A PACAP és specifikus receptoranak
elofordulasa, valamint protektiv hatasanak

igazolasa

Doktori (Ph.D.) értekezés teézisel

Patko Evelin Viktoria

Témavezeto: Dr. Atlasz Tamas, egyetemi docens
Doktori Iskola vezetdje: Dr. Reglddi Dora, egyetemi tanar
Programvezeto: Dr. Reglédi Dora, egyetemi tanar

Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Anatomiai Intézet

Pécs, 2024



1. Bevezetés

1.1. Latészerv

A szem fejlédésének kezdete nagyjabol az embrionalis idészak harmadik hetére tehetd. A
retina, a sugartest, az iris és a latdideg kialakulasa a neuroepitheliumbol, a lencse, a cornea
epithelium és a szemhéjak fejlédése pedig a felszini ectodermabol indul. A mesenchymabol
indul meg a sclera, a cornea endothelium és stroma, az erek, az izmok és az iivegtestet fejlodése.
A latoszervet, mint Gsszetett érzékszervet a szemgolyo és a jarulékos struktarai alkotjak. A
szemgolyd harom szerkezeti rétegbdl épiil fel. A kiilsé tunica fibrosa magaban foglalja a sclerat
¢s a corneat, a kozépso tunica vasculosa, amely az irist, a sugartest és a choroideat tartalmazza,
illetve a szemgolyd legbelsd rétege, a retina. A szemgolyd eliilsé szegmensében
megkiilonboztetjiik az eliilsé és a hatsd csarnokot, amelyeket az iris valaszt el egymastol és a
sugartest nyulvanyai altal termelt csarnokviz koti 6ssze. A csarnokviz természetes keringése,
amely a hatso6 csarnokbdl az eliils6 csarnok felé halad, taplalja az eliilsé szegmens avaszkularis
struktarait. A csarnokviz elvezetése a trabekularis halozaton keresztiil, a Schlemm-csatornan és
az aqueous vénakon at, a szem vénds rendszerében valdésul meg. A hatsdé csarnok mogott
talalhat6 teret az tivegtest tolti ki. A gerincesek retindjdban tiz szovettani réteget kiilonboztetiink

meg. A rétegek beliilrdl kifelé:

- Bels6 hatarmembran (ILM) — a Miiller sejtek végtalpaibol 1étrejovo hatarhartya

- Idegrostok rétege (NFL) — a retina ganglionsejtek nyulvanyi altal alkotott rostos réteg

- Ganglionsejtek rétege (GCL) — a ganglionsejtek sejttestjeit tartalmazo réteg

- Belso rostos réteg (IPL) — egymashoz kapcsolodo horizontalis-, amakrin-, bipolaris- és
ganglionsejtek nyulvanyai ebben a rétegben szinaptizalnak

- Bels6 magvas réteg (INL) - horizontalis-, amakrin-, bipolaris- és Miiller sejtek
sejttestjeit tartalmazo réteg

- Kiils6 rostos réteg (OPL) — a fotoreceptorok és a hozzajuk kapcsolédd horizontalis-,
amakrin- és bipolaris sejtek nyulvanyai ebben a rétegben szinaptizalnak

- Kiils6é magvas réteg (ONL) — fotoreceptorok (csapok és palcikak) sejttestjeit tartalmazo
réteg

- Kiils6 hatarmembran (OLM) — a Miiller sejtek kiilsé nyulvanyai altal alkotott réteg

- Fotoreceptorok rétege (PL) — a fotoreceptorok kiilsé (OS) és belsé (IS) szegmensét
tartalmazo réteg

- Pigment epithelium (PE) — retina legkiilsé rétege



A retina vérellatasat az arteria centralis retinae és a hatso ciliaris artériakat alkot6 arteria
ophthalmica biztositja. A retina kiilsé rétegeinek taplalasaban a choroidea tdlt be jelentds
szerepet, mig a retina belsd rétegeinek vérellatdsat a retina sajat erei adjak. A retindlis
érplexusokat elhelyezkedésiik alapjan felszini, kozépso, illetve mély vascularis plexusra
oszthatjuk A human és ragcsalo szem felépitése kozel megegyezik, igy szemészeti kutatasokban
kivaldan alkalmazhaté modellként szolgalnak. Jelentds kiilonbség, hogy a ragcsaloknak
palcika-dominans latassal, aranyaiban nagyobb lencsével és kevesebb ganglionsejt tipussal
rendelkeznek. Mindemellett az emberi (és foemlds) szem rendelkezik foveaval, addig patkany

esetében az ¢€leslatas helye egy centralisan elhelyezkedd sav, az ugynevezett ,,visual streak™.

1.2. A retina in vivo vizsgalati eszkozei: optikai koherencia tomografia és

elektroretinografia

Az optikai koherencia tomografia (OCT) a szemészetben széleskorben alkalmazott képalkotd
¢s diagnosztikai eszkdz. A mddszer alapja interferometrian és a rovid koherencia hossziisagu
fény alkalmazasan alapul, amely segitségével képes nagy felbontasu, két- és haromdimenzios
felvételeket leképez a biolodgiai mintakrdl visszaverddd fénybdl. Az OCT jelentds szerepet tolt

be kiilonbozd retinopathidk diagnosztikdjaban, korfolyamatok monitorozésaban.

Az elektroretinografia (ERG) egy masik, a szemészetben alkalmazott diagnosztikai eszkoz.
Cornea felszini elektrodakkal torténd elektromos valtozasok elvezetésével sejttipus-specifikus
funkcionalis informaciot szolgaltat a retina allapotarél. Az elektroretinogramon tobb
hullamformat tudunk megkiilonbdztetni, az a-hullam a fotoreceptorok (csapok és palcikak)
milkodését, mig a b-hullam a bipolaris sejtek, a Miiller-sejtek és az amakrin sejtek
funkcionalitasat reprezentalja. Az ERG képes informaciét nyujtani a retina fiziologiai
allapotarol, igy a szemészetben is gyakran alkalmazott médszer kiilonb6zd megbetegedések

diagnosztikajara ugy, mint a diabéteszes retinopatia, a retinitis pigmentosa vagy a retinalevalas.

1.3. Glaukéma

A glaukoma a latasi rendellenességek heterogén csoportja, amely el0szor a periférias latotér
elvesztését, majd végil visszafordithatatlan vaksagot okoz. A progressziv betegségcsoport
kozos jellemzdje, hogy lassan kialakul a latoidegfo karosodasa, ami végiil a latas elvesztéséhez
vezethet. Elsédleges nyitott zugu glaukoma esetében a csarnokviz termelésének ¢€s
elvezetésének egyensulya megbomlik, igy az eliils6 csarnokban a csarnokviz felhalmozddik,
amely a bels6szemnyomas emelkedését (IOP) okozza. A 10P emelkedés végiil az érzékeny

ganglionsejtek elhalasahoz vezet. Jelenleg a glaukéma kezelésére alkalmazott hatéanyagok



ugy, mint az alfa-adrenerg receptor blokkoldk és a béta-blokkolok csak fokozzak a csarnokviz
kiaramlasat vagy csokkentik a termelést, ami csupan lassitani tudja a vaksag kialakulasat. igy
a glaukoma terapidban kiemelt jelentdséglinek tekintheté a hosszu tavi neuroprotektiv

kezelések fejlesztése.

A betegség kialakuldsanak pontos megértéséhez konnyen reprodukalhaté és megbizhatd
allatmodellekre van sziikség, amelyek kivalo eszkozt jelenthetnek a patofizioldgia vizsgalatara

¢s az igéretes kezelések hatékonysagéanak tesztelésére.

1.4. PACAP

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) egy a szervezetiinkben széles kdrben
eléforduld  neuropeptid, amely szdmos biologiai  funkcioval rendelkezik. A
szekretin/glilkagon/vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP) szupercsalad legkonzervaltabb
tagja. A PACAP két biologiailag aktiv formaval rendelkezik, a rovidebb PACAP1-27 és a
dominas formanak tekintett, hosszabb PACAP1-38. A PACAP harom G-fehérjéhez kapcsolt
receptoron keresztiil fejti ki hatasat, a PACAP-ot specifikusan k6té PAC1 receptor (PAC1-R)
valamint a VPAC1 és VPAC2 receptorokon, amelyek a PACAP mellett képesek megkotni a
vazoaktiv intesztinalis peptidet (VIP) egyarant. Felfedezése ota bizonyitasra keriilt, hogy
sokrétli fiziologiai funkciokkal rendelkez6 neuropeptid, amely szerepet jatszik idegi
ingerlékenységben, az immunmoduldcidban €és a szaporodasban, valamint az embrionalis
fejlédésben is. In vivo valamint in vitro kisérleti eredmények igazoltdk a PACAP jelentds
neuroprotektiv hatdsat. Tanulményok kimutattdk, hogy a PACAP védd hatast fejt ki a
retinopathia kiilonb6z6é modelljeiben, tgymint az ischaemia-indukalta retinopathiaban, a

korasziil6tt retinopathiaban vagy a diabeteses retinopathiaban.

Korabbi allatkisérletes eredmények ramutattak a PACAP és receptoranak el6fordulasara a
corneaban, a scleraban, az irisben, a sugartestben, a choroideaban, a kot6hartyaban és a
konnymirigyekben egyarant. Mindemellett a PACAP a retina tobb rétegében és sejtjében
igazoltan kimutathaté ugy, mint a retina ganglionsejtjeiben, a bipolaris sejtekben, az amakrin

sejtekben és a horizontalis sejtekben, valamint az IPL, NFL rétegben.



2. Célkitiizés

Korabbi tanulméanyok eredményei alapjan ismert a PACAP ¢s specifikus receptoranak (PACI1-

R) eloszlasa kiilonb6zo kisérleti allatfajok szemében.

l. Elsd kisérletsorozatunkban célul ttztiik ki, hogy megvizsgaljuk human enukleélt
szemekben a PACAP és specifikus PAC1-R-nak closzlasat, mellyel a korabbi
allatmodellekbdl szarmazd eredmények transzlacios jelentdségét kivantuk igazolni

¢€s megerdsiteni.

Kutatdcsoportunk tobb szemészeti betegségben igazolta a PACAP retinoprotektiv szerepét
szemcseppes kezelés forméjaban. Korabbi kutatdsinkban bizonyitottuk, hogy a PACAP
szemcseppkezelés neuroprotektiv hatdsa mellett IOP csokkentd hatéssal is rendelkezik
glaukéma patkdny modellben. Jelenleg a glaukoma az egyik legelterjedtebb szemészeti
probléma, igy kiemelt fontossagiinak tartottuk megvizsgalni a fajdalommentes, non-invaziv
szemcseppkezelés hatisat a szemnyomads emelkedés mellett mds, glaukoma hatterében allo

faktorokra is.

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

patkany glaukoma modellben.



3. Kisérlet I. PACAP és PACI1-R elofordulasa human szemben

3.1. Anyagok és modszerek
Kisérleti mintak

A kisérleteinkben alkalmazott humén szemek (n=7 beteg; 6 fit, 1 lany) a PTE AOK
Pathologiai Intézettel kozremiikdodve, enuklealt retinoblastoméban szenvedd betegekbdl
szarmaztak (etikai engedély: 6383-PTE 2018). A betegek ¢életkora 16+ 10 honap volt. A

hisztologiai vizsgalatok soran kizarolag a tumormentes, egészséges teriileteket hasznaltuk fel.
Immunhisztologiai elemzés

A mintakat 10%-0s formalinban fixaltuk, paraffinba agyaztuk, majd a szemekbdl paraffinba
agyazast kovetden mikrotom segitségével 3 um vastagsdgl metszeteket készitettiink. Ezutdn 1
mM (pH=06,0) citrat pufferben torténd epitdp-feltarast kovetden a mintakat anti-PAC1-R
antitestben és anti-PACAP38-ban inkubaltuk. A metszeteket HISTOLS-AP-R anti-nyul
alkalikus foszfataz-jelolt detektaloban inkubaltuk. Ezt kovetden HISTOLS Resistant AP-Red
Chromogen/Substrate  System  segitségével sotétben elvégeztik az el6hivast, a
kromogén/szubsztrat pufferben torténd inkubdlds nagyjabol 10 percig tartott. Az altalunk
valasztott magenta szinli kromogénnel probaltuk a pigmentalt sejtekre jellemzd barna szin
mellett is detektalhatova tenni a jelet. A metszeteket ezt kovetden hematoxylinnel
kontrasztositottuk. A negativ festési kontroll mintakat elsddleges antitest nélkiil inkubaltuk. A
metszeteket egy automatikus metszet szkenner segitségével fényképzetiik, majd a mintakat
szemikvantitativ modon elemeztilk. Az immunreaktivitast leir6 modon, 3 kutaté egymastol

fliggetleniil értékelte, 0-+-++-+++ jelzéssel a jelolés intenzitasatol fiiggden.
3.2. Eredmények

A szemgoly6 kiils6 rétege, a tunica fibrosa két részre oszthato, sclerara és corneara. A scleraban
nem detektaltunk sem PACAP, sem PAC1-R immunjelet. A cornea epithelium és endothelium
esetében mérsékelt immunpozitivitast talaltunk, azonban a stroma rétegben nem talaltunk jelet.
A szem ko6zéps6, tunica vasculosa rétege irisbdl, corpus ciliarebol és choroideabol all. Az iris
minden rétegében talaltunk magenta szinli, immunpozitiv részeket. A m. sphincter pupillae
esetében a PACAP pozitivitas jelentdsebb volt a receptorhoz képest, ahol csupan néhany
metszetben taldltunk immunjelet. A sugartest nyulvanyok bézisan erds, a cilidris izmok
esetében azonban nagyon gyenge immunpozitivitast talaltunk. A choroidea esetében PACAP

és PACI1-R jelolés nem volt detektalhatd. A szemgolyd legbelsd rétege, a retina. A retina tiz



rétegbdl all, amelyek koziil a legkiilsd, pimentalt réteg fejlédéstani szempontbol eltér a tébbi
kilenc rétegtdl A fotoreceptorok rétegében mintanként eltérd modon, helyenként gyenge
immunjeldlés mutatkozott, hasonldan a kiils6 magvas- és plexiform rétegekhez, amelyek csak
néhany minta esetében mutattak gyenge PACL1-R pozitivitast. A bipolaris-, amakrin és Miiller
sejtek a retina belsé magvas rétegben helyezkednek el. Immunjel6lést kovetden ebben a
rétegben szinte minden minta esetében tapasztaltunk PACAP és PACI-R immunpozitivitast. A
retina ganglionsejtes rétegében egy érdekes, ismétlodd jelolodési mintazatot fedeztiink fel,
néhany ganglionsejt erés immunjeldl6dést mutatott, mig masokban nem volt detektalhatd sem
PACAP, sem PAC1-R reakcio. A latdéideg neuropilben mérsékelt PACAP és PACI-R

pozitivitast detektaltunk, mig a gliasejtek csupan PAC1-R pozitivitassal rendelkeztek.

3.3. Diszkusszio

Tanulmanyunkban els6ként mutattuk be a PACAP és PACI-R eloszlasat teljes human szemben
immunhisztokémiai moédszerrel. Immunpozitivitast volt kimutathaté a cornea epithelium és
endothelium rétegében, illetve az iris és sugartest stromajaban valamint az ott talalhato
izmokban. Mindemellett a retina szdmos rétege mutatott immunreakciot, mig a latoideg
esetében gyengébb festddést talaltunk. A PACAP eléfordulasat a szemben és a retinaban
korabban szamos fajban leirtdk. A legtobb kutatasban patkdny vagy egér retinat hasznaltak,
ahol PACAP ¢és receptora erds immunreakciot mutatott. Kordbbi tanulmanyokban PACAP
immunreaktivitast talaltak macska choroideaban, valamint kimutattak a peptid jelenlétét nyul
szem irisben, sugartestben, corneaban, retindban és choroideaban is. Eredményeink ramutattak,
a peptid széleskorii eloszlasara a humén retina szamos rétegében. A betegség megléte, illetve a
betegek kora befolyasold tényezdként szolgalhat, igy a peptid eloszlasdban kiilonbség
feltételezhetd a felndtt szemhez képest. Azonban az altalunk vizsgdlt szemgolydk teljesen
kifejlett okularis struktiraval rendelkeztek. Emldsokben a sziiletést kovetden a szem kiilonbozd
mikroszkopos €s makroszkopos szintli ndvekedési, illetve €rési folyamaton megy keresztiil. A
szemgolyo teljes €rettségét nagyjabdl a serdiilékorra éri el, 16 honapos gyermekek retindja mar
jelentdsen fejlettnek tekinthetd. Tanulméanyok kimutattdk, hogy embriok és korasziilottek
esetében a PACAP szint jelentdsen magasabb a felndttekben mérthez képest, amely
feltételezhetOen a retina fejlodését és differencialddasat segiti eld. Bar ezen informacidk csupan
egy fobb irdnymutatast adnak a PACAP retina fejlddésében betoltott szerepére vonatkozoan,
tovabbi vizsgalatok sziikségesek a neuropeptid fejlodésben és érésben betdltott pontos

szerepének megértéséhez.



A PACAP retinoprotektiv hatasdt mar szamos allatmodellben és in vitro tanulmanyban
igazoltak. A retina oregedésének kori jeleit mutaté, PACAP génkiiitott allatok ravilagitottak a
PACAP oregedésben betoltott fontos szerepére. Korasziilottek ideghartya karosodéasa é€s
ischaemia egér modellben kisérletek igazoltdk a PACAP-hiany stlyosbité kdvetkezményeit. A
retina legkiils6 rétegét alkotd pigment epithelium sejtek részt vesznek a fotoprotekcidban,
anyagcserében, membran megujitasban, az A vitamin raktarozasban és fontos ndvekedési
faktorok raktarozasadban. A pigment epithelium sejtek PACAP tartalma bizonyitottan protektiv
hatassal rendelkezett diabéteszes retinopathia €s oregedéssel Osszefliggd degeneraciok, illetve

in vitro vizsgalatokban.

Eredményeink alapjan a retina nem fényérzékeny része erés PACAP és PACI-R
immunreakcidval rendelkezik. Humén és nyul csarnokviz mintakban korabban bizonyitottdk a
PACAP jelenlétét, azonban csak stimulaciot kovetden talaltak PACAP szint emelkedését a
csarnokviz mintdkban. A PACAP csarnokviz termelésében betoltott szerepét szamos kutatasi
eredmény aldtdmasztja. Emlésokben a cAMP-szint valtozas a sugartest epithelium sejtjeinek
transepithelialis folyadéktranszportjat befolyasolja. Mivel a PACAP cAMP stimulél6 hatassal
rendelkezik, valdsziniileg endogén moddon képes befolyasolni a csarnokviz termelddést.
Korabbi patkany glaukoma modellb6l szdrmazo eredményeink ravilagitottak arra, hogy a
PACAP nem csupan a csarnokviz termelddésében, hanem felszivodasaban is szerepet jatszhat,

igy szemnyomascsokkentd hatassal is rendelkezik.

A szem tunica nervosa ¢és tunica vasculosa rétegei mellett, er6s PACAP ¢s PACI-R
immunreaktivitast talaltunk a cornea kiils epithelium ¢€s belsé endothelium rétegében. A
szaruhartya PACAP kezelése bizonyitottan fokozza az epithelium sejtek és szenzoros beidegzés
geénkilitott egerekben, amely megerdsiti a peptid fontos endogén szerepét. A szaruhartya
endothelium sejtjei erdteljes PACAP ¢és PACI-R immunpozitivitdsa hasonldosagot mutatott.
Ezen eredmények Osszefoglaljadk a PACAP szaruhartya integritdsanak megtartasaban betoltott

fontos szerepét.

A PACAP és receptoranak jelenléte mar szamos emberi szovetben jol bizonyitott. Az emberi
szem PACAP és PACI1-R eloszlasdnak vizsgdlatardl kordbban nem késziilt tanulmény, igy
els6ként szolgaltunk bizonyitékot a PACAP és PAC1-R széleskorti jelenlétére human szemben.
Emberi szovetekben a PACAP és receptoranak eloszlasdban eltérések mutatkozhatnak
kiilonboz6 betegségek esetében. Kordbban kevés irodalmi adat allt rendelkezésre a PACAP és

receptoranak human szemben vald el6forduldsardl ¢és eloszlasarol. Eredményeinkkel



bemutattuk a PACAP ¢s specifikus receptoranak széleskort eléfordulasat humén szemben, igy
eddigi in vitro és in vivo vizsgalatokbdl szarmazd allatkisérleti eredmények transzlacios

értékkel rendelkeznek.

4. Kisérlet II. PACAP1-38 szemcseppkezelés erekre és hypoxias allapotra

gyakorolt hatasa glaukoma allatmodellben

4.1. Anyagok és modszerek
Allatok, mikrogyongyok injekcidja és szemcseppkezelése

Kisérleteinkhez 300-500 g tomegi, feln6tt him Sprague—Dawley (SD) patkanyokat (n = 30)
alkalmaztunk, melyeket 12 oras vilagos/sotét ciklus alatt tartottunk, valamint ad libitum etettiik
¢s itattuk oket. Kisérleteink megvaldsitasakor minden esetben betartottuk a PTE Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsag altal eldirt etikai kodexben foglaltakat (a kisérleti projektek nyilvantartasi
szama: BA02/2000-16/2017). Kisérleteink soran, az allatokat véletlenszertien négy kisérleti
csoportra osztottuk: (i) PBS + vivéanyag (Systane (S)) n =5, PBS + S; (ii) PBS + PACAP1-38
(P) n =5, PBS+P; (iii) mikrogyongy + vivéanyag (S) n = 10, Gydngy+S; és (iv) mikrogyongy
+ PACAP1-38 n = 10, Gyongy+P. Az allatok szemének eliilsé kamrajaba polisztirol
mikrogyongyoket (10um; 10 pl) fecskendeztiink, kontroll allatok esetében azonos mennyiségii
PBS-t. Az eljarast két héttel kés6bb megismételtiik. A szemcsepp kezelést az injektalast kdovetd
napon megkezdtiik, a szemeket Systane vagy PACAP1-38 tartalmu (1 ug/csepp) szemcseppel
kezeltiik négy héten keresztiil. Az IOP valtozasait tonométer segitségével kovettiik nyomon. A
kisérleti allatok retinair6l a mikrogyongy injekcio eldtt, illetve az azt kdvetd nyolcadik héten
OCT felvételeket készitettiink. A latdideg kilépését referenciapontként alkalmazva, radialis
volumetrikus felvételeket készitettiink mindkét szemr6l, majd Bioptigen Diver programmal

elemeztiik.
Immunhisztokémia, teljes retina preparatum, erezettség vizsgalat

A gyodngybeadast kovetd nyolcadik héten preparaltuk az immunhisztokémiai vizsgalatokra
szant mintdkat (n=20 szem). Fixaldst kovetden a szemeket 10-20-30%-os szachardzoldatba
viztelenitettiik, majd O.C.T. médiumba agyaztuk, késébb vékony metszeteket (15-17 pm)
készitettiink, melyeket zselatinnal bevont targylemezre vettiik fel. A metszeteket blokkolast
kovetden egy éjszakan at nyual anti-HIF1-a (1:200) vagy egér anti-VEGF-A (1:200) higitott
antitestben inkubaltuk, 4 °C-on. Az immunreaktivitast masodlagos antitest alkalmazasaval

tettiik lathatova (Alexa Fluor-488; 1:800). Végiil propidium-jodid alkalmazasaval magfestést



végeztiink ¢és Fluoroshield feddanyaggal lefedtiik. A metszetekrol Nikon Eclipse Ti2-E
konfokalis mikroszkoppal, Nikon C2 konfokalis detektorral fotokat készitettiink. A teljes retina
preparatum mintdkhoz a szemeket 4% PFA oldatban 2 6ran keresztiil fixaltuk, majd mosas
kovetden a retinat eltavolitottuk a szemserlegbdl €s négy aprd vagast ejtettiink rajta. Az
crezettség jeloléséhez fluorescensen jelolt isolectin  oldatot alkalmaztunk. A teljes
preparatumokat targylemezen kiteritettiik, Fluoroshield médium segitségével lefedtiik, majd
Nikon Eclipse 80i epifluorescens fénymikroszkoppal fotokat készitettiink. A lectin jeldlt
mintakon Photoshop segitségével kiiszobérték meghatarozast és korrigalast végeztiink. A teljes
retina érhalozatanak analiziséhez AngioTool programot alkalmaztuk. A kovetkezo
érmorfoldgiai tulajdonsagok mérését végeztiik el: teljes érhosszlisag, erek elagazasi pontjainak
szama, végpontok szama, lacunaritds, ami az éredényeket koriilvevo {ires teriiletek eloszlasat
mutatja. A programhoz a kovetkezd paramétereket adtuk meg: ératmérd (2-30 um) és pixel
intenzitas (0-255). A vascularis denzitds mérését Image] Vessel Analysis plugin segitségével

végeztik el.
Western blot analizis

A retinakat (n = 16) 8 héttel az elsé injekciot kdvetden preparaltuk. A mintakat homogenizaltuk,
majd fehérjekoncentracio meghatarozast végeztiink. A membranokat nyul anti-HIF1-a
(1:2000) valamint egér anti-VEGF-A (1:100) higitott atitestben inkubaltuk. Bels6 kontrollként
nem foszforilalt anti-GAPDH-t (1:20000) alkalmaztunk. A membranokat ezt kvetéen torma-
peroxidaz konjugalta masodlagos antitestben (1:3000) 1 o6rat, szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Az antitest-antigén komplexeket kemilumineszcens reakcioval tettiik lathatova. A western

blotbdl szdrmaz6 eredményeinket NIH Image] program segitségével elemeztiik.
Statisztika

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
értéket fogadtuk el. A diagrammokon és az abrakon az atlag + kozépérték kozepes hibaja (SEM)

kerult feltiintetésre.



4.2. Eredmények

A PACAP szemcsepp hatdsa a szemnyomas valtozasara

Abszolut kontroll allapotban az atlagos szemnyomas értéke normalis tartomanyon beliilinek
bizonyult. A kontroll csoportok (PBS+S, PBS+P) szemnyomasa a normalis napi ritmusfiiggd
fluktuacion kiviil nem mutatott jelentds valtozast. A glaukdmas csoportok esetében a
mikrogyongy injektalast kovetd 2. héten az IOP szignifikans, 40%-os ndvekedése volt
megfigyelhetd. A 4. héttdl kezdve a Gyongy+P csoportban IOP csokkenés volt megfigyelhetd.
A 8. héten a Gyongy+S csoportban szignifikansan emelkedett szemnyomast mértiink a kontroll
csoportokhoz képest, mig a PACAP kezelésben részesiilt, mikrogyongy injektalt csoport értékei

nem mutattak szignifikans eltérést a kontroll csoporthoz képest.
A retina morfologiai valtozésai

A kontroll csoportban a gyongybeadast koveto 8. héten PACAP szemcseppkezelés esetén sem
volt kiilonbség. A mikrogyongyokkel injektalt vivoanyaggal kezelt (Gyongy+S) csoportban
stlyos retina degeneraciot mutatkozott a PBS-injektalt kontrollokhoz képest. A retina szamos
rétegét érintd szignifikdns valtozds volt megfigyelhetd a vivéanyag kezelt glaukomas
csoportban. Valtozast talaltunk a teljes retina vastagsagban, az, az OPL és az IS és OS
rétegében. A PACAP kezelés a teljes retina rétegvastagsag védelmét eredményezte.
Osszefoglalva, a mikrogydngy injektalt vivéanyaggal kezelt csoportban megjelentek a
glaukomaban jellegzetes retinadegeneracio jelei, mig a PACAP kezelés ellenstlyozta a karos

hatasokat, ezaltal megvédte a retinat a magas szemnyomads karos hatasaitol.
Erhalozat elemzés

A PBS injektalt allatok érhalozata nem mutatott jelentds valtozast sem a vivéanyaggal kezelt,
sem a PACAP kezelt csoportban. A Gyongy+S csoportban a teljes érhalozat hossza kozel 20%-
kal csokkent a kontroll csoportokhoz viszonyitva. Mindemellett jelentds (19%-0S) csokkenés
jelentkezett az elagazddasi pontok és végpontok szaméban is. A vivoanyaggal kezelt glaukomas
csoportban a lakunaritdas mértéke megkozelitette a 20%-ot, amely érték arra enged
kovetkeztetni, hogy jelentésen csokkent az erekkel lefedett teriilet aranya. Az érhaldzat
denzitasanak vizsgdlata sordn a Gyodngy+S csoportban szignifikans, kézel 20% csokkenés

jelentkezett az érhalozat stirliségében. A PACAP kezelésben részesiilt mikrogyongy injektalt



csoportban (Gyongy+P) az érhalézat szerkezete a kontroll csoportokhoz hasonld értékeket

mutatott.
Immunhisztokémiai és fehérjeszint valtozasok

Kontroll csoportok (PBS+S; PBS+P) esetében nem tapasztaltunk jelentds immunreaktivitast
sem HIF1l-a, sem VEGF-A esetében. A Gyongy+S csoportban Iényegesen megemelkedett
HIF1-0 immunpozitivitas volt kimutathato6 a retina metszetekben (IPL, GCL) és a western blot
paneleken egyarant. A kontroll csoportokhoz képest a Gyongy+P csoportban egy gyenge HIF1-
a pozitivitast talaltunk a retina metszeteken (GCL) és a western blot eredményekben. Azonban
a Gyongy+S csoportban nagymértékii VEGF-A immunpozitivitas volt kimutathat6 a
ganglionsejt rétegben és az idegrostos rétegben, melyet a western blot eredmények is
alatamasztottak. A PACAP-kezelt glaukomas csoportban alacsonyabb mértékic VEGF-A

immunreakcid volt kimutathaté a Gyongy+S csoporthoz viszonyitva.

4.3. DiszKusszio

Korabbi kutatdsunkban bebizonyitottuk a PACAP szemcseppkezelés neuroprotektiv és
szemnyomas csOkkentd hatasat. Jelen tanulmanyunkban igazoltuk a PACAP véddhatasat

vascularis és hypoxias faktorok valtozasaval szemben patkany glaukéma modellben.

Kutatécsoportunk kordbban sikeresen bizonyitotta, hogy a PACAP1-38 szemcsepp forméjaban
képes atjutni az okuléris barriereken, és elérve a retinat protektiv hatast képes kivaltani.
Tovéabba szintén ismert, hogy szemcsepp formajaban a peptid stabilitdsa nem valtozik, igy non-

invaziv terapias potenciallal rendelkezik.

Glaukémas betegek OCT vizsgélata soran az RNFL réteg valtozasanak detektalasa fontos a
karosodéas mértékének felmérésében. Humén €s féemlds glaukoma esetén szovettani karosodast
irtak le fotoreceptorok rétegében is. Korabbi kutatdsokban Osszefiiggést talaltak a retina
pigment epithelium ¢és a fotoreceptorok kiilsd szegmens vastagsagdnak valtozasaban.
Kisérletiinkben a mikrogyongy-indukalta hipertenzio a retina tobb rétegében (teljes retina
rétegvastagsag, RNFL, OPL, IS, OS) morfologiai valtozast indukalt. Ezek a valtozéasok
korabban mar lek6z6lt tanulmanyokhoz hasonlonak bizonyultak egy SD patkany torzsben
kialakitott glaukoma modellben tapasztalthoz. A fotoreceptorok rétegének kiils6- és bels6
szegmenseinek rétegvastagsag csokkenése Osszefiiggésben all, a korabban altalunk ERG
vizsgalat alapjan tapasztalt szignifikans funkcidcsokkenéssel. Tovabba, mas kutatocsapatokhoz

hasonléan mi is szignifikdns RNFL rétegvastagsag csokkenést tapasztaltunk. A retina teljes



rétegvastagsaga szignifikdnsan csokkent el6z6 kisérletiinkben tapasztaltakhoz hasonloan. A
Gyongy+S csoportban az RNFL réteg kozel 10%-os rétegvastagsadg csokkenést mutatott a
kontroll csoportokhoz képest. Az allatmodellbdl szarmazo6 eredményeink tovabba hasonldsagot
mutatnak a human betegekben tapasztaltakkal, ahol korai stddiumaban mar valtozas 1ép fel a
teljes retina rétegvastagsagban. A szemcseppként alkalmazott PACAP protektiv hatassal

rendelkezett a retina kiilsé és bels6 rétegeiben.

A glaukéma kialakulasanak ,,vascularis elmélete” azt feltételezi, hogy a retina és a latdideg
karosodasa Osszefiiggésben all az érrendszenek valtozasaval. Mikrocirkulacios valtozasokat
tapasztaltak glaukomas betegeknél, mely szerint a szem véraramldsanak zavara feltételezhetden
retinakarosodashoz vezet. A vivOanyaggal kezelt glaukémas csoportban jelentds karosodast
figyeltiink meg a retina erezettségében, azonban a PACAP kezelés képes volt megvédeni az
erek allapotat. Magneses mikrogyongyokkel indukalt patkany glaukoma modellben kozel
megegyez0 eredményeket tapasztaltak a retina erezettségében. Glaukoémas betegekben hasonld
valtozast irtak le a véraramlas csokkenésében. Jelen eredményeink megerdsitik a glaukoma
retindlis érrendszerre gyakorolt hatasat, mivel a PACAP szemcseppes kezelésben részesiilt
mikrogyongy injektalt csoportban a vascularis halozat a kontroll csoportokéhoz hasonld

maradt.

A glaukomaban fellépd véraramlas szabdlyozasanak zavara és az azt kovetd hypoxia
Osszefiiggést mutat a retina ganglionsejt csokkenésével. Post-mortem humén glaukomas retina
mintdkban hypoxias allapotra utald6 megemelkedett HIF1-o szintet kozoltek le
immunhisztokémiai vizsgalatok segitségével. Az altalunk vizsgalt glaukémas csoportban
hasonlé mértékben megemelkedett HIF1-a immunpozitivitast talaltunk, amelyet western blot
analizissel is megerdsitettiink. A glaukoma szamos rizikofaktora koziil, a megemelkedett
szemnyomas a retina ischaemids allapotat eredményezi. Hypoxias koriilmények kozott a HIF1-
a kiilonb6zo gének aktivalodasat indukalja, ugymint a gliikkdz transzporterek és a VEGF, amivel
igyekszik kompenzalni a csokkent oxigénmennyiséget. A VEGF-A megtaldlhaté a RPE
rétegben, a ganglionsejtekben, a pericitakban, a Miiller-sejtekben valamint az endothelium, és
a simaizom sejtekben is. A VEGF-A a kis erekre hatva, a kapillarisok eltomédését és
folyadékszivargast indukal, ami felerésiti a hypoxias allapotot és fokozza a VEGF-A
termelddését. Korabbi vizsgalatokban kimutattdk a VEGF-A mennyiségének emelkedését
glaukomas betegek vérplazmajaban és csarnokvizében. Eddigi eredmények mellett azonban a
VEGF-A neovascularizacidoban betoltott szerepét glaukomaban még nem vizsgaltak.

Kisérletiink soran bemutattuk a VEGF-A retinan beliili lokalizacidjat, amely hasonldsagot



mutatott korabbi tudomanyos kdzleményekben leirtakkal. Kordbban igazoltdk, hogy a PACAP
képes csokkenteni és gatolni a HIF1-a és VEGF-A expresszidjat diabeteses macula 6déma
modellben. Jelen eredményeink megerdsitették, a glaukoma soran fellépd hypoxias allapotot,
ezaltal a fokozott HIF1-a, valamint VEGF-A expressziot. Tovabba a hypoxia okozta érhaldzat

karosodas mértékét is csokkenteni tudta a PACAP szemcseppkezelés.

A megemelkedd IOP endothelium kéarosodast ¢s NOX-2 molekula expressziot indukalva ROS
képzddéshez vezet, amely egylittesen ischemiat majd hypoxiat okoz. Hypoxias allapotban
indukalt sejtvalasz jelentés VEGF-A expressziohoz ¢és igy késObb az érhalozat romlasahoz,
illetve tovabbi ROS képzddésen keresztiil glia aktivacidhoz, neuroinflammécidhoz é&s
apoptozishoz vezet. A PACAP a PACI1-R-on keresztiil képes fokozni a cAMP termelést, amely
az ERK, CREB tutvonalon 4t sejtvédelemhez, illetve PI3K, Akt Gitvonalon keresztiil apoptotikus

¢s inflammatorikus fehérjék gatlasat indukalja.

Koztudott, hogy a PACAP anti-apoptotikus, gyulladascsokkentd és antioxidans hatdssal
rendelkezik, ami a neuroprotektiv hatas hatterében all. Szaraz szem szindréma tiineteinek
kezelésére a PACAP szemcsepp igazoltan jotékony hatasu. Képes fokozni a konnytermelddést
a cAMP felszabadité és aquaporin expresszio indukalo hatasaval. A PACAP tovabba protektiv
hatassal rendelkezik szamos hipoxias allatmodellben, ugy, mint BCCAO-indukalt
tovabb boviilhet a glaukomaval is. Osszefoglalva kutatasunk soran bebizonyitottuk a PACAP
protektiv hatasat a retina szerkezetére és érhalozatara, illetve eredményeink szerint képes volt
csokkenteni a hypoxids markerek megjelenését glaukéma modellben. Ezen eredmények arra
utalnak, hogy a PACAP szemcsepp formdjaban alkalmazva potencialis jovdébeli terapids
lehetdség alapjait képezheti glaukoma kezelésében. Azonban tovabbi vizsgdlatokra van

sziikség a védéhatas mogott meghuzodd pontos mechanizmus megértéséhez.



5. Uj eredmények osszefoglalisa

1) A Ph.D. munkam elsd részében human szemben vizsgaltunk a PACAP ¢és specifikus
receptoranak (PACI-R) eloszlasat. Immunhisztokémiai jelolést kovetd szemikvantitativ
analizisb6l szarmazd eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy huméan szemben a
korabban emlds modellekben leirtakhoz hasonld6 a PACAP ¢és PACI-R eloszlasa.
Tanulméanyunkban igy elsdként irtuk le a PACAP ¢és specifikus receptoranak eléfordulasat a
human szemben. Mindezen eredmények megerdsitik, hogy a korabbi in vitro és in vivo

kutatdsokbol szarmaz6 allatkisérleti eredmények transzlacios értékkel rendelkeznek.

I A Ph.D. munkdm masodik felében a lokalisan, szemcseppként alkalmazott PACAP
hypoxidban ¢és a retina érhaldzatdnak védelmében betoltott szerepét kivantuk vizsgélni
mikrogyongy-indukalta glaukoma modellben. A OCT-, az immunhisztokémiai-, érhaldzat-
valamint western blot analizisiink eredményei alatamasztottdk, hogy a PACAP
szemcseppkezelés védOhatassal rendelkezik az altalunk alkalmazott allatmodellben.
Eredményeink egy jovobeli terapias lehet6ség alapjait képezhetik, amely egy szemcseppes
terapia kidolgozasaval konnyen alkalmazhatd, nem-invaziv mdédon szerepelhetne a glaukéma

kiegészitd kezelésében.

Eredményeinket 0Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a PACAP és specifikus receptora
széleskorben van jelen human szemben, ami megerdsiti a korabbi in vitro €s in vivo szarmazo
eredmények értékét. Kutatdcsoportunk kordbbi €s jelenlegi eredményeinek ismeretében a
PACAP kutatasbol szarmazo eredmények transzlacios potenciallal birnak és lehetséges terapids

lehetdségeket nydjthat glaukdma esetében.
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