcadik héten preparaltuk az immunhisztokémiai vizsgalatokra
szant mintakat (n=20 szem). Az ora serratan ejtett bokést kovetden, az egész szemeket el6szor
fixaltuk (4% PFA, 2 o6ra, szobahémérséklet), aztan mostuk (PBS, 6 x 10 perc), majd ezt
beagyaz6 médiumba (Leica Tissue Freezing Medium, USA) helyeztiik, majd kriosztattal 15-17
um-es vastagsagu metszeteket készitettiink a retina centralis régiojabol (1atdidegt6l 1 mm-re).
Metszeteinket zselatinnal bevont targylemezre vettiik fel. Az immunhisztokémiai jelolést PBS
mosassal kezdtiik, majd a mintdkat blokkoltuk (2 ¢ra, szobahdémérséklet, 5% normal
szamarszérum (NDS), 3% BSA és 0,3% Triton TM X-100 PBS-ben feloldva). A metszeteket
ezt kovetden hiitbben (4°C) egy éjszaka elsOdleges antitestben (nyal anti-HIF1-a
(katalogusszam: sab2702132, Sigma-Aldrich, 1200; egér anti-VEGF (katalogusszam: MA1-
16629, Thermo Fisher Scientific, 1:200) inkubaltuk. Mosasi 1épést (6 x 10 perc PBS-ben)
kovetéen az immunreaktivitast masodlagos antitest alkalmazasaval tettiik lathatova (Alexa
Fluor-488 szamar anti-nyl 1:800 (Jackson Immuno Research, Egyesiilt Kiralysag); Alexa

Fluor-488 szamar anti-egér 1:800, Jackson Immuno Research, Egyesiilt Kiralysag)) az
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antitesteket blokkol6 oldatban oldottuk (2 6ra, szobahémérséklet). Végiil propidium-jodid (PI)
(Merck Life Science Kft., Magyarorszag, 1 perc, szobahdmérséklet) alkalmazasaval magfestést
végeztiink. A mintakat mostuk (5 x 5 perc PBS-ben), majd Fluoroshield (Merck Life Science
Kft., Magyarorszag) fed6anyaggal metszeteinket lefedtiik. A metszetekrél Nikon Eclipse Ti2-
E konfokalis mikroszkoppal, Nikon C2 konfokalis detektorral fotokat készitettiink. A

reprezentativ abrakat Photoshop CS6 programmal allitottuk ossze.

5.1.5 Teljes retina preparatum

A teljes szemeket 8 héttel a gydongybeadast kdvetden preparaltuk (n=24 szem), majd az ora
serratan ejtett bokést kovetden két oran keresztiil 4% PFA oldatban fixaltuk. Fixalast utan a
retinat izolaltuk a szemserlegb6l, majd PBS-ben (6 x 10 perc) mostuk. A mintakat 24 Iyuka
well plate-be helyeztiik, majd 500 pl fluorescensen jeldlt isolectin oldatot (Isolectin GS-1B4,
Grifonia simplifolia, Alexa598 konjugalt, Thermo Fischer Scientific, Waltham, Ma, USA)
mértiink a lyukakban talalhatd mintakra. A retindkat szobahémérsékleten egy éjszakan at
inkubaltuk a lectin oldatban, majd ezt kovetéen PBS-ben mostuk (6 x 10 perc). A teljes
preparatumokat targylemezen Kkiteritettiik, majd a retinamintak szélén négy kis bevagast
ejtettiink. Fluoroshield médium (Merck Life Science Kft., Magyarorszag) segitségével a
mintakat lefedtiik, majd Nikon Eclipse 801 epifluorescens fénymikroszkoppal fotdkat

készitettiink. A reprezentativ abrakat Photoshop CS6 programmal éllitottuk Gssze.

5.1.6 Erezettség valtozasainak vizsgalata

A retina erezettségének vizsgalatahoz lectin jeloléssel festett mintakat (n=24 szem) hasznaltunk
(4x nagyitas, 2500 x 2500 pixel teriilet, 150 pm/pixel). A fotokon Photoshop (Adobe Photoshop
CS6, Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, USA) segitségével kiiszobérték meghatarozast és
korrigalast végeztiink. A teljes retina érhalozatanak analiziséhez AngioTool programot
hasznaltunk. A kovetkezd érmorfoldgiai tulajdonsdgok mérését végeztiik el: teljes érhosszlisag,
erek elagazasi pontjainak szama, végpontok szama, lacunaritas (az éredényeket koriilvevo tires
teriletek eloszlasat mutatd érték). A programhoz a kovetkezd paramétereket adtuk meg:
ératmérd (2-30 um) és pixel intenzitas (0-255). A vascularis denzitas mérését ImageJ Vessel

Analysis plugin segitségével végeztiik el.
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5.1.7 Western blot analizis

A szemeket (n=16 szem) nyolc héttel a gyongybeadast kovetden a korabban leirt modon
western blot analizishez preparaltuk (Vaczy et al., 2018). Bradford (BioRad, Hercules, Ca,
EveryBlot Blocking Buffer (BioRad, Hercules, Ca, USA) segitségével 5 percig
szobahOmérsékleten blokkoltuk, majd a kovetkezd antitesteket hasznaltuk: nyul anti-HIF1-a
(1:2000; Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary), egér anti-VEGF (1:100; SantaCruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), amiben mintainkat egy oOran at szobahdémérsékleten
inkubaltuk, bels6 kontrollként nem foszforilalt anti-GAPDH-t (1:20000; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) alkalmaztunk. A membranokat 0,2% Tween tartalmi TBS-
ben (tris-szel pufferolt sooldat; pH=7,5) mostuk, ezt kdveten 1 orat inkubaltuk anti-nyul, anti-
egér torma-peroxidaz konjugalt masodlagos antitestben (1:3000; BioRad, Hercules, CA, USA).
Az antitest-antigén komplexeket kemilumineszcens reakcioval tettiik lathatova. A western
blotbol szarmazo6 eredményeinket NIH ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD,

USA) program segitségével elemeztiik.

5.1.8 Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai kiértékeléséhez OriginPro 2018 programot hasznaltunk, melyben
kétutas ANOVA tesztet (IOP, OCT eredmények, AngioTool érvizsgalat, erek denzitasa,
Western blot), valamint Fisher-post hoc analizist hasznaltunk. Szignifikancia szintként p<0,05
érteket fogadtuk el. A diagrammokon és az abrakon az atlag +/+ kozépérték kozepes hibaja

(SEM) kertilt feltiintetésre.

5.2 Eredmények

5.2.1 APACAP szemcsepp hatasa a szemnyomas valtozasara

Abszolut kontroll allapotban az atlagos szemnyomas értéke 11,93+0,22 Hgmm-nek bizonyult.
Az alabbi négy kisérleti csoport IOP értékeit vizsgaltuk a nyolc hetes vizsgalati iddszakban:
PBS+S; PBS+P; Gyongy+S; Gyongy+P (PBS: foszfattal pufferolt sooldat; S: Systane; P:
PACAP1-38). A kontroll csoportok szemnyomasa a normalis napi ritmusfiiggdé fluktuacion

kiviil nem mutatott jelentds valtozast. A glaukomds csoportok esetében a mikrogydngy

48



injektalast kovetd 2. héten az 10P szignifikans, 40%-os novekedése volt megfigyelhetd (22.
abra). A 4. héttol kezdve a Gyongy+P csoportban a korabbi eredményeinkhez hasonlo 10P
csokkenés volt megfigyelhetd (Szabo et al., 2021). A 8. héten a Gyodngy+S csoportban
szignifikansan emelkedett szemnyomast mértiink a kontroll csoportokhoz képest, mig a
PACAP kezelésben részesiilt, mikrogyongy injektalt csoport értékei nem mutattak szignifikans

eltérést a kontrollcsoporthoz képest.
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22. abra: Szemnyomas valtozas nyomon kovetése a kisérleti periddus soran. Az IOP valtozas a négy vizsgalati
csoportban (PBS+S: n=5; PBS+P: n=5; Gyongy+S: n=10; Gyongy+P: n=10) a nyolchetes vizsgalati id6szak alatt
(IOP: bels6 szemnyomads, PBS: foszfattal pufferolt sdoldat; S: Systane; P: PACAP1-38). Az adatok az atlag +
SEM értéket abrazoljak ANOVA és Fisher-féle post hoc teszttel elemezve. * p < 0,05, Gydngy+S vs. PBS+S; #
p < 0,05, Gyongy+S vs. Gyongy+P.

5.2.2 A PACAP szemcsepp hatésa a retina szerkezetére

A retina valtozasat in vivo OCT segitségével elemeztiik, a vizsgalatot a mikrogyongyok beadasa
elott és a vizsgalati id0szak végén (8. hét) végeztiik el az alabbi négy kisérleti csoporton:
PBS+S; PBS+P; Gyongy+S; Gyongy+P. A PACAP szemcseppkezelés PBS injektalt allatokban
(PBS+P) nem eredményezett valtozast a retina szerkezetében (23. dbra). A vizsgalati iddszak
végére a mikrogyongy injektdlt vivOanyaggal kezelt allatokban (Gydngy+S) sutlyos
retinadegeneracio jelei mutatkoztak a PBS-kontrollokhoz képest (23, 24. abra). A Gyongy+S
csoportban szignifikdns valtozas volt kimutathaté az RNFL vastagsdgaban (9,10+0,12 um) a
PBS-sel injektalt kontrollokhoz (10,02+0,16 um) és a PACAP-kezelt mikrogyongydkkel
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injektalt csoporthoz (9,64+0,18 um) képest. A kiilsé plexiform (OPL) rétegvastagsag szintén
csOkkenést mutatott (5,00+0,14 um), szemben a kontroll csoporttal (5,97+0,16 pum) és a
PACAP kezelt csoporttal (5,72+0,13 pm). A kontroll csoportokhoz képest a fotoreceptorok
belsé szegmensében (IS) (8,03+£0,12 pm), és a kiilsé szegmensében (OS) (19,82+0,76 um) is
jelentds valtozas volt tapasztalhatd. A Gyongy+S csoport teljes retina rétegvastagsagaban
(184,77+4,38 um) szignifikans csokkenés mutatkozott a kontroll csoportokhoz képest
(203,44+2,51 um). A PACAP kezelés a teljes retina rétegvastagsag védelmét eredményezte
(212,10+2,36 pum) (23, 24. abra). Osszefoglalva, a mikrogyongy injektalt vivéanyaggal kezelt
csoportban megjelentek a glaukoma diagnosztikaban is jellegzetes indikatorok, tgymint az
RNFL vastagsag csokkenés, a teljes retina vastagsag csokkenés, mig a PACAP kezelés
ellenstulyozta a karos hatdsokat, ezaltal megvédte a retinat a magas szemnyomas karos

hatasaitol.

23. abra: Reprezentativ optikai koherencia tomografia (OCT) felvételek nyolc héttel a gyongy beadast kovetéen
az alabbi négy vizsgalati csoportbol (PBS+S: n=5; PBS+P: n=5; Gyongy+S: n=10; Gyongy+P: n=10). A kontroll
csoportokban (PBS+S, PBS+P) jol lathat6 az egészséges retina szerkezete. A Gydongy+S csoportban azonban
jelentOs karosodas mutatkozott. A PACAP szemcseppkezelés hatdsara a gyongy injektalt csoportban
(Gydngy+P) jelentds javulas volt megfigyelhetd. Mérték: 50 pm. (Roviditések: RNFL: retina idegrostréteg,
OPL.: kiils6 plexiform réteg, IS: bels6 szegmens, OS: kiilsé szegmens, PBS: foszfattal pufferelt s6oldat; S:
Systane; P: PACAP1-38).
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24. abra: Optikai koherencia tomografia (OCT) eredmények statisztikai elemzése (PBS+S: n=5; PBS+P: n=5;

Gyongy+S: n=10; Gyongy+P: n=10). Szignifikans kiillonbség mutatkozott a Gyongy+S csoportban a kontroll

csoportokhoz viszonyitva az alabbi rétegekben: RNFL, OPL, IS, OS, teljes retina rétegvastagsag. Az adatok az

atlag + SEM értéket abrazoljak ANOVA ¢és Fisher-féle post hoc teszttel elemezve. * p < 0,05, Gydngy+S vs.

PBS+S; # p < 0,05, Gyongy+S vs. Gyongy+P. Mérték: 50 um (Roviditések: RNFL: retina idegrostréteg, OPL:

kiils6 plexiform réteg, IS: belsé szegmens, OS: kiilsé szegmens, PBS: foszfattal pufferelt s6oldat; S: Systane; P:

5.2.3 Az immunhisztokémiai jelolések eredményei

PACAP1-38).

Kontroll csoportok (PBS+S; PBS+P) esetében nem tapasztaltunk jelentés immunreaktivitast

sem HIF1-a (25. dbra), sem VEGF-A esetében (26. abra). A Gyongy+S csoportban lényegesen
megemelkedett HIF1-a immunpozitivitas talaltunk a kontroll (PBS+S; PBS+P) csoportokhoz

képest (25. abra). Jelentés immunpozitivitast detektaltunk a hypoxia kovetkezményeként a

retina ganglionsejt rétegében €s a belsé plexiform rétegben. A kontroll csoportokhoz képest a
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Gyongy+P csoportban egy gyenge HIF1-a pozitivitas mutatkozott meg (25. abra). VEGF-A
esetében a vivOéanyaggal kezelt glaukémas csoportban (Gyongy+S) nagymértékii
immunpozitivitas volt kimutathato a ganglionsejt rétegben és az idegrostos rétegben, a kontroll
csoportokhoz képest. A PACAP-kezelt glaukomas csoportban alacsonyabb mértékii VEGF-A

immunreakcio volt kimutathatd a Gyongy+S csoporthoz viszonyitva (26. abra).

25. abra: HIF1-a antitest jelolést abrazold reprezentativ vertikalis retinametszetek (a latéidegtél 1 mm-en beliili
retina teriiletek). Megemelkedett szemnyomas kovetkeztében torténé immunpozitivitas valtozasa a négy
vizsgalati csoportban (PBS+ S, PBS+P, Gyongy+S, Gyongy+P). A megndvekedett szemnyomas HIF1-a (z61d)
immunpozitivitas emelkedést okozott a Gyongy+S csoportban a kontroll csoportokhoz (PBS+S, PBS+P) képest.
A PACAP kezelt mikrogyongy injektalt csoportban mérsékelt immunpozitivitas volt detektalhat6. Mérték: 100
um. (Roviditések: PBS: foszfattal pufferolt sooldat; S: Systane; P: PACAP1-38; HIF1-a: hypoxia indukald
faktor 1 a; VEGF-A: vascularis endothelialis novekedési faktor A).
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Gydngy+P

26. abra: VEGF-A antitest jelolést abrazolo reprezentativ vertikalis retinametszetek (a latdéidegt6l 1 mm-en
beliili retina teriiletek). Megemelkedett szemnyomas kdvetkeztében torténé immunpozitivitas valtozasa a négy
vizsgalati csoportban (PBS+ S, PBS+P, Gyongy+S, Gyongy+P). A megndvekedett szemnyomas VEGF-A
immunpozitivitas emelkedést okozott a Gyongy+S csoportban a kontroll csoportokhoz (PBS+S, PBS+P) képest.
A PACAP kezelt mikrogyongy injektalt csoportban mérsékelt immunpozitivitas volt detektalhatd. Mérték: 100
um. (Roviditések: PBS: foszfattal pufferolt sooldat; S: Systane; P: PACAP1-38; HIF1-a: hypoxia indukald
faktor 1 a; VEGF-A: vascularis endothelialis novekedési faktor A).

5.2.4 Az erezettség vizsgalat eredményei

A PBS injektalt allatok érhaldzata nem mutatott jelentds valtozast sem a vivoéanyaggal kezelt
(PBS+S), sem a PACAP-kezelt (PBS+P) csoportban (27, 28. abra). A Gyongy+S csoportban a
teljes érhalozat hossza kozel 20%-kal csokkent a kontroll csoportokhoz viszonyitva.
Mindemellett jelentds (19%-0s) csokkenés jelentkezett az elagazodasi pontok és végpontok
szamaban is. A vivOanyaggal kezelt glaukomas csoportban a lakunaritds mértéke
megkozelitette a 20%-0t, amely érték arra enged kovetkeztetni, hogy jelentdsen csokkent az

erekkel lefedett teriilet aranya (27, 28. abra). A PACAP kezelésben részesiilt mikrogyongy

53



injektalt csoportban (Gyongy+P) az érhalézat szerkezete a kontroll csoportokhoz hasonlo

értékeket mutatott (27, 28. abra).

Gyongy+S SSRGS Gyongy+P

27. abra: A retina érhalozatanak vizsgélata a négy kisérleti csoportban (PBS+S; PBS+p; Gyongy+S;
Gyongy+P). Az erek elemzéséhez Isolectin B4 jelolt (piros) whole mount retinamintakat alkalmaztunk (bal
oldali panel). AngioTool program segitségével kirajzoltuk és elemeztiik a teljes érhaldzatot (jobb oldali panel). A
piros szin az ereket, a kék az elagazddasi pontokat, a sarga pedig a lakunaritast jelzi. Mérték: 500 pm.

(Roviditések: PBS: foszfattal pufferolt sooldat; S: Systane; P: PACAP1-38; 1soB4: isolektin B4-jel5lés).
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28. abra: A retina érhaldzatanak vizsgalatanak statisztikai eredményei a négy kisérleti csoportbol (PBS+S: n=5;
PBS+P: n=5; Gyongy+S: n=7; Gydngy+P: n=7 teljes retina preparatum). A mikrogyongyokkel injektalt
vivéanyaggal kezelt csoportban (Gongy+S) jelentds valtozast figyeltiink meg, csdkkenés jelentkezett a teljes
érhaldzat hosszaban, az elagazddasi pontok szamaban és végpontok szamaban. A lakunaritas mindemellett
novekedést mutatott, ami az érrel fedett teriiletek kiterjedésének csokkenését jelzi. A PACAP1-38 szemcsepp
kezelésben részesiilt, mikrogyongy injektalt csoport (Gyongy+P) esetében nem tapasztaltunk jelentds valtozast.
Meérték: 500 pm. Az adatok az atlag + SEM értéket abrazoljak ANOVA és Fisher-teszttel elemezve. * p < 0,05,
Gyongy+S vs. PBS+S; # p < 0,05, Gyongy+S vs. Gyongy+P; (Roviditések: PBS: foszfattal pufferolt sdoldat; S:
Systane; P: PACAP1-38).

A kontrollcsoportok (PBS+S, PBS+P) mikrovascularis denzitasa hasonlé értékeket mutatott
(29A, B abra). A Gyongy+S csoportban szignifikans, kdzel 20% csokkenés jelentkezett az
érhalozat striiségében (29A, B abra). A Gyongy+P csoportban a vascularis denzitas nem

mutatott szignifikans valtozast a kontroll csoportokhoz viszonyitva (29B abra).
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29. abra: (A) A négy vizsgalati csoport érhalozatanak reprezentativ abraja. (B) Kontroll csoportokhoz képest
szignifikans csokkenés jelentkezett a Gyongy+S csoport erezettségének denzitasaban. A Gyongy+P csoportban a
vascularis denzitas a kontroll csoportokéhoz hasonlé maradt (PBS+S; PBS+P). A négy kisérleti csoport
elemszama a kdvetkezé: PBS+S: n=5; PBS+P: n=5; Gyongy+S: n=7; Gydngy+P: n=7 teljes retina preparatum.
Mérték: 1000 um. Az adatok az atlag + SEM értéket abrazoljak ANOVA és Fisher-teszttel elemezve. * p < 0,05,
Gyongy+S vs. PBS+S; # p < 0,05, Gyongy+S vs. Gydongy+P; (Roviditések: PBS: foszfattal pufferelt sdoldat; S:
Systane; P: PACAP1-38).

5.2.5 Western blot eredményei

Immunhisztokémiai eredményeink megerdsitéseként szerettiik volna megvizsgalni western blot
analizissel a HIF1l-a és a VEGF-A fehérjék mennyiségét (30A, B abra). A két kontroll
csoportban (PBS+S; PBS+P) alacsony HIF1-a szintet mértiink. A Gyongy+S csoport HIF1-o
fehérjeszint szignifikansan megemelkedett a kontroll és a Gyongy+P csoporthoz képest. A
PACAP kezelt glaukémas csoportban az immunfluoreszcencia eredményekhez hasonldoan
alacsonyabb HIF1-o fehérjeexpressziot mutattunk ki. Jelentds emelkedést tapasztaltunk a
Gyongy+S csoport VEGF-A fehérjeszint mérésének eredményében is, mig a PACAP kezelés

hatasara a kontrollhoz hasonl6 eredményt kaptunk.
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30. abra: (A) Reprezentativ western blot panel felvételek a HIF1-o és a VEGF-A eredményeit mutatjak.

Gyongy+S csoportban, a kontrollhoz képest jelentés emelkedést tapasztaltunk a HIF1-a és VEGF-A

fehérjeszintjében. (B) Négy vizsgalati csoportbdl szarmazo HIF1-a és a VEGF-A relativ valtozasat bemutatd

oszlopdiagram, bels6 kontrollra (GAPDH) normalizalva. A négy kisérleti csoport elemszama a kovetkezo:

PBS+S: n=2; PBS+P: n=2; Gyongy+S: n=5; Gyongy+P: n=5 teljes retina preparatum. A diagramok az atlag +

SEM értéket abrazoljak ANOVA és

Fisher-teszttel elemezve. * p < 0,05, Gyongy+S vs. PBS+S; # p< 0,05,

Gyongy+S vs. Gyongy+P; (Roviditések: PBS: foszfattal pufferelt sooldat; S: Systane; P: PACAP1-38, HIF1-a:
hypoxia indukalhato faktor 1 a, VEGF-A: vascularis endothelialis novekedési faktor-A).
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5.3 Diszkusszi6

A glaukoma patomechanizmusanak hatterére tobbféle tedria 1étezik, igymint a mechanikai,
biokémiai, genetikai vagy glimfatikus elmélet. Elsddleges nyitott zugu glaukéma kialakitasara
megbizhatéan reprodukalhaté modszer az eliilso csarnokba injektalt mikrogyongyok hasznalata
(Sappington et al., 2010; Morgan and Tribble, 2015; Mukai et al., 2019). A mikrogy6ngyok a
csarnokviz természetes keringésének elzarasaval szemnyomasemelkedést okoznak. Korabbi
kutatasunkban feltartuk a PACAP szemcseppkezelés neuroprotektiv és szemnyomas csokkentd
hatasat (Szabo et al., 2021). Jelen tanulmanyunkban igazoltuk a PACAP véddéhatasat vascularis

¢és hypoxias faktorok valtozasaval szemben patkany glaukoma modellben.

Szamos kutatds bemutatta mar a PACAP és specifikus receptoranak (PAC1-R) jelenlétét a
szemben. A peptid expresszalodik a szem szamos szovetében, gy mint a cornea epithelium és
endothelium rétegében, a sugartestben valamint a retina szinte minden sejtjében (Nakamachi et
al., 2012; Shioda et al., 2016). Korabbi tanulmanyunkban bemutattuk a PACAP és PAC1-R
eloszlasanak human szemben (Patko et al., 2022). Eredményeink felvetik az eddigi
allatkisérletekbdl szarmazoé adatok transzlacids lehetdségét. Immunpozitivitast talaltunk a
szaruhartya endothelium és epitheliumban, a tunica vasculosan beliil a sugartestben, irisben €s
choroideaban, a retina minden rétegében, valamint a latdidegben is (Patko et al., 2022).
Kutatocsoportunk tovabba azt is sikeresen bizonyitotta, hogy a PACAP szemcsepp formajaban
képes atjutni az okularis barriereken, elérve a retinat protektiv hatast képes kivaltani (Werling
et al., 2017). Tovabba szintén ismert, hogy szemcsepp formajaban a peptid stabilitisa nem

valtozik (Kovacs et al., 2021), igy esetleges non-invaziv terapias potenciallal rendelkezik.

A retina és a teljes szem fajdalommentes, in vivo vizsgalati lehetdségel fontos szerepet toltenek
be a retinadegeneracios korképek diagndzisaban és nyomon kovetesében (Ruggeri et al., 2007;
Kim et al., 2008; Guo et al., 2010). Glaukomas betegek OCT vizsgalata soran az RNFL réteg
valtozasanak detektalasa fontos a karosodas mértékének felmérésében. Human és féemlds
glaukoma esetén szovettani karosodast irtak le a fotoreceptorok rétegében is (Nork et al., 2000;
Fan et al., 2011; Matsuura et al., 2018). Korabbi kutatasokban Osszefiiggést talaltak a retina
pigment epithelium és a fotoreceptorok kiils6 szegmens vastagsaganak valtozasaban
(Lakshmanan et al., 2020). Kisérletiinkben a mikrogyongy-indukalta hipertenzio a retina tobb
rétegében (teljes retina rétegvastagsag, RNFL, OPL, IS, OS) morfologiai valtozast indukalt.
Ezek a valtozasok korabban mar lek6zolt tanulmanyokhoz hasonloénak bizonyultak egy SD

patkany torzsben kialakitott glaukdma modellben tapasztalthoz (Lakshmanan et al., 2020). A
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fotoreceptorok rétegének kiils6- és bels6 szegmenseinek rétegvastagsag csokkenése
Osszefliggésben all a korabban altalunk ERG vizsgalat alapjan tapasztalt szignifikans
funkciocsokkenéssel (Szabo et al., 2021). Egy korabbi tanulmany glaukémaban a retina
fotoreceptor réteg kiils6 és bels6é szegmensek érzékenységének valtozasat, tovabba hasonloan
csokkent a- és b-hullam amplitadot tapasztaltak ERG mérés soran (Velten, 2001). Tovabba,
mas kutatocsapatokhoz (Velten, 2001) hasonléoan mi is szignifikans RNFL rétegvastagsag
csOkkenést tapasztaltunk. A retina teljes rétegvastagsdga szignifikdnsan csokkent el6zo
kisérletiinkben tapasztaltakhoz hasonléan (Szabo et al., 2021). A Gyongy+S csoportban az
RNFL réteg kozel 10%-0s rétegvastagsag csokkenést mutatott a kontroll csoportokhoz képest.
Lakshmanan és munkatarsai (2020) ebben a rétegben nagyjabol 17%-os csokkenést figyeltek
meg 8 héttel az episcleralis véna elzarasat kovetden (Lakshmanan et al., 2020). Az
allatmodellbdl szarmazd eredményeink tovabba hasonlosagot mutatnak a human betegekben
tapasztaltakkal, ahol korai stadiumban mar valtozas 1ép fel a teljes retina rétegvastagsagban
(Asrani et al., 2003; Sathyan et al., 2014). A szemcseppként alkalmazott PACAP protektiv

hatassal rendelkezett a retina kiils6 és bels6 rétegeiben.

A glaukéma kialakulasanak ,,vascularis elmélete” azt feltételezi, hogy a retina és a latdideg
karosodéasa Osszefiiggésben all az érrendszenek valtozasaval. Mikrocirkulacios valtozasokat
tapasztaltak glaukomas betegeknél, mely szerint a szem véraramlasanak zavara feltételezhetéen
tényezOtol fligg: a szisztémas vérnyomastol, a belsd szemnyomadstdl és az autoregulaciotol. A
magas metabolikus igénnyel rendelkezd retina ganglionsejtjeit szintén ez a harom faktor
befolyasolja. A szemnyomas nagymértékli fluktuacidja érrendszeri diszregulaciot okozva
kéarosabb hatassal rendelkezik, mint a fenntartottan magas IOP. A vivOanyaggal kezelt
glaukomas csoportban jelentds karosodast figyeltiink meg a retina erezettségében, azonban a
PACAP kezelés képes volt megvédeni az erek allapotat. Magneses mikrogyongyokkel indukalt
patkany glaukdéma modellben kozel megegyezd eredményeket tapasztaltak a retina
erezettségében (Tribble et al., 2021). Glaukoémas betegekben hasonlod valtozast irtak le a
véraramlas csokkenésében (Harris 2008). Jelen eredményeink megerdsitik a glaukoma retinalis
érrendszerre  gyakorolt hatasat, mivel a PACAP szemcseppes kezelésben részesiilt
mikrogyongy injektalt csoportban a vascularis haldzat tobb paramétere is a kontroll

csoportokéhoz hasonld maradt.

A glaukomaban fellépd véraramlas szabalyozasanak zavara és az azt koveté hypoxia

Osszefliggést mutat a retina ganglionsejtek szamanak csokkenésével (Harris, 2008). Post-
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mortem human glaukémas retina mintakban hypoxias allapotra utald6 megemelkedett HIF1-a
szintet kozoltek le immunhisztokémiai vizsgalatok segitségével (Tezel, 2004). Az altalunk
vizsgalt glaukémas csoportban hasonldo mértékben megemelkedett HIF1-a immunpozitivitast
talaltunk, amelyet western blot analizissel is megerdsitettiink. Zhou és munkatarsai glaukéma
modellben a szemnyomasemelkedés kovetkeztében szintén fokozott HIF1-a expressziot
talaltak (Ergorul et al., 2010; Zhou et al., 2021). A glaukéma szamos rizikofaktora koziil a
megemelkedett szemnyomas a retina ischaemias allapotat eredményezi (Mathew et al., 2019).
A hypoxias allapot endogén jelatviteli molekulaja a HIF 1-a, hozzajarul a szoveti homeosztazis
fenntartasahoz (Liang et al., 2018).. A HIF1-a egy oxigén altal szabalyozott transzkripcios
faktor, amely az oxigén homeosztazist szabalyozza. Hypoxias koriilmények kozott a HIF1-a
kiilonb6z6 gének aktivalodasat indukalja, ugymint a gliikoz transzporterek és a VEGF-A,
amivel igyekszik kompenzalni a csokkent oxigénmennyiséget. A VEGF-A a szemben
megtalalhat6 a RPE rétegben, a ganglionsejtekben, a pericitakban, a Miiller-sejtekben valamint
az endothelium, és a simaizom sejtekben is (Saint-Geniez et al. 2008). A VEGF-A a koros
morfologiaju, Kis erek képzddésére hatva, eltomodést és folyadékszivargast indukal, hypoxias
allapotot tovabb erdsitve, fokozva a VEGF-A termelddését (Aiello and Wong, 2000; Wang et
al., 2010).

A glaukoma és VEGF-A kozotti 6sszefiiggést csupan néhany kutatdsban vizsgaltak. Korabbi
vizsgalatokban kimutattdk a VEGF-A mennyiségének emelkedését glaukomas betegek
vérplazmajaban és csarnokvizében (Lip et al., 2002; Huang et al., 2016). Eddigi eredmények
(Ergorul et al. 2008) mellett azonban a VEGF-A neovascularizacioban betdltott szerepét
glaukomaban még nem vizsgaltak. Kisérletiink soran bemutattuk a VEGF-A retinan beliili
lokalizaciojat, amely hasonldésagot mutatott korabbi tudomanyos kozleményekben leirtakkal
(Ozaki et al., 1999; Ergorul et al., 2008). Maugeri és munkatarsai (2017) igazoltak, hogy a
PACAP képes csokkenteni és gatolni a HIF1-a és VEGF-A expressziojat diabeteses macula
o6déma modellben (Maugeri et al., 2017). Jelen eredményeink megerdsitették a glaukoma soran
fellép6 hypoxias allapotot, ezaltal a fokozott HIF1-a, valamint VEGF-A expressziot. Tovabba
a hypoxia okozta érhalozat karosodas mértékét is csokkenteni tudta a PACAP
szemcseppkezelés. A VEGF-A neovascularizacidban betoltott szerepe mar szamos
tanulmanyban igazolt, azonban vizsgalataink soran glaukoma esetében ezt nem tapasztaltuk.

Jelenleg ez a paradox kérdés még megvalaszolasra var.
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31. abra: A glaukéma és PACAP szemcseppkezelés feltételezheté molekularis 6sszefiiggése. A trabekularis
haldzat elzardédasanak kovetkezményeként kialakult megemelked6 szemnyomas (IOP) endothel karosodashoz és
NOX-2 molekula indukalasan keresztiil reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) képzddéséhez vezet. Az erek
karosodasa és a ROS felszabadulas HIF1-a expressziohoz vezetve hypoxias allapotot okoz. A HIF1-a
megemelkedett szintje NOX2 és iNOS indukalasan keresztiil tovabbi ROS felszabadulasahoz vezet. A HIF1-a
mindemellett a sejtmagon beliil transzkripcios faktorként VEGF-A expresszion keresztiil az érhalozat
romlasahoz vezet. A folyamat eredményeként a retinaban fokozott inflammacié és apoptdzis indul meg, amely a
glia sejtek aktivalodasat okozza. Az aktivalt glia sejtek TNFa molekulan keresztiil NFkB expresszidjat fokozva,
tovabb er6sitik a glia sejtek aktivalodasat ezzel neuroinflammaciohoz vezetve. Tovabba a p38/JNK/ERK
tengelyen és mTOR-on keresztiil tovabbi karosodas keletkezik. A PACAP specifikus receptora a PI3K-n
keresztiili Akt fokozasaval feltételezhetéen legatolja a p38, INK és HIF1-o aktivalédasat, mindemellett a
cAMP/PKA/ERK tengelyen keresztiil emelkedik a CREB szintje, amely a sejtvédelemben jatszik szerepet.

https://www.ranelle.com/adult-ophthalmology/glaucoma/.

A zo6ldhalyog pathomechanizmusat vizsgald kutatdsok, kiemelt jelentdséget adnak a
megnodvekedett IOP okozta retindlis érhalozat karosodasnak és a NOX-2 feliilszabalyozasabol
adodo reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) képzodésnek (Gericke et al., 2019; Wang et al.,
2022). Kronikusan emelkedett IOP patkany glaukoma modellben a latdéidegfo
romlasabol kovetkezd alacsony oxigén koncentracid hozzajarulhat a ROS-ok és a HIF1-a
termelddéséhez. Human glaukoma betegek esetében hasonld expresszid6 emelkedést
tapasztaltak HIF1-a, NOX-2 és iNOS molekuldk esetében (Guillemin et al., 1997; Rupin et al.,
2004; Mittal et al., 2007; Yokota et al., 2011). Mindemellett a ROS visszacsatolva HIF1-a
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szintjét fokozva hozzajarul az inflammacié és apoptdzis indukalasdhoz. A glia sejtek TNFa
felszabadulasan keresztiil, gyulladasi folyamatokban kulcsszerepet jatszo NFkB transzkripcios
faktor aktivalodasahoz vezetnek (Tezel et al., 2000; Tezel et al., 2004). A folyamat inflammacio
¢és apoptozis indukalasahoz, a sejthalal Gtvonalaban fontos ASK-1/p38/JNK/ERK tengely
fokozasahoz vezet (Di Marzo et al., 2018; Kitsati et al., 2016). A ROS-ok mindemellett a
glutamat metabolizmus felboruldsat okozva az extracellularis glutamat felhalmozodat, ezzel
neurotoxicitast okoznak (Tezel et al., 2009; Martin et al., 2002). Maugeri és munkatarsai (2018)
kimutattdk, hogy a PACAP a PI3K/Akt ¢s MAPK/ERK utvonalon keresztiil képes
ellensulyozni a HIF1-a expresszidjat, mindemellett a peptid képes volt befolyasolni a VEGF-
A és receptoranak expresszios szintjét is (Maugeri et al., 2018). Feltételezhetéen ezen Gtvonalak

jarulhatnak hozza a PACAP érhalozatvédo, hypoxias allapot javitd hatdsahoz (31. abra).

Koztudott, hogy a PACAP anti-apoptotikus, gyulladascsokkenté és antioxidans hatassal
rendelkezik, ami neuroprotektiv hatas hatterében all (Vaudry et al., 2009). Széaraz szem
szindroma tiineteinek kezelésére a PACAP szemcsepp igazoltan jotékony hatasu. Képes
fokozni a konnytermelddést a cAMP felszabadit6 és aquaporin expresszié indukald hatdsaval
(Nakamachi et al., 2016). A PACAP tovabba protektiv hatassal rendelkezik szamos hipoxias
allatmodellben, tigy mint BCCAO-indukalt retinopathiaban, diabeteses macula 6démaban és
korasziiléttek retinopathiajaban (Werling et al., 2017; Maugeri et al., 2017; Kvarik et al., 2021).
A lista most mar tovabb boviilhet a glaukomaval is. Osszefoglalva, kutatasunk soran kimutattuk
a PACAP protektiv hatasat a retina szerkezetére és érhaldzatara, illetve eredményeink szerint
képes volt csokkenteni a hypoxias markerek megjelenését glaukoma modellben. Ezen
eredmények arra utalnak, hogy a PACAP szemcsepp formajaban alkalmazva esetleges
potencialis jovdébeli terapias lehetdség alapjait képezheti glaukoma kezelésében. Azonban
tovabbi vizsgalatokra van sziikség a védOhatas mogott meghtizodd pontos mechanizmus

megértésé¢hez.
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6 Konkluzid

A PACAP egy széles hatasspektrummal rendelkez6 neuropeptid, amely bizonyitottan fontos
szerepet jatszik a fejlddésben, az immunmodulacidoban és az idegrendszeri szabalyozéasban
egyarant. Szamos kutatds bemutatta mar kiilonb6z6 allatokban taldlhat6 PACAP ¢s PAC1-R
szemben el6fordulo jelenlétét. A peptid a latoszerv tobb szovetében expresszalodik tigy, mint a
cornea epithelium és endothelium rétegében, a sugartestben valamint a retina szinte minden
sejtjében (Nakamachi et al., 2012; Shioda et al., 2016). Els6 kisérletsorozatunkban elséként
mutattuk be a PACAP és PAC1-R eloszlasat human szemben. Eredményeink felvetik az eddigi
allatkisérletekbdl szarmazd adatok esetleges transzlacios lehetdségét. Korabbi kisérletekben
kutatocsoportunk azt is sikeresen bizonyitotta, hogy a PACAP szemcsepp formdjaban képes
atjutni az okuldaris barriereken, elérve a retinat protektiv hatast képes kivaltani (Werling et al.,
2017). Tovabba szintén ismert, hogy szemcsepp formajaban a peptid stabilitdsa nem valtozik
(Kovacs et al., 2021), igy esetleges non-invaziv terapids potencidllal rendelkezik. Korabbi
kutatasok igazoltak a PACAP cAMP fokoz6 hatasat, amely fontos kivalasztasi és
hormontermelési folyamatok szabalyozasaban vesz részt. A csarnokviz termelés
szabalyozasaban korabbi vizsgalatok igazoltak a PACAP hatasat. Emlésokben a cAMP-szint
valtozas befolyasolja a sugartest epithelium sejtjeinek folyadéktranszportjat, képes emelni a
folyadék termelését, illetve fokozni a csarnokviz elvezetésének hatékonysagat. Mindemellett,
kutatasok bizonyitottadk a PACAP és receporanak klorid csatornakra gyakorolt hatasat, amely a
cAMP utvonaltol fiiggetlen modon tolt be szerepet a csarnokviz termelésben. Els
kisérletsorozatunkban bemutattuk a PACAP és receptoranak expressziojat a ciliaris testben, az
irisben és a corneaban. Feltételezhetéen a PACAP disztribucid részben magyarazatot adhat a
korabbi kisérletiinkben tapasztalt szemcseppkezelés szemnyomascsokkentd hatasara. A pontos
hatasmechanizmust természetesen sziikséges feltarnunk, jovObeli terveink egyik {6 célpontja.
Mayer és munkatarsai altal (2006) leirt RhoA redukal6 hatas is hozzajarulhat a PACAP IOP
csokkentd hatasahoz (Mayer et al. 2006). Jelent6s PACAP és PAC1-R jelenlétet figyeltiink meg
tovabba a retina szdmos rétegében, tobbek kozott a ganglionsejt rétegben is. Az elsddleges
nyitott zugi glaukoma sordn a megemelkedett IOP jelentdsen karsit6 hatassal rendelkezik a
ganglionsejtekre. Mivel e sejttipus bizonyul a legérzékenyebbnek az IOP valtozasra és egyik
legjelentésebb résztvevdje a latds mechanizmusanak, igy fontosnak talaltuk a PACAP és
receptoranak magasfoku expresszidjat mind a ganglionsejt rétegben, mind az idegrostok
rétegében. Korabbi patkany glaukoma modellbdl szarmazo6 eredményeink igazoltak a PACAP

szemcseppkezelés ganglionsejt védd hatdsat. A pontos hatdsmechanizmus feltirdsa még
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terveink kozott szerepel, azonban azzal, hogy igazoltuk a PACAP jelenlétét e sejttipusban egy
1épéssel kozelebb keriiltiink a folyamat megértéséhez. Kisérletsorozatunk masodik felében egy
korabban alkalmazott patkany glaukéma modellben vizsgaltuk a PACAP szemcseppkezelés
hatasat tovabbi, a betegség hattérmechanizmusaban allo tényezokre. Kutatdsunkban a
,vascularis elmélet” mentén kozelitettiik meg a betegséget, amely feltételezi, hogy a retina
¢rhalozatanak fokozott romldsa és a vele jar6 hypoxia fontos, a betegség kialakitasaban
résztvevo fontos faktorok. Glaukoémas allapotban az érhaldzat jelent6s hanyatlasat és hypoxias
molekuldk felhalmozodasat tapasztaltuk, amely a PACAP kezelés hatdsara mérséklodott.
Jovobeli vizsgalatainkban szeretnénk pontosan feltarni, a PACAP hypoxia csokkentd és érvédo
tulajdonsagat. A megemelkedé IOP endothelium kéarosodast és NOX-2 molekula expressziot
indukalva ROS képzddéshez vezet, amely egyiittesen ischemiat majd hypoxiat okoz. Hypoxias
allapotban indukalt sejtvalasz jelentés VEGF-A expresszidhoz és igy késébb az érhalozat
romldséhoz, illetve tovabbi ROS képzddésen keresztiil glia aktivacidhoz, neuroinflamméciohoz
¢s apoptdzishoz vezet. A PACAP a PAC1-R-on keresztiil képes fokozni a CAMP termelést,
amely az ERK, CREB utvonalon at sejtvédelemhez, illetve PI3K, Akt utvonalon keresztiil
apoptotikus és inflammatorikus fehérjék gatlasat indukalja. Maugeri és munkatarsai (2017)
macula 6déma modellben alkalmazott PACAP kezelés hatasara csokkent HIF1-o és VEGF
expressziot irtak le (Maugeri et al. 2017). Ezen eredmények 0sszevagnak az altalunk glaukoma
modellben tapasztaltakkal, feltételezhetden a neuropeptid hatasa az Akt aktivacion keresztiil

érvényesiil, azonban a pontos vélasz érdekében tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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7 Uj eredmények 6sszefoglalasa

1) A Ph.D. munkam els6 részében human szemben vizsgéaltuk a PACAP ¢és specifikus
receptoranak (PAC1-R) eloszlasat. Tanulményunkban elséként irtuk le a PACAP és specifikus
receptoranak  el6fordulasat humén szemben. Immunhisztokémiai jelolést kovetd
szemikvantitativ analizisbdl szarmazo6 eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy human
szemben a korabban emlés modellekben leirtakhoz hasonlo a PACAP és PACI-R eloszlas
talalhato. Korabbi in vitro és in vivo kutatasokbol szarmazoé allatkisérleti eredmények esetleges

transzlacios értékkel rendelkeznek.

I A Ph.D. munkam masodik felében a lokalisan, szemcseppként alkalmazott PACAP
hypoxiaban és a retina érhaldzatanak védelmében betoltott szerepét kivantuk vizsgalni
mikrogyongy-indukalta glaukoma modellben. Az OCT-, immunhisztokémiai-, érhaldzat-
valamint western Dblot analizisiink eredményei alatamasztottak, hogy a PACAP
szemcseppkezelés védé hatassal rendelkezett az altalunk alkalmazott allatmodellben.
Eredményeink egy esetleges jovobeli terapias lehetGség alapjait képezhetik, amely egy
szemcseppes terapia kidolgozasaval konnyen alkalmazhatd, nem-invaziv modon szerepelhetne

a glaukoma kiegészit6 kezelésében.

Osszefoglalva, a kordbbi in vitro és in vivo kisérletekbdl szarmazé eredmények transzlacios
értékét megerdsitettiik a PACAP €s specifikus receptoranak humén szemben valo vizsgalataval.
Mindemellett kutatocsoportunk korabbi és jelenlegi eredményeinek ismeretében a PACAP
kutatasbol szarmazé eredmények esetleges transzlacios potenciallal bir és lehetséges terapias

lehetségeket nytijthatnak akar glaukoma esetében is.
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Abstract

Pituitary adenylate cyclase—activating polypeptide (PACAP) is a neuropeptide with widespread distribution and diverse
biological functions. Several studies show that PACAP has strong cytoprotective effects mediated mostly through its specific
PACI1 receptor (PAC1-R) and it plays important roles in several pathological conditions. Its distribution and altered expression
are known in various human tissues, but there is no descriptive data about PACAP and its receptors in the human eyebulb.
Since PACAP38 is the dominant form of the naturally occurring PACAP, our aim was to investigate the distribution of
PACAP38-like immunoreactivity in the human eye and to describe the presence of PAC1-R. Semiquantitative evaluation
was performed after routine histology and immunohistochemical labeling on human eye sections. Our results showed high
level of immunopositivity in the corneal epithelium and endothelium. Within the vascular layer, the iris and the ciliary
body had strong immunopositivity for both PACAP and PACI1-R. Several layers of the retina showed immunoreactivity for
PACAP and PACI1-R, but the ganglion cell layer had a special pattern in the immunolabeling. Labeling was observed in the
neuropil within the optic nerve in both cases and glial cells displayed immunoreactivity for PAC1-R. In summary, our study
indicates the widespread occurrence of PACAP and its specific receptor in the human eye, implying that the results from
in vitro and animal studies have translational value and most probably are also present in the human eye.

Keywords Human eye - PACAP - PACI receptor - Immunohistochemistry

Introduction PACI receptor (PAC1-R), and to VPAC1 and VPAC2 recep-
tors, which also bind the closest homolog peptide, vasoac-
tive intestinal peptide (VIP) with equal affinity (Moody
et al. 2021; Vaudry et al. 2009). PACAP has very diverse

actions depending, among others, on the receptor expres-

Pituitary adenylate cyclase—activating polypeptide (PACAP)
is a neuropeptide with widespread occurrence in the body.
It has two forms, PACAP27 and PACAP38, consisting of

27 and 38 amino acids, respectively. In mammalian tissues,
PACAP38 is the dominant form. PACAP binds to its specific
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sion pattern of the different tissues. PACAP plays a role
in neuronal excitability (May et al. 2021), urinary bladder
activity (Girard et al. 2021), gastrointestinal motility and
secretion (Karpiesiuk and Palus 2021; Reglodi et al. 2018;
Rytel et al. 2021), cartilage and bone formation (Jozsa et al.
2021), and reproduction and embryonal growth (Koves et al.
2020; Ross et al. 2018; Shan et al. 2021) and it also has
immunomodulatory functions (Abad and Tan 2018). Several
studies show that PACAP plays important roles in numerous
pathological conditions such as tumor growth and prolifera-
tion (D’Amico et al. 2021b, ¢; Maugeri et al. 2018a, 2021;
Moody et al. 2016) and nervous system disorders (Moody
and Jensen 2021) like migraine, schizophrenia, anxiety, and
depression (Eslami et al. 2021; Kormos et al. 2016; Martelle
et al. 2021; Ross et al. 2020; Tiihonen et al. 2021) as well as
inflammatory conditions (Moody and Jensen 2021; Tamas
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et al. 2021), sudden infant death syndrome (Shi et al. 2021),
and hearing loss (Fulop et al. 2019; Ruel et al. 2021).

One of the most intensively studied actions of PACAP is
its neuroprotective and general cytoprotective effect. This
has been demonstrated in numerous in vitro and in vivo
studies (Reglodi et al. 2011, 2017). Recently, it has been
shown that in addition to the long-known protective effects
in models of stroke and Parkinson’s disease (Ohtaki et al.
2008; Zheng et al. 2021), PACAP is protective in models of
spinal and bulbar muscular atrophy (Martinez-Rojas et al.
2021), fetal alcohol syndrome (Shili et al. 2021), diabetic
neuropathy (Kiss et al. 2021), optic neuritis in multiple
sclerosis (Van et al. 2021), and noise-induced hearing loss
(Ruel et al. 2021). The large body of evidence, showing that
PACAP is protective in animal models of several diseases,
places PACAP on the list of emerging protective therapeutic
agents in neurodegenerative disorders (Cheng et al. 2020;
Soles-Tarres et al. 2020) and stroke (Cherait et al. 2021;
Fang et al. 2020; Sadanandan et al. 2021; Zheng et al. 2021).

PACAP is also present in the eye, in several retinal layers
as well as iris, cornea, and ciliary body displaying immuno-
reactivity for both the peptide and its receptors (Wang et al.
1995). Numerous actions have been described in ocular tis-
sues (D’Amico et al. 2021a; Postyeni et al. 2021). Among
others, PACAP stimulates tear production and prevents
corneal hyperkeratinization (Nakamachi et al. 2016); it is
necessary for stable pupil maintenance (Keenan et al. 2016)
and it plays an important role in the regulation of circa-
dian rhythm via the retinohypothalamic pathway (Vereczki
et al. 2006). The general protective effects of PACAP can
also be observed in the eye. Although some data indicate
that PACAP may provoke inflammatory reactions in the
rabbit eye (Wang et al. 1997), most available data indicate
that PACAP has very potent protective effects in the retina
and cornea. For example, PACAP is protective in diabetic,
ischemic, inflammatory retinopathies, in retinopathy of pre-
maturity, in glaucoma (Atlasz et al. 2010; Kvarik et al. 2021;
Maugeri et al. 2019a; Szabo et al. 2021; Vaczy et al. 2018),
as well as traumatic and excitotoxic retinal injuries (Atlasz
et al. 2009; Seki et al. 2008).

PACAP and its receptors occur in ocular tissues in dif-
ferent species, such as rabbit, rat, and mouse (Troger et al.
2007; Wang et al. 1995). As the role of PACAP is emerging
also in human diseases as a biomarker and an increasing
number of data support the functions of PACAP in human
tissues, it is essential to investigate the distribution of
PACAP and its receptors in the human eye. However, there
are very few data regarding the occurrence and actions of
PACAP in the human eye. Olianas and coworkers (2002)
have reported that PACAP increases cAMP levels in fetal
retinas and could demonstrate the presence of the mRNA of
PACAP and of its receptors in retinal homogenates. Pigment
epithelial and corneal endothelial cells derived from human

eyes have been subject of a series of in vitro investigations
that show that PACAP stimulates adenylate cyclase, protects
the cells against growth factor deprivation, oxidative stress,
or hyperglycaemia, and stimulates various intracellular
signaling pathways (Fabian et al. 2012, 2019; Maugeri et al.
2017, 2018b, 2019a, b). Retinoblastomas have also been
shown to express PACAP receptors (Olianas et al. 1996),
where, interestingly, PACAP acts as a cytotoxic agent in high
concentrations (Wojcieszak and Zawilska 2014). However,
there are no further data available in the normal human eye.
Therefore, the aim of the present study was to describe the
distribution of PACAP-like immunoreactivity in the human
eye. As the protective effects of PACAP are predominantly
mediated by its specific PAC1-R, we also studied the pres-
ence of PAC1 receptor in different parts of the human eye.

Materials and Methods
Human Samples

Human eyes (N="7 patients; 6 boys, 1 girl) were used in this
experiment (ethical permission No: 6383-PTE 2018). The
age of patients, undergoing enucleation surgery because of
retinoblastoma, was 16 + 10 months. Only the tumor-free,
normal parts were used for histological analysis. Tissues
were fixed in 10% neutral buffered formalin, dehydrated in
graded alcohol series, embedded in paraffin, cut in 3-um-
thick sections with a rotational microtome (Microm HM
325, Thermo Scientific, Ltd.), and mounted on coated glass
microscope slides. After deparaffinization and rehydration,
samples were pretreated with heat-induced epitope retrieval
method in 1 mM (pH =6.0) citrate buffer in a microwave
oven for 15 min at 750 W. After cooling on room tempera-
ture, tissues were washed in TRIS buffered saline solution
(TBS) (pH=17.6).

Immunohistochemistry Analysis

For immunohistochemistry, samples were incubated in anti-
PACI1-R antibody (Cat. Nr. AVR-003, Alomone Labs, Ltd.,
1:125, 1 h at room temperature), and anti-PACAP38 (Cat.
Nr. T-4473, BMA Biomedicals, Ltd., 1:500, 1 h at room tem-
perature). Sections were washed in TBS and incubated with
HISTOLS-AP-R anti-rabbit alkaline phosphatase labelled
detection system (Cat. Nr. 30,011.R500A, Histopathology,
Ltd., 30 min at room temperature). After washing in TBS,
the reaction was developed with HISTOLS Resistant AP-
Red Chromogen/substrate System (Cat. Nr. 30,019, Histopa-
thology, Ltd.) in a dark environment. Staining intensity was
controlled under light microscope after 10 min of incubation
with the chromogen/substrate working solution. Our choice
was this chromogen substance for its magenta staining, so
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positive immunoreaction would also be visible in the pig-
mented cells. Sections were counterstained with hema-
toxylin solution, and bluing was performed with tap water.
Samples were dehydrated in alcohol, cleared in xylene, and
mounted with permanent mounting medium. Negative con-
trol was obtained when the primary antibody was replaced
with TBS. The slides were digitalized using a Panoramic
MIDI IT automatic digital slide scanner (3DHISTECH Ltd.,
Hungary) and images were taken with CaseViewer 2.3 soft-
ware (3DHISTECH Ltd., Hungary). Sections were analyzed
using a semiquantitative approach. Immunoreactivity was
scored by 3 researchers, between 0- +-+ +-+ + + depending
on the staining intensity.

Results

Results are summarized in Table 1. The outer layer of the
eyebulb, the tunica fibrosa or fibrous layer, consists of the
sclera and cornea. The sclera is a dense connective tissue
layer, which was negative for both PACAP and its PAC1-R.
The cornea, on the other hand, displayed positive areas. The
cornea has an outer epithelial layer made up of stratified
squamous non-keratinized epithelium and an inner endothe-
lial layer, made up of a single layer of simple squamous
cells, the endothelial cells, facing the anterior chamber.
Between the epithelial layers, the corneal stroma is found,

separated by the limiting membranes from the outer and
inner epithelium. While the stroma, which is similar in
its main histological characteristics to those of the sclera,
remained negative, the epithelial cells showed immunopo-
sitivity for both PACAP and PAC1-R. The outer epithelium
showed strong immunopositivity in the basal layers in all
sections and in the upper, planocellular layer in some sec-
tions. The middle polygonal layer did not show positivity in
any of the sections. These findings are indicated as 0/ ++in
Table 1. The inner endothelial layer was strongly positive in
all cases (Figs. 1A, B; 2A, B).

The middle layer of the eyebulb is the vascular layer, or
uvea, which is composed of the iris, ciliary body, and cho-
roid parts. The main tissue of the iris is the stroma, where
the sphincter and dilator pupillary muscles are embedded.
Behind the stroma, the blind part of the retina is located as
a double layer of pigmented epithelial cells. The magenta-
stained positive immunoreaction was visible for both PACAP
and its receptor (Figs. 1C, 2C). The stroma showed strong
immunoreactivity with both antibodies, but the distribution
of the immunoreactivity was uneven: the anterior part of
the stroma displayed stronger immunopositivity (indicated
as++4/+++in Table 1). Interestingly, the spinchter pupil-
lary muscle was more positive for PACAP than for PAC1-R,
which showed very weak positivity only in some sections
(PAC1-R indicated as 0-+in Table 1). The dilator pupillary
muscle was positive for PACAP in its entire length, while

Table 1 Localization and

) Structures PACAP PACI1-R
relative abundance of
PACAP and PACI-R Fibrous layer Cornea Epithelium o/++ o/ ++
immunoreactivity in the Stroma 0 0
human eye. The symbols )
provide a semiquantitative Endothelium ++ ++
evaluation of the density of Sclera 0 0
PACAP and PACL-R; +++: Vascular layer Iris Pigment epithelium +++ ++/+++
high density; ++: moderate Stroma I I
density; +: low density; 0:
no signal. In the table “/” Sphincter pupillary muscle +/++ 0-+
indicates the difference within Dilator pupillary muscle +++ 0/++
one section in different parts Ciliary body Pigmented epithelium +++ +++
of one layer, *-” indicates the Non-pigmented epithelium +++ ++
different distribution of the g P
immunopositivity between Stroma + +/+++
different sections Choroid 0 0
Nervous layer Nerve fiber layer + +
Ganglion cell layer 0/++ 0/+++
Inner plexiform layer ++ +/++
Inner nuclear layer 0/+ +
Outer plexiform layer 0 0-+
Outer nuclear layer 0 0-+
Layer of rods and cones 0-+ 0-+
Retinal pigmented epithelium ++ +++
Optic nerve Glia 0 ++
Neuropil ++ ++
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Fig. 1 Representative light
microscopic pictures of the
magenta-stained PAC1-R posi-
tive areas in the human eyes. A
Corneal epithelial cells showed
PACI1-R immunopositivity. B
Corneal endothelial cells were
strongly PACI1-R positive. C In
the iris, the pigmented epithelial
cells and stroma showed strong
immunopositivity. D The ciliary
body displayed strong positivity
at the bases of the ciliary pro-
cesses and weak immunosignal
was found in the ciliary muscle.
Pigmented epithelial cells
showed strong PAC1-R positiv-
ity with high magnification
(white arrowheads in inset) E
Several retinal layers displayed
high PAC1-R immunosignal.

In high magnification, PAC1-R
positive (white arrowheads)
and PAC1-R negative (black
arrowhead) cells are shown in
the ganglion cell layer. F The
optic nerve showed moderate
immunoreactivity for PAC1-R
in the neuropil, while glial cells
had strong immunopositivity.
Scale bar: 50 um (A, B, E, F);
100 um (C, D)

positive for PAC1-R only in the posterior part (indicated as
0/+ +in Table 1). The ciliary body stroma has the ciliary
muscle embedded, and the anterior part of the ciliary shows
projections called ciliary processes, which produce the aque-
ous humor. The posterior part of the ciliary is also covered
by the continuation of the non-visual part of the retina as an
outer pigmented and an inner non-pigmented layer (ciliary
part of the retina). The non-pigmented retinal layer showed

strong positivity for both PACAP and PAC1-R. The stroma
was weakly stained for PACAP, while PAC1-R immunosig-
nal was very strong at the bases of the ciliary processes and
very weak in the ciliary muscle (Figs. 1D, 2D). The choroid
was negative for the antibodies.

The retina has 10 layers, the first (pigmented) layer devel-
oping from the original outer layer of the eyecup, while the
other 9 layers derive from the original inner retinoblasts.
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Fig.2 Representative light
microscopic pictures of the
magenta-stained PACAP
positive areas in the human
eyes. A Epithelial basal layers
of the cornea showed strong
immunosignal. B Endothelial
layer of the cornea was strongly
positive for PACAP. C In the
iris, the stroma, sphincter
pupillary muscle showed strong
immunoreaction; the dilator
pupillary muscle had positiv-
ity only in the posterior part.

D The ciliary stroma showed
weaker staining. Inset high-
lights the pigmented epithelium
where high immunosignal was
shown (white arrowheads in
inset). E PACAP positivity was
observed in the retinal nerve
fiber layer, ganglion cell layer,
inner plexiform, and nuclear
layers and also in the pigmented
epithelium. Inset highlights the
PACAP positive ganglion cells
(white arrowhead) and PACAP
negative ganglion cells (black
arrowhead) distribution within
the ganglion cell layer. F Optic
nerve showed moderate immu-
noreactivity in the neuropil but
glial cells did not show PACAP
immunosignal. Scale bar: 50 pm
(A, B, E, F); 100 um (C, D)

Positivity for PACAP and very strong expression for PACI1-
R were detected in the pigmented epithelial layer, where the
magenta color was easily distinguishable from the brown pig-
mentation of the epithelial cells. The layer of the photorecep-
tors (rods and cones) showed weak or no immunostaining in
an individually variable pattern (indicated as 0-+in Table 1),
similarly to the outer nuclear and plexiform layers, which
displayed a weak signal for PACI-R only in some samples.
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The inner nuclear layer contains the cell bodies of the bipolar
neurons, those of the retinal interneurons (amacrine and hori-
zontal cells) and those of the retinal Miiller glial cells. This
layer was positive in most cases for both the peptide and the
receptor. An interesting staining pattern was observed in the
ganglion cell layer, where very strong immunosignal could be
seen in some of the ganglion cells, while others were negative
(indicated as 0/+++in Table 1, Figs. 1E, 2E). The optic
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nerve is formed from the axons of the retinal ganglion cells.
As a projection of the diencephalon during development, it is
not a peripheral nerve, but part of the central nervous system.
Therefore, the optic nerve is covered by the meninges and
contains glial cells of the central nervous system. In the optic
nerve, we found moderate immunoreactivity for PACAP and
PACI1-R in the neuropil, while the glial cells only displayed
immunoreactivity for the receptor (Figs. 1F, 2F). Schematic
representations of our findings are shown in Fig. 3.

Discussion

In the present study, we described the distribution of PACAP
and PAC1-R-like immunoreactivity in the human eye. We
found immunopositivity in the corneal epithelium and
endothelium, in the stroma and muscles of the iris and cili-
ary body. The retina displayed strong immunoreactivity in
several layers, including the pigment epithelial cells, while
the optic nerve had weaker immunoreactivity.

PACAP has been shown to occur in retinas and other
ocular tissues of various species. Most studies have used
rat and mouse retinas, where strong PACAP and receptor
expression has been described (D’Agata and Cavallaro 1998;
Denes et al. 2019). In mice, detailed mapping of PACAP
and PACAP receptors is available by Seki and coworkers
(Seki et al. 1997, 1998, 2000; Shioda et al. 2016). Simi-
larly, PACAP and PAC1-R expression has been found in

the chick retina, where PACAP expression shows circadian
rhythm (Borba et al. 2005; Jozsa et al. 2001). PACAP has
also been described in the turtle and fish retina (Grone et al.
2007; Reglodi et al. 2001). In several species, including
monkeys, PACAP and melanopsin have been found to be
co-stored in the melanopsin-containing retinal ganglion cells
(Hannibal et al. 2014). Other parts of the eye have been less
investigated. PACAP immunoreactivity has been described
in the cat choroid (Elsés et al. 1996), while radioimmu-
noassay studies have revealed PACAP immunoreactivity in
homogenates of the iris, ciliary body, cornea, retina, and
choroid of the rabbit eye (Nilsson et al. 1994; Wang et al.
1995). Our study described, for the first time, the detailed
distribution of PACAP and PAC1-R-like immunoreactivity
in the human eye. The samples were from children under 3
undergoing enucleation surgery because of retinoblastoma.
Therefore, the distribution could be different in adult eyes,
but the eyebulbs used in our study showed fully developed
ocular structures.

In the human retina, only Olianas and coworkers (2002)
have reported that PACAP increases cAMP levels in fetal reti-
nas and could demonstrate the presence of mRNA of PACAP
and its receptors in retinal homogenates. We found that several
layers, including the ganglion cell layer, express PACAP and
its PAC1-R with a distribution pattern described in other
mammalian species. Previously, it has been found that almost
all intrinsically photosensitive melanopsin-containing gan-
glion cells express PACAP in mice, rats, and even in monkeys
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(Hannibal et al. 2014). These cells are thought to play a role in
the transmission of light information for the centers responsi-
ble for generating circadian rhythm (Hannibal and Fahrenkrug
2004).

The retinoprotective effects of PACAP are widely known
and have been proven by dozens of animal models and
in vitro studies (Atlasz et al. 2016; Shioda et al. 2016).
PACAP has also been shown to have a role against reti-
nal aging, as early aging signs have been demonstrated in
PACAP knockout animals (Kovacs-Valasek et al. 2017). Ear-
lier it has been demonstrated that the melanopsin-containing
retinal ganglion cells (which also express PACAP) are more
resistant to degenerative processes, and this has raised the
possibility of PACAP being involved in the endogenous pro-
tective machinery (La Morgia et al. 2011). Indeed, we have
shown that mice lacking PACAP have increased vulnerabil-
ity in models of retinal ischemia and retinopathy of prema-
turity (Kvarik et al. 2021; Szabadfi et al. 2012). The retinal
pigment epithelial cells, as the first layer of the neural retina,
play an important role in the photoprotection, metabolism,
membrane renewal, vitamin A storage, and growth factor
supply of the photoreceptors. Their involvement in several
retinal diseases has been implied, such as diabetic retinopa-
thy and age-related degeneration, and in vitro studies from
human retinal pigment epithelial cells have described protec-
tion by PACAP against several harmful effects (Fabian et al.
2019; Maugeri et al. 2017, 2019a).

The pigment layer continues also in the blind part of the
retina, where it is reflected in the iris to form two pigmented
layers in the posterior border of the iris. In the posterior part
of the ciliary body, the continuation of the retinal pigment
epithelial cells forms the outer pigmented layer of the cili-
ary part of the retina, while a non-pigmented inner layer is
derived from the embryonic inner layer of the retina. This
latter structure builds the barrier between capillaries and
the aqueous humor, thus playing an important role in the
production of the aqueous humor. We found that both layers
of the blind part of the retina express strong immunoreac-
tivity for PACAP and its receptor. The presence of PACAP
in the aqueous humor has been investigated in rabbit and
human fluid samples, which showed that PACAP could not
be detected under normal conditions, only after stimulation,
when PACAP levels increased in the aqueous humor (Brubel
et al. 2011; Wang et al. 1997). Although the direct involve-
ment of PACAP in the aqueous humor production is not yet
established, several lines of evidence support this hypoth-
esis. CAMP is known to trigger transepithelial fluid trans-
port across the ciliary epithelium in mammals (Cheng et al.
2016; Kong et al. 2006). As PACAP is a cAMP stimulating
peptide, it can be assumed that the neuropeptide plays a role
endogenously in the aqueous humor production. Further-
more, PACAP and its receptors have also been shown to act
on chloride channels, which are essential in the production
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of aqueous humor, independently from the cAMP pathway
(Alshafie et al. 2014; Derand et al. 2004; Leung et al. 2001;
Martinez-Rojas et al. 2021). The role of PACAP has been
implied not only in the production, but also in the absorption
of the aqueous humor, as our most recent data have provided
evidence that PACAP treatment leads to reduced intraocular
pressure in a rat model of glaucoma (Szabo et al. 2021).

In addition to the pigmented epithelial cells of the iris and
ciliary body, the stroma and the muscles also showed immu-
nopositivity. Earlier studies have reported on the effects of
PACAP on the intraocular smooth muscles. Yamaji et al.
(2005) showed that PACAP enhanced sphincter response,
but had no effect on the dilator pupillary muscle. The
involvement of PACAP in the pupillary light reflex is also
strengthened by the observation that both PACAP and PACI
deficient mice have attenuated reflex (Engelund et al. 2012;
Keenan et al. 2016). Although different, even contradic-
tory data are available on the effect of PACAP on the iris
muscles, a recent study has reported that the effect on the
sphincter reflex depends on the light conditions, which might
explain the reported differences (Keenan et al. 2016).

In addition to the inner and middle layers of the eye, we
found strong immunoreactivity in the cornea part of the out-
ermost, fibrous layer of the eye, where the outer epithelial
and inner endothelial layers were positive for both the pep-
tide and its receptor. PACAP treatment on the corneal sur-
face has been shown to induce recovery of the epithelial cells
and also of the sensory innervation (Fukiage et al. 2007; Ma
et al. 2015; Wang et al. 2019). PACAP KO mice present dry
eye symptoms with corneal hyperkeratinization, also point-
ing at the importance of endogenous PACAP (Nakamachi
et al. 2016). Our finding that the endothelial cells display
strong immunoreactivity for both PACAP and PAC1 recep-
tors is in agreement with findings of Maugeri and coworkers
(2019b), who showed the presence of PACAP and PACI-
R in corneal endothelial cells isolated from human corneal
cells. PACAP’s protective effects have been confirmed in
these cells (Maugeri et al. 2019b). Among others, PACAP
showed protective effects against growth factor deprivation
and induced epidermal growth factor receptor phosphoryla-
tion. These results show that PACAP may be an important
factor in corneal integrity (Maugeri et al. 2018b, 2019b).

PACAP and/or its receptors have been shown in most human
tissues, with the eye being an exception. In the present study,
we provided evidence for the widespread occurrence of PACAP
and its PAC1-R in the human eye. In human tissues, expression
levels of PACAP and/or its receptors show alterations in various
diseases. This has raised the question whether PACAP could
be used as a biomarker for disease diagnosis and/or prognosis.
Recent studies show diagnostic value of serum PACAP in non-
traumatic osteonecrosis (Zhu et al. 2021), migraine (Yan et al.
2021), anxiety disorder (Ross et al. 2020), post-traumatic stress
disorder (Wang et al. 2021), and multiple sclerosis (Al-Keilani
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etal. 2021). Tissue PACAP has also been suggested as a marker
for tumor progression, like cervical cancer (Jung et al. 2011),
tumors of kidney, testis, prostate and thyroid gland, pancreas,
and large intestine (Bardosi et al. 2016; Ferencz et al. 2019;
Godlewski and Lakomy 2010; Lindner et al. 2021; Nakamura
et al. 2014; Szanto et al. 2012; Tamas et al. 2016). A recent
human study investigating the transcriptomic profile of skin
samples from patients undergoing carpal tunnel decompres-
sion surgery indicated that PACAP gene was the most strongly
upregulated gene and its expression correlated with nerve fiber
regeneration further suggesting a therapeutic potential in using
PACAP for nerve regeneration (Baskozos et al. 2020; Maugeri
et al. 2020a, b). All these studies draw attention to the impor-
tance of PACAP in human tissues. Very limited data had been
available on the occurrence and almost no data on the distribu-
tion of PACAP and its receptors in the human eye. As dozens
of studies have described different effects of PACAP in the eye,
our study indicating the widespread occurrence of PACAP and
its specific receptor in the human eye implies that the in vitro
cellular effects and in vivo results from animal studies have
translational value and most probably are also present in the
human eye.
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Abstract: Despite the high probability of glaucoma-related blindness, its cause is not fully understood
and there is no efficient therapeutic strategy for neuroprotection. Vascular factors have been suggested
to play an important role in glaucoma development and progression. Previously, we have proven the
neuroprotective effects of pituitary adenylate-cyclase-activating polypeptide (PACAP) eye drops in
an inducible, microbeads model in rats that is able to reproduce many clinically relevant features of
human glaucoma. In the present study, we examined the potential protective effects of PACAP1-38 on
the retinal vasculature and the molecular changes in hypoxia. Ocular hypertension was induced by
injection of microbeads into the anterior chamber, while control rats received PBS. PACAP dissolved
in vehicle (1 ug/drop) or vehicle treatment was started one day after the injections for four weeks
three times a day. Retinal degeneration was assessed with optical coherence tomography (OCT), and
vascular and molecular changes were assessed by immunofluorescence labeling. HIF1-« and VEGF-A
protein levels were measured by Western blot. OCT images proved severe retinal degeneration
in the glaucomatous group, while PACAP1-38 eye drops had a retinoprotective effect. Vascular
parameters were deteriorated and molecular analysis suggested hypoxic conditions in glaucoma.
PACAP treatment exerted a positive effect against these alterations. In summary, PACAP could
prevent the severe damage to the retina and its vasculature induced by ocular hypertension in a
microbeads model.

Keywords: retina; glaucoma; PACAP; neuroprotection; vasculature

1. Introduction

Glaucoma is a common optic neuropathy characterized by the progressive loss of
retinal ganglion cells (RGCs) and the degeneration of their axons that build the optic
nerve. Although genetic predisposition and age are significant risk factors for the disease,
increased intraocular pressure (IOP) remains the only modifiable risk factor [1,2]. Current
therapies are only able to delay RGC apoptosis by lowering IOP [3]. Agents, such as
alpha adrenergic receptor blockers, beta-blockers, or prostaglandins, can only facilitate
the outflow of the aqueous humor (AH) or decrease fluid production [3,4]. There is a
strong need for accessory therapeutic treatments that can prevent neuronal apoptosis [5,6].
Although the exact underlying pathogenesis of neuronal apoptosis in glaucoma has not
been fully clarified, evidence shows that oxidative stress, glial activation, and inflammatory
reactions play a role in the pathomechanism [7-9]. Typical hallmarks of glaucomatous
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retinopathy include the reduced thickness of the retinal nerve fiber layer (RNFL), greater
cup to disk ratio, and characteristic visual field defects [1,10,11]. Considerable evidence
shows a correlation between retinal vessel changes and reduced retinal thickness [12].

Dysregulation of blood flow with subsequent hypoxia has been suggested to have
a connection to RGC death in glaucoma [13]. The “vascular theory” of glaucoma patho-
genesis hypothesizes an association between optic nerve damage and retinal vasculature
changes [12,14]. The retinal and optic nerve blood flow is a tightly autoregulated system,
the disruption of which will lead to retinal injury [1,15,16].

Pituitary adenylate-cyclase-activating polypeptide (PACAP) is a neuropeptide with
several biological functions. It has two biologically active forms: the 27 amino acid long
PACAP1-27 and the longer PACAP1-38. As PACAP1-38 is the dominant form of the
peptide, we applied the longer form in our experiments and refer to it simply as PACAP
in the manuscript. It is the most conserved member of the secretin/glucagon/vasoactive
intestinal peptide (VIP) superfamily [17-19]. PACAP elicits its actions through G-protein-
coupled receptors, PAC1 and VPAC1/2, which can also bind VIP [19-21]. Soon after
its discovery, it had become evident that PACAP has strong neuroprotective effects in
various in vivo and in vitro models such as cerebral ischemia, Huntington’s disease, and
Parkinson’s disease [22-25]. PACAP is now considered as a potent neuroprotective and
cytoprotective peptide with potential therapeutic effects. In the retina, PACAP has been
shown to be protective in several models of retinopathy. Our research team found that
PACAP could protect against ischemia-induced changes and promote the anti-apoptotic
pathways [26-28]. Furthermore, PACAP counteracts the damaging effects of UV light,
oxidative stress, optic nerve transection, excitotoxins, hyperoxia/hypoxia, hyperglycemia,
and endotoxins [17,27-31]. We have previously proved that PACAP is able to pass through
the ocular barriers with an appropriate vehicle [32], and that PACAP, in the form of eye
drops, is protective in a hypertensive glaucoma model [33]. Given the importance of
vascular changes and hypoxia in glaucoma, the purpose of the present study was to further
investigate the potential protective effect of PACAP eye drops on glaucomatous vasculature
and on the subsequent hypoxia markers.

2. Results
2.1. Morphological Changes of the Retina

Retinal morphology was analyzed in vivo during the examination period. OCT retinal
scan images were made one day before the microbead injection and at the end of the
examination period. PACAP administration in PBS-injected animals did not result in
any alterations in the retinal layers (Figure 1A). Retinal layers in the microbeads-injected
vehicle-treated animals (Beads+S) showed signs of severe retinal degeneration compared
to the PBS controls (Figure 1A,B). In the Beads+S group, a significant difference was
detected in the RNFL thickness (9.10 & 0.12 pm) compared to the PBS-injected controls
(10.02 £ 0.16 um) and to the PACAP-treated microbeads-injected group (9.64 + 0.18 um).
Also, the outer plexiform layer (OPL) thickness decreased (5.00 & 0.14 pm) in contrast to
the control groups (5.97 & 0.16 pm) and the PACAP-treated group (5.72 £ 0.13 um). The
photoreceptors showed a notable reduction compared to the control groups both in the inner
segment (IS) (8.03 & 0.12 um) and the outer segment (OS) (19.82 £ 0.76 pm). A remarkable
decrease was observed in the total thickness of the Beads+S group (184.77 £ 4.38 um)
compared to the control groups (203.44 £ 2.51 um). PACAP treatment led to a significant
amelioration in the total retinal thickness (212.10 £ 2.36 um) (Figure 1A,B). In summary,
the microbeads-injected vehicle-treated group showed the typical signs of glaucoma with
structural degeneration, while PACAP treatment could counteract the deteriorating effects
of high IOP.
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Figure 1. Optical coherence tomography (OCT) results. (A) Retinal OCT images demonstrating the
normal retinal architecture in the control groups (PBS+S; PBS+P). In the glaucomatous vehicle-treated
group (Beads+S), remarkable retinal changes can be observed. A significant amelioration of the retina
was detected after PACAP1-38 topical administration (Beads+P). Scale bar: 50 um. (B) Significant
differences could be seen in the Beads+S group compared to the control groups in the following
layers: RNFL, OPL, IS, OS, total retinal thickness. Values are expressed as mean + SEM, analyzed by
ANOVA and Fisher’s post hoc test. * p < 0.05, Beads+S vs. PBS+S; # p < 0.05, Beads+S vs. Beads+P;
(Abbreviations: RNFL: retinal nerve fiber layer, IPL: inner plexiform layer, INL: inner nuclear layer,
OPL: outer plexiform layer, ONL: outer nuclear layer, IS: inner segment, OS: outer segment, RPE:
retinal pigment epithelium; PBS: phosphate-buffered saline; S: Systane; P: PACAP1-38).
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2.2. Vessel Analysis

The PBS-treated control groups did not show any remarkable vascular differences
in either the vehicle-treated (PBS+S) or the PACAP-treated (PBS+P) groups (Figure 2A).
Analysis of isolectin-B4-labeled retina vessels indicated a significant 20% reduction in the
total vessel length in the Beads+S group compared to the control groups (Figure 2B). A
major difference (19% decrease) was found in the total number of junctions in the Beads+S
group compared to the PBS+S group (Figure 2B). The number of endpoints was reduced
by 20% in the Beads+S group compared to the controls (Figure 2B). The lacunarity in
the vehicle-treated glaucomatous group increased by approximately 20%, indicating a
severely reduced vessel coverage of the inner retina (Figure 2B). In the case of the PACAP-
treated (Beads+P) group, the vessel morphology was similar to that of the control groups
(Figure 2A,B).

th

0.25 #
H

o

=
-]

=
o

Lacunarity

2
Y
(=
o

0.0

o
°
=4
2

5 2 e R
& & & & F

Normalized total number of junction
Mormalized total number of end point

o o g 3 g

& &S & & & & &
Figure 2. Assessment of retinal capillary network. (A) Whole-mount retinas were labelled with
isolectin B4 and visualized to examine blood vessel morphology (left panel). Blood vessels were
reconstructed and analyzed with AngioTool (right panel). Red color indicates the vessels, blue color
the junction points, and yellow color the lacunarity. (B) Following the hypertensive conditions in
the microbeads-injected vehicle-treated group (Beads+S), significant remodeling occurred, indicated
by the decrease in the total vessel length, number of junctions, and end points and an increase in
lacunarity, which indicates reduced vessel coverage of the retina. In the case of the PACAP1-38-
treated glaucomatous group (Beads+P), these parameters remained similar to the control groups
(PBS+S; PBS+P). Scale bar: 500 pm. Values are expressed as mean £ SEM, analyzed by ANOVA and
Fisher’s test. * p < 0.05, Beads+S vs. PBS+S; # p < 0.05, Beads+S vs. Beads+P; (Abbreviations: PBS:
phosphate-buffered saline; S: Systane; P: PACAP1-38; IsoB4: isolectin B4 label).

2.3. Vascular Density Changes

Microvascular densities of PBS-injected control groups (PBS+S, PBS+P) were similar
(Figure 3A). However, quantitative analysis of the vascular density showed a significant
reduction (20%) in the Beads+S group compared to the controls (Figure 3B). In the Beads+P
group, vascular density remained similar to the controls (Figure 3A,B).
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Figure 3. (A) Representative vascular images of the four groups. (B) Vascular density analysis
suggested a significant decrease in the vessel distribution of the Beads+S group. In the PACAP1-
38-treated glaucomatous group, the vascular density was similar to the control groups (PBS+S;
PBS+P). Scale bar: 1000 um. Values are expressed as mean + SEM, analyzed by ANOVA and
Fisher’s test. * p < 0.05, Beads+S vs. PBS+S; # p < 0.05, Beads+S vs. Beads+P; (Abbreviations: PBS:
phosphate-buffered saline; S: Systane; P: PACAP1-38).

2.4. Immunohistochemical Changes

The PBS-injected groups (PBS+S; PBS+P) did not show any notable immunofluorescent
changes either in retinal HIF1-o or VEGF-A expressions (Figure 4A,B). In the case of the
Beads+S group, an intense level of HIF1-oc immunopositivity was observed compared to
the control (PBS+S; PBS+P) groups (Figure 4A,B). A higher level of immunopositivity was
detected in hypoxic conditions in the GCL and in the IPL. The Beads+P group had a slightly
higher HIF1-« positivity within the GCL than the controls. The VEGF-A expression was
also more intense in the vehicle-treated glaucomatous group, particularly within the GCL
and RNFL. The PACAP-treated glaucomatous group had a lower level of VEGF-A signal
compared to the Beads+S group.

2.5. Protein Level Changes

We aimed to further investigate and quantitatively evaluate the protein levels of
HIF1-«, and VEGF-A by immunoblotting (Figure 5A,B). In the two control groups (PBS+S;
PBS+P), the HIF1-« level was low. Eight weeks after the microbead injections, the Beads+S
group showed a significant elevation in the HIF1-« level compared to the control and
to the Beads+P group. In the PACAP-treated glaucomatous group, similarly to the im-
munofluorescence results, a lower level of HIF1-o expression was detected, which was not
significantly different from the control groups. For the VEGF-A protein levels, a significant
increase was found in the Beads+5 group compared to the control groups. After PACAP
administration, we did not observe an increase in the expression of VEGF-A protein.
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Figure 4. Representative vertical retinal sections (A,B) (retinal areas within 1 mm of the optic nerve)
stained by HIF1-« (A) and VEGF-A (B) antibodies showing the effects of elevated IOP in the four
examined groups (PBS+S, PBS+P, Beads+S, Beads+P). Increased IOP resulted in an elevation of HIF1-a
(green) (A) and VEGF-A (green) (B) immunopositivity in the Beads+S group compared to the controls
(PBS+S, PBS+P). We found that the increase in HIF1-oc and VEGF-A expressions were counteracted by
topical PACAP1-38 treatment (Beads+P). Scale bar: A, B: 100 um. (Abbreviations: PBS: phosphate-
buffered saline; S: Systane; P: PACAP1-38; HIF1-«: hypoxia-inducing factor 1 «; VEGF-A: vascular
endothelial growth factor A, OLM: outer limiting membrane, ONL: outer nuclear layer, OPL: outer
plexiform layer, INL: inner nuclear layer, IPL: inner plexiform layer, GCL: ganglion cell layer).
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Figure 5. (A) Representative panels show the results of Western blot analysis of HIF1-« and VEGF-A
from protein lysates of the four examination groups. The HIF1-« levels increased in the glaucomatous
vehicle-treated (Beads+S) retina compared to controls. (B) Bar chart shows the relative changes of
HIF1-« and VEGF-A in the four examination groups normalized to the internal control (GAPDH).
Values are expressed as mean + SEM, analyzed by ANOVA and Fisher’s test. * p < 0.05, Beads+S vs.
PBS+S; # p < 0.05, Beads+S vs. Beads+P; (Abbreviations: PBS: phosphate-buffered saline; S: Systane;
P: PACAP1-38, HIF1-a: hypoxia-inducible factor 1 «, VEGF-A: vascular endothelial factor-A).
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3. Discussion

In this study, we investigated the protective effects of PACAP in a rat model of
glaucoma from the perspective of vascular theory. Numerous studies have previously
achieved the induction of ocular hypertension (OHT) by blocking AH outflow with mi-
crobeads [34-36]. In our previous study, we proved that PACAP eye drops had a neuropro-
tective and IOP-lowering effect in the hypertensive glaucoma model [33]. Recent studies
have started to focus on different aspects of the pathomechanism of glaucoma, such as vas-
cular disruption [37]. Here, we demonstrated that PACAP is able to decrease the hypoxic
conditions and preserve the retinal vasculature in the hypertensive glaucoma model.

In numerous animal studies, it has been described that PACAP and its specific receptor
PAC1 are expressed in several parts of the eye, especially in the corneal endothelium and
epithelium, in the ciliary body, and in the retinal ganglion and Miiller cells [25]. In our
previous study, we investigated the distribution of PACAP and PAC1 receptors in human
eyes. We found a distribution similar to animal studies; PACAP and its receptor were
present in the corneal endothelium and epithelium, in parts of the vascular layer, especially
in the ciliary body, in the retinal layers, and also in the optic nerve [38]. The ability of
PACAP to pass through the ocular barriers in form of eye drops and the presence of the
specific receptor in the ciliary body and iris provide the background for the receptor-binding
of PACAP provided in form of eye drops [32].

In vivo imaging of retinal structures has been increasingly recognized as a valuable
tool in the investigation of retinal degeneration in animal models [39-41]. Also, recent
studies on glaucoma patients have confirmed that OCT enables the detection of structural
damage in the RNFL. Histologically, the loss of photoreceptors has been observed in hu-
man and primate glaucoma [42—-44]. A previous study has suggested that the thickness
between the retinal pigment epithelium (RPE) and OS is associated with visual sensitivity
in glaucoma [45]. In our microbeads model, the moderate hypertension induced mor-
phological changes in several retinal layers (total retinal thickness, RNFL, OPL, IS, OS).
These changes were similar to another SD glaucoma model induced by episcleral vein
occlusion [45]. The segments of the photoreceptor layer showed a significant decrease,
which is in accordance with our previous study where we suggested there to be functional
damage of the photoreceptors [33]. In addition, electroretinography (ERG) studies have
reported the involvement of both the outer and inner retina in glaucoma, with reduced and
delayed a- and b-wave amplitudes [46]. These results are in accordance with our previous
functional assessment data where we found significantly decreased a- and b-waves in
glaucoma [33]. As was also described earlier, we could demonstrate that the outer retina is
affected along with the expected thinning of the RNFL [46]. Glaucoma also affected the
whole retinal thickness [33]. A decrease of 10% was observed in the RNFL layer of the
Beads+S group compared to the PBS-treated groups. In another animal model of glaucoma,
Lakshmanan and co-workers (2020) found an approximately 17% decrease in this layer 8
weeks after the occlusion of the episcleral vein [45]. Our present OCT results are also in
accordance with our previous study. In the present study, we could also show the thinning
between the OLM-ILM and the total retinal thickness. [33]. These findings in the rat model
are comparable to those in human glaucoma in terms of reduced total retinal thickness in
the early stage of the disease [47,48]. The application of PACAP eye drops could protect
the whole retinal morphology in glaucoma and could also preserve the inner and outer
layers of the retina.

The “vascular theory” of glaucoma pathogenesis hypothesizes the association of optic
nerve damage and glaucoma with the changes in retinal vasculature. Microcirculatory
changes have also been observed in glaucoma patients, and disrupted ocular blood flow
leads to retinal injury [14]. The perfusion of the ONH depends on three key contributors:
systemic blood pressure, IOP, and autoregulatory mechanisms. The retinal ganglion cells
are supported metabolically and functionally by these three factors. Fluctuation of the IOP
results in vascular dysregulation, which is worse than stably reduced circulation due to
increased IOP. We observed compromised vascularization in the glaucomatous group, but
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PACAP could prevent these changes [37,49]. Animal studies found similar changes in the
retinal microvasculature in a rat magnetic bead model of ocular hypertensive glaucoma [37].
In a previous study, it was described that the retinal structure changes appeared after the
decrease in the retinal blood flow in glaucoma patients. Our present results suggested the
disruption of the retinal vasculature in the glaucomatous group. In the case of the PACAP
eye drops, the vasculature was similar to the control groups.

The dysregulation of blood flow with subsequent hypoxia in glaucoma has been
suggested to have a connection to retinal ganglion cell death [16]. Immunohistochemical
studies described that HIF1-«x levels were elevated in human post-mortem glaucomatous
retinal tissue, which indicates hypoxic conditions [50]. Accordingly, our results demon-
strated a similar change in the HIF1-« levels in retinal section. Also, this difference was
supported by Western blot analysis. In the present study, we obtained results similar to
Zhou and co-workers [51,52] that indicate HIF1-« was increased in the retinal tissues after
IOP elevation. Elevated IOP is one of the most critical risk factors of glaucoma which can
result in retinal ischemia [53]. In hypoxic conditions, HIF1-« is an important endogenous
signaling molecule, contributing to physiologic changes in homeostasis [54]. A hypoxic
microenvironment induces the activation of HIFs. Hypoxia-inducible factor-1 is an oxygen
regulated transcription factor that controls oxygen homeostasis. In hypoxic conditions,
HIF1-« regulates the activation of various genes, including glucose transporters, vascular
endothelial growth factor, and other genes, which increases oxygen supply or increases
metabolic adaptation to the hypoxic conditions. In the affected tissues, HIFs upregulate
the production of some growth factors, mainly VEGF-A, which is produced in the eye, not
only by RPE but also by ganglion cells, Miiller glia, pericytes, and endothelial, glial, neural,
and smooth muscle cells. VEGF-A acts on small blood vessels, inducing leakage of fluid in
the retina and obliteration of capillaries, causing extra hypoxia and a further increase in
VEGF-A production [55,56].

There are only few studies that have examined VEGF-A in glaucoma. VEGF-A levels
were shown to be increased in the plasma of glaucoma patients when compared to healthy
controls and in the aqueous humor of glaucoma patients compared to their plasma VEGF-A
levels [57,58]. Despite these findings, neovascularization is not impacted in glaucoma
and the exact role of VEGF-A has not been examined in the glaucomatous retina [59]. We
showed the localization of VEGF-A within the retina, which was similar to that previously
found, primarily localized to the RGC layer and the inner nuclear layer [59,60]. Previously,
Maugeri and co-workers provided evidence that PACAP is able to decrease and inhibit
HIF1-oc and VEGEF-A expression in a diabetic macular edema model [61]. Our present results
confirmed elevated expression of HIF1-« and VEGF-A in glaucoma, and our findings
suggest that PACAP is able to reduce the hypoxia-induced retinal and microvascular
damage by decreasing HIF1-« and VEGF-A expression in glaucoma. Although VEGE-A
is responsible for neovascularization, several studies found a lack of neovascularization
in glaucoma, with an increased level of VEGF-A. This paradox question still needs to be
answered.

It is well known that PACAP has anti-apoptotic, anti-inflammatory, and anti-oxidant
effects, leading to neuroprotection [19]. It has been stated that PACAP eye drops can
suppress the symptoms of dry eye syndrome. PACAP eye drops increase tear secretion,
cAMP release, and aquaporin expression in the infraorbital lacrimal gland [62]. It has also
been described that PACAP has a protective effect in hypoxic conditions in BCCAO-induced
retinopathy, in diabetic macular edema, and in retinopathy of prematurity [32,61,63]. This
list of retinopathies is now extended to glaucoma. Studies on animals and humans suggest
the presence of dopamine receptors in the anterior segment of the eye, such as the ciliary
body, as well as in the retina, and DA3 receptors play a crucial role in the AH outflow. It is
well known that PACAP has a neuroprotective effect on dopaminergic cells and PACAP
is able to enhance the production and exocytosis of dopamine. Thus, the protective effect
of PACAP might be related to the dopaminergic system [64,65]. In summary, our study
provided evidence that PACAP, in a model of glaucoma, can preserve retinal structure,
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decrease vascular damage, and decrease hypoxia markers. These results suggest that
PACAP eye drops could be a potential future therapeutic agent in glaucoma treatment.
However, further study is needed to understand the exact underlying mechanism behind
the protective effect.

4. Materials and Methods
4.1. Animals

This study was performed on adult male Sprague-Dawley (SD) rats (n = 30) weighing
300-500 g. Animals were maintained under a 12 h light/dark cycle and fed and watered ad
libitum. All procedures were undertaken in accordance with the Animal Research Review
Committee of the University of Pecs, Hungary (No. BA02/2000-50/2022) and directives
of the National Ethical Council for Animal Research, the European Communities Council
(86/609/EEC), and ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research. Rats were divided randomly into four experimental groups: (i) PBS + vehicle
(Systane (S)) n = 5; (ii) PBS + PACAP1-38 (P) n = 5; (iii) microbeads + vehicle (S) n = 10;
and (iv) microbeads + PACAP1-38 n = 10, referred to as PBS + S; PBS + P; Beads + S; and
Beads + P, respectively.

4.2. Induction of IOP Elevation

Intraocular pressure elevation was induced using a microbeads model, detailed previ-
ously [33]. Animals were anesthetized with intraperitoneal ketamine (90 mg/kg; Calypsol,
Richter Gedeon, Budapest, Hungary) and xylazine (10 mg/kg; Sedaxylan, Dechra, Ams-
terdam, The Netherlands) injection. Before the microbeads injection, we applied Braunol
solution (B. Braun Medical AG, Sempach, Switzerland) to prevent infections. The fluo-
rescent (580/603 nm) polystyrene microbeads (FluoSpheres™ Polystyrene Microspheres;
10 um Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) (3.6 x 10° beads/mL; 10 uL/injection)
were introduced into the anterior chamber of the eyes by Hamilton syringe (33 G needle).
After the injections, anti-inflammatory eye drops (Tobrex, 3 mg/mL; Alcon, Budapest, Hun-
gary) were used to prevent inflammation and support corneal healing. The same volumes
of PBS were injected into the control (normotensive) groups (Figure 6). The procedure was
repeated two weeks after the first injection. During the examination period, IOP changes
were recorded with a rebound tonometer (Tonolab, Icare, Vantaa, Finland).

Beads injeéted
Normotensive control
Beads injected

Figure 6. Distribution of microbeads in the anterior chamber. (A) Representative photograph
immediately after the PBS (normotensive group) or microbeads injection. After the injection, the red
microbeads start to float towards the iridocorneal angle. (B) Representative photograph 8 weeks
after the microbeads or PBS (normotensive group) injection. Microbeads are driven into the drainage
structures of the eye via the natural flow of the aqueous humor.
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4.3. Eye Drops Treatment

One day after the first injections, the eyes were treated with Systane (vehicle) solution
(S) (Alcon, Budapest, Hungary) or PACAP (P) eye drops (1 ug/drop) (PACAP1-38 was syn-
thesized at the Department of Medical Chemistry, University of Szeged, Szeged, Hungary).
Rats were treated three times a day with one drop for 4 consecutive weeks.

4.4. Optical Coherence Tomography Examination and Morphological Analysis

Non-invasive, in vivo imaging was implemented with Optical Coherence Tomography
(OCT). This technique was designed to acquire high-resolution images of the anterior
chamber or the retina in real-time. Rats were anesthetized with intraperitoneal injection
of ketamine (90 mg/kg; Calypsol, Richter Gedeon, Budapest, Hungary) and xylazine
(10 mg/kg; Sedaxylan, Dechra, The Netherlands). Pupils were dilated with topically
administered eye drops of 0.01% atropine. During the procedure, we applied artificial
tear (Systane solution, Alcon, Budapest, Hungary) to protect the corneal surface. OCT
imaging was performed 8 weeks after the first microbeads injections. Radial volumetric
images, centered on the optic nerve, were acquired from both eyes with SD-OCT, and
were analyzed and evaluated by the Bioptigen Diver program (Spectral Domain Optical
Coherence Tomography (Bioptigen, Durham, NC, USA)).

4.5. Immunohistochemistry

Rats were sacrificed 8 weeks after the microbeads injections. Eyes (n = 20) were
dissected in 0.1 M PBS and fixed in 4% paraformaldehyde dissolved in 0.1 M phosphate
buffer (PB) for 2 h at room temperature followed by washing in 0.1 M PBS for one hour.
Then, eyecups were immersed into a 10-20-30% sucrose solution and embedded in O.C.T.
compound-mounting media (Tissue-Tek Cryo, Leica, Deer Park, IL, USA). Thin sections
were made (15-17 pm) on gelatin-coated slides with cryostat (LeicaCM1950, BioMarker,
Budapest, Hungary) and processed further for immunohistochemistry.

After rehydration with 0.1 M PBS, sections were blocked for 2 h in 5% normal donkey
serum, 3% bovine serum in PBS 0.3% Triton™ X-100 (PBST) at room temperature and
then incubated overnight at 4 °C with rabbit anti-HIF1-« (Sigma-Aldrich, Budapest, Hun-
gary) diluted in 1:200 in antibody-diluting buffer or mouse anti-VEGF-A (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) diluted in 1:200 in antibody-diluting buffer. Immunoreac-
tivity was detected with Alexa Fluor-488, donkey anti-mouse (Jackson Immuno Research,
Cambridgeshire, UK) and Alexa Fluor-488, donkey anti-rabbit (Jackson Immuno Research,
Cambridgeshire, UK) diluted 1:800 in PBST.

After, the secondary antibody sections were washed in 0.1 M PBS for one hour. Cell
nuclei were stained with propidium iodine (PI). Glass slides were mounted with Fluo-
roshield (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary). Microphotographs were made with a Nikon
Eclipse Ti2-E microscope with Nikon C2 confocal detector.

4.6. Retinal Whole-Mounts

Animals were sacrificed 8 weeks after the microbeads injections. Eyes (n = 24) were
dissected in 0.1 M PBS and fixed in 4% paraformaldehyde dissolved in 0.1 M PB for 2 h at
room temperature followed by washing 0.1 M PBS for one hour. After the washing steps,
we removed the retina from the eyecup and made four small cuts. To stain the retinal
vasculature, we placed the retinas in a well plate and added 500 pL of fluoresceinated
isolectin solution (Isolectin GS-1B4 from Grifonia simplicifolia, Alexa Fluor568 conjugate;
Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). After an overnight rocking incubation
in lectin solution at room temperature, retinas were rinsed 6 times in PBS. The labeled,
isolated retinas were placed and unfolded on a glass slide. To avoid later bleaching of
the fluorophores, we mounted the slides with Fluoroshield (Sigma-Aldrich, Budapest,
Hungary) mounting medium. Images were made of the retinal whole-mounts with a Nikon
Eclipse 80i epifluorescence microscope.
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4.7. Vascular Analysis

For retinal blood vessel analysis, lectin-stained retina images were captured with a
Nikon Eclipse 80i epifluorescence microscope (4 x magnification, approximately 2500 x 2500
area, 150 um/pixel). Images were thresholded and corrected with Adobe Photoshop CS6
(Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, USA). Whole retinas were analyzed with the use of
AngioTool. The following vessel morphological parameters were measured: total blood
vessel length, total number of junctions, total number of end points, and lacunarity (the
distribution of gap area surrounding the vessels). The following parameters were used in
the program: blood vessel diameter (2-30 pm) and pixel intensity (0-255). Vascular density
was measured using the Image] Vessel Analysis plugin.

4.8. Western Blot Analysis

For Western blot analysis, retinas were removed 8 weeks after the first injections
from each separate group. Samples (1 = 16) were processed for Western blot analysis as
described earlier [31]. Protein concentrations were determined using Bradford reagents.
Membranes were blocked in EveryBlot Blocking Buffer (BioRad; Hercules, CA, USA) for
5 min at room temperature and were probed at room temperature with anti-HIF1-« (1:2000;
Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary) and anti-VEGF-A (1:100; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) for 1 h. Non-phosphorylated anti-GAPDH (1:20000; Cell Signaling
Technology; Danvers, MA, USA) was used as internal control. Membranes were washed
in Tris-buffered saline (TBS; pH = 7.5) containing 0.2% Tween. Anti-rabbit horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody (1:3000; BioRad; Hercules; CA, USA) was
diluted in EveryBlot Blocking Buffer (BioRad; Hercules; CA, USA) and the membranes
were incubated for 1 h at room temperature. The antibody-antigen complexes were
visualized by means of enhanced chemiluminescence. For quantification of blots, band
intensities were quantified by the NIH Image] program (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA).

4.9. Statistical Analysis

Data are expressed as average =+ standard error of the mean (SEM). Statistical compar-
isons were made using two-way ANOVA followed by Fischer’s post hoc analysis (OCT
results; AngioTool vessel analysis; vessel density; Western blot). Differences p < 0.05 were
considered significant.
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