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BEVEZETES

A PACAP pleiotrop ¢és multifunkcionalis neuropeptid, melynek neuroprotektiv és
neurotrofikus hatdsat széles korben tanulméanyozzdk. A PACAP szerepet jatszik élettani
folyamatok szabalyozasaban, igy példaul a taplalkozas, alvés, termoregulacio, és a cirkadian
ritmus szabalyozasaban, illetve mindemellett serkenti a memoriat is. A PACAP hatasait G-
proteinhez kotott receptorokon keresztiil fejti Ki. A receptorok koziil elészor a VPAC1-et, majd
a VPAC2-6t fedezték fel. Mar a receptorok izolalasakor vildgossad valt, hogy a VPAC
receptorokat a VIP és a PACAP is egyarant aktivalja. A PACAP specifikus receptorat, a PACI
receptort csak ezt kdvetden azonositottadk. A szelektiv PACAP receptor felelds a PACAP
retinalis kotédésének 80%-aért.

A PACAP neuronalis véd6 szerepe el6szor in vitro kisérletekben, toxikus hatasokkal
(glutamat, 6-OHDA, oxidativ stressz) szemben igazolddott. A PACAP neuroprotektiv hatdsat
szamos in vivo allatkisérletben is igazoltak, mint példaul agyi ischaemia, agyi trauma,
gerincveld sériilés, és Parkinson kor allatkisérletes modelljeiben. Késdbbi tanulmanyokban is
megerdsitették a neuroprotekcioban betoltott szerepét cerebralis ischaemias allapotokban,
valamint kiilonb6z6 szervek ischaemias folyamataiban: a vesében, a bélrendszerben és a
szivben. A kétoldali arteria carotis communis lekdtése lehet id6szakos illetve végleges, ami
ischaemids/reperfuzids valtozasokhoz vagy kronikus retindlis hipoperfuzidhoz vezet, mely a
kronikus retinadegeneraciok allatkisérletes modelljeként szolgal. A PACAP retinoprotektiv
hatdsa mindegyik ischaemias modellben igazolodott. Kutatocsoportunk korabbi vizsgalataiban
kimutatta, hogy mitétet kovetden az intravitrealisan beadott PACAP1-38 jelentds protektiv
hatéassal birt. A retina rétegeinek szerkezete és vastagsaga a kontroll allatokéhoz hasonlo volt,
amit morfoldgiai és morfometriai vizsgalatokkal is igazoltak. Intravitrealis beadast kovet6en a
PACAP citoprotektiv hatasat tapasztaltak a ganglion sejtek rétegében is.

Az alacsony biologiai hasznosithatosaga €s a gyors degradacidja miatt a PACAP
terapias felhasznaldsa nehezitett. Emiatt révidebb aminosavszdmu fragmenseinek és a
peptidcsalad tobbi tagjanak vizsgédlata sziikséges, ami a problémanak egyik lehetséges
megoldasa lehet. A fehérje N-termindlis végeébdl lehasitott aminosavakkal 1étrehozott
fragmensek daltaldban antagonista hatassal birnak, bar néhdny tanulmény agonista
tulajdonsagrol szamol be sejt illetve szovet tipustol fiiggéen. A C-terminalisnal megroviditett
peptid fragmensei kiilonbozo erdsséggel kotddnek a receptorokhoz. Munkacsoportunk
korabban mar kimutatta, hogy a PACAP6-38, mint a PACAP legszélesebb korben alkalmazott

antagonistaja, stlyosbitja az excitotoxikus retinakarosodas mértékét. A VIP a PACAP-hoz
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hasonldan retinoprotektiv hatasu retinalis ischaemiat kovetden, azonban a PACAP hatasahoz
hasonld mértéki protekcidohoz magasabb dozisra van sziikség. A peptidcsalad tobbi tagjanak,
tobbek kozt a szekretinnek és a glilkagonnak szamos hatasat és tulajdonsagat korabban mar
vizsgaltak, azonban a retindban kifejtett esetleges protektiv hatasairol nem all rendelkezésiinkre
irodalmi adat.

Koréabbi eredményeink aldtdmasztottak a PACAP potencialis terapias felhaszndlasanak
lehet6ségét ischaemias karosodasokban. Az eddigi vizsgalatokban a PACAP-ot intravitrealisan
alkalmaztuk, ami az esetleges késobbi klinikai felhasznalds soran korlatozo tényezd lehet.
Klinikai terapias lehet0ségként, az intravitrealisan bejuttatott hatdéanyag elfogadott néhany
sulyos betegség esetében, ilyen példaul az id6skori macula degeneracio bizonyos formdja, és a
sulyos diabeteses retinopathia. Szdmos eldnyét élvezhetjiik a szemcseppes formanak a klinikai
hétkoznapok sordn, az intravitredlis alkalmazéassal szemben. A PACAP topikalis
alkalmazasdnak vizsgalatdra nemrég szintén sor keriilt. A széraz szem szindroma tiineteiként
szolgald csokkent kdnnytermelésre és cornedlis keratinizaciora kifejtett hatasat vizsgaltak. Azt
tapasztaltak, hogy a PACAP fokozza a kdnnytermelést, és csokkentette a cornealis keratinizaciod

meértékét.

CELKITUZES

1. Vizsgalataink egyik felében célul tztik ki a PACAP kisebb aminosavszamu
fragmenseinek (PACAP 4-13, 4-22, 6-10, 6-15, 11-15, 20-31), valamint a PACAP
peptid csaladjaba tartozo szekretin és glilkagon retinoprotektiv hatdsanak vizsgalatat

ischaemids retinopathidban.

2. Arra kerestiik a valaszt, hogy a permanens bilaterdlis carotis communis lekotést
kovetden a szemcseppes forma (mely konnyebb klinikai felhasznalast tenne lehetové)
képes-e az eddig ismert retinoprotektiv hatas kifejtésére, mind a PACAP1-27 mind az

1-38 alkalmazasa soran.



1. SZEKRETIN, GLUKAGON ES KULONBOZO PACAP
FRAGMENSEK VIZSGALATA ISCHAEMIAS RETINOPATHIABAN

ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Az artéria carotis communis permanens lekotésével l1étrehozott retinadegeneracios
modell

Kisérleteink soran 3-4 hoénapos Wistar patkanyokat (sham n=7, BCCAO n=32)
vizsgaltunk, melyeket standard laboratériumi koriilmények kozott, igény szerinti taplalék- €s
folyadékellatas mellett tartottunk 12 oras vilagos-sotét ciklusban. Az allatok elhelyezését,
gondozasat és a kisérletek kivitelezését a jelenleg érvényes etikai szabalyoknak és az egyetemi
protokollnak megfeleléen végeztik (BA02/2000-31/2011, Pécsi Tudomanyegyetem).
Izofluranos altatas alatt, centralis nyaki metszést kovetéen, mindkét oldali arteria carotis
communist 3-0-s fonallal permanensen lekotottik (BCCAO). Az aloperalt allatok (sham)
képezték az intakt kontrollt: altatast kovetden nyaki metszést végeztiink, majd sebiiket bezartuk.
A miitét végét kovetden a cornedn ejtett metszés utdn a jobb szembe 30 G Hamilton tiivel
intravitrealisan PACAP1-38-at, illetve kiilonb6z6 PACAP fragmenseket (PACAP4-13, 4-22,
6-10, 6-15, 11-15, 20-31), szekretint valamint gliikkagont juttattunk, mindegyiket 100pM/5ul
koncentracioban. Az ischaemias kontrollt képezé bal szemekbe intravitredlisan azonos
mennyiségll fizioldgias sdoldatot juttattunk.

Két héttel a mitétet kdvetden az allatokat talaltattuk, majd a szemeken rutin szévettani
vizsgalatot, valamint morfometriai analizist végeztiink. A retina rétegei koziil a kovetkezoket
mértiik: kiils6 hatarhartya és a bels6 hatarhartya k6zotti tavolsagot (OLM-ILM), a kiils6 magvas
réteget (ONL), a kiils6 szinaptikus réteget (OPL), a bels6 magvas réteget (INL), a bels6
szinaptikus réteget (IPL), valamint 100um-es retinahosszon a ganglionsejtek rétegében a sejtek
szamat és az INL rétegben 500pum?-en talalhato sejtek szamat. Morfometriai vizsgalataink soran
kapott eredményeink értékeléséhez egy-utas ANOVA tesztet hasznaltunk, amit Tukey-B féle

post hoc analizis kdvetett.



EREDMENYEK

A BCCADO A4ltal el6idézet retinakarosodas mértéke a retinat alkotd kiilonb6zo rétegek
vastagsaganak csokkenésében nyilvanult meg. A mért értékeket a sham operalt allat retindjahoz
viszonyitottuk. A karosodas mértéke rétegenként eltérd volt. A legnagyobb foku rétegvastagsag
csokkenést az OPL rétegben tapasztaltuk. A miitétet kovetden a ganglion sejtek rétegében
nagymértékii sejtveszteséget tapasztaltunk. A mutét hatasara kialakult karosodas mértékét az
intravitrealisan beadott PACAP1-38 jelentdsen csokkentette. A PACAP1-38 kezelést kdvetden
a retinarétegek vastagsdga hasonld volt a sham allatoknal mért értékekhez. Szignifikansan
nagyobb volt a retina kiilonb6z6 rétegeinek vastagsaga az intravitrealisan PACAP1-38-al kezelt
szemek esetében, a miitéten atesett kontroll retindkhoz képest. Legnagyobb mértékii
kiilonbséget az OPL rétegben tapasztaltunk, azonban az ONL ¢s INL rétegvastagsagban is
szamottevo kiilonbség mutatkozott a fentebb emlitett két csoport kozott.

Intravitredlisan beadott PACAP fragmensek (PACAP4-13, 4-22, 6-10, 6-15, 11-15, 20-
31) nem véltoztattdk meg szignifikdns mértékben a retina szerkezetét. Ezeknél a retindknal a
szovettani képeken jol lathatoé volt a sejtes (INL, ONL), valamint szinaptikus (IPL, OPL)
rétegek vastagsaganak csokkenése, hasonléan az ischaemids kontroll retindkhoz. A sham
allathoz viszonyitva a PACAP fragmens terdpiaban részesiilt retindk esetében a sejtszdm is
szignifikansan csokkent a GCL és INL rétegekben. Az intravitrealisan beadott PACAP6-10 és
4-13 esetében nagyobb mértékii karosodas volt megfigyelheté az INL és IPL rétegekben az
ischaemids kontrollhoz képest. A PACAP csalddjaba tartozd szekretin és gliikkagon sem
bizonyult retinoprotektivnek ischaemias retinopathidban. A BCCAO okozta retina
rétegvastagsdg csokkenése hasonldé mértékli volt az intravitredlisan szekretinnel vagy

glilkagonnal kezelt retindkéhoz. Ezt az eredményt a morfometriai analizis is alatimasztotta.



2. SZEMCSEPPKENT ALKALMAZOTT PACAP1-27 ES 1-38
VIZSGALATA ISCHAEMIAS RETINOPATHIABAN

ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Bilateralis carotis communis miitétet kovetd szemcseppes terapia

Kisérleteinkben 3-4 honapos him Wistar patkanyokat (PACAP1-27: £n=130: n=43
szovettani analizis, n=11 immunhisztokémiai analizis, n=20 immuno-blot analizis, n=28 citokin
array, n=28 elektroretinografids vizsgalat; PACAP1-38: n=12 szdvettani analizis, n=4
immunhisztokémiai analizis) vizsgaltunk. A fentebb mar részletezett BCCAO-s miitéti eljarast
alkalmaztuk ebben a kisérletben is. A mitétet kdvetden az allatok az elsé szemcseppes
terapidban részesiiltek. Az aloperalt allatok (sham) képezték a kontroll csoportot, Ok is
ugyanugy részesiiltek szemcseppes kezelésben. A szemcsepp 400ul vivéanyagban feloldott
10pug PACAPI1-27-et tartalmazott (1pg/csepp). Vivéanyagként fiziologids sooldatot, aqua ad
iniectabiliat, solvens viscosa pro oculoguttis cum thiomersalot és solutio ophthalmica cum
benzalkoniot alkalmaztunk. Az allatok jobb szemét az éppen aktualis vivéanyagban feloldott
PACAP1-27-el kezeltik, mig a bal szemiikbe az aktudlisan alkalmazott vivOanyagot
cseppentettiik. Kezelésiink 6t napig tartott, naponta kétszer cseppentettiink. A szdvettani
vizsgalatot kovetden az egyediiliként hatdsosnak bizonyuld solutio ophthalmica cum
benzalkonioval végeztiik a tovabbi kisérleteket. A PACAP1-38-at csak a solutio ophthalmica

cum benzalkonioban oldottuk fel (1pg/csepp koncentracidban).

2. A PACAP1-27 és 1-38 szemcseppel kezelt retinak hisztologiai analizise

A szovettani analizishez 43 allatot: PACAP1-27: n=7 sham, n=24 BCCAO; PACAP1-
38: n=3 sham, n=9 BCCAOQ vizsgaltunk. Két héttel a m{itét utan az allatokat tulaltattuk, és
szemik eltavolitasat kovetden a szemserleget kipreparaltuk, majd 4%-o0s paraformaldehidben
(PFA) fixaltuk. A szovettani protokollt a fent mar részletesen leirt modszer szerint végeztiik. A
retina rétegei koziil a kdvetkezoket mértiik: a kiils6 és a belsd hatarhartya tavolsagat, a kiilsé
magvas réteget, a kiilsé szinaptikus réteget, a bels6 magvas réteget, a bels6 szinaptikus réteget,
valamint 100um-es retinahosszon, a ganglionsejtek rétegében a sejtek szamat. Kétutas ANOVA

tesztet alkalmaztunk, amit Fischer féle post hoc analizis kovetett.



3. PACAP1-27 és 1-38 radioaktiv jelolése

Ezt a vizsgalatot amerikai kollaboracioban végeztiikk William A. Banks, és Therese S.
Salameh segitségével (Education, and Clinical Center, Veterans Affairs Puget Sound Health
Care System, Seattle, WA, USA; Division of Gerontology and Geriatric Medicine, Department
of Medicine, University of Washington School of Medicine, Seattle, WA, USA). A PACAP1-27-et
valamint 1-38-at 125-6s jodizotoppal (1°1) jelsltiink, laktoperoxiddz modszert alkalmazva. Him
CD-1 egereket uretrannal altattunk, majd PACAP1-27 és 1-38 szemcseppel kezeltiink (1x10°
cpm/szem solution ophthalmica cum benzalkonioban). Kiilonb6z6 idépontokban mértiik a
szarmaz6 mintadkbol. A mintavétel idOpontjai a kdvetkezok voltak: 5, 30, 60 és 120 perc.

Minden mérésnél n=3-6 egeret hasznaltunk.

4. Glialis fibrillaris savas protein expressziojanak mérése PACAP1-27 és
1-38 szemcseppes kezelést kovetoen

Két héttel a mitétet kdvetden 4 sham - és 7 BCCAO-n atesett allat (PACAP1-27: n=2
sham, n=5 BCCAQO; PACAP1-38: n=2 sham, n=2 BCCAO) szemeit eltavolitottuk, majd a
szemserlegeiket kipreparaltuk, és felszallo cukoroldatba helyeztiik Oket. Oranként egyre
0S, 20%-os, végiil éjszakara 30%-os cukros oldatba keriiltek. A preparatumokat masnap a
kriosztathoz sziikséges médiumba tettiik, majd 10 perc alatt lefagyasztottuk. Ezt kovetden a
mintat lemetszettilk, és a 10-12um-es metszeteket zselatinozott targylemezre helyeztiik.

Felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. Ezt kdvetden kezdtiik el a 2 napos immunhisztokémiai protokollt.

5. Western blot analizis, BCCAO-t koveté PACAP1-27 szemcseppes kezelés utan

Két héttel a mitétet kovetden (3 sham-es és 9 BCCAO-n atesett allat), valamint 24
oréval a miitétet kovetden (n=4 sham és n=4 BCCAO-n 4tesett allat) az allatok retindin western
blot vizsgalatot végeztiink. A mintak elékészitése a western blot analizishez munkacsoportunk
altal mar korabban leirtak szerint tortént. Ezt kdvetden a mintékat nitrocellul6z membranon 4 ‘C-on
inkubaltuk a primer antitestekkel: anti-total Akt, foszfospecifikus anti-Akt, foszfospecifikus anti-
extracellularis szignal regulacios kinaz 1/2 valamint anti-aktin antitestek. A foszfo-Akt (pAkt)
belsé kontrollja a total-Akt (tAkt) volt, mig a foszfo-ERK1/2-nek (pERK1/2) az aktin. Az

antigén-antitest komplex vizualizdldsa erdsitett kemilumineszcencia segitségével tortént, a



reakciot ECL Plus western blotting detektald rendszerrel rogzitettiik. Scanningelést kovetden
eredményeinket NIH ImageJ program segitségével kvantifikaltuk, szemikvantitativ pixel
denzitas mérést kovetden. A normalizaciot a pAkt esetében tAkt-re, a pERK1/2 esetében aktinra
végeztiik. Statisztikai elemzésiinkhoz kétutas ANOVA tesztet alkalmaztunk, Fischer féle post

hoc analizissel.

6. A PACAP1-27 szemcseppes kezelést koveto citokin array vizsgalat

A retindkat a mitétet kovetd 24 6ra utan tavolitottuk el. Kisérletiinkhoz 11 sham és 17
ischaemids karosodast szenvedett allatot hasznaltunk. A mintakat PBS-ben feloldott proteaz
inhibitorral homogenizaltuk, majd pooloztuk. A citokin array vizsgalatig -80°C-on taroltuk a
retindkat. Vizsgalatunkhoz Rat Cytokine Array Panel A Array kitet hasznaltunk. Masnap
haromszori mosast kovetéen adtuk a rendszerhez a tormaperoxidazhoz konjugalt streptavidint,
melyet kemilumineszcens elhivas kovetett, végiil rontgenfilmen rogzitettiik az eredményeket.
A filmeket scanneltiik, végiil ImageJ Protein Array Analiser program segitségével a denzitas
valtozasokat lemértiik. A kontroll spotok atlagahoz normalizaltuk adatainkat. A citokin array

méréseinket négyszer ismételtiik meg.

7. Elektroretinografias (ERG) vizsgalat PACAP1-27 szemcseppes terapiat kovetoen

Két héttel a miitétet kdvetden, allatainkat (11 sham operélt és 17 BCCAO miitéten
atesett) az ERG vizsgélat el6tt 24 6ran keresztiil sotét adaptacionak tettiik ki. A vizsgélat soran
az allatokat 0,7ml intraperitonealisan beadott ketamin-xylazin koktéllal altattuk. A vizsgalathoz
Homatropin szemcseppet hasznaltunk pupillatagitoként, illetve oxybuprocaine cseppet
érzéstelenitoként. A felvillano fényre adott retinalis elektromos jeleket (5,0 cd/ m?, 0,25 Hz, 503 nm
z0ld LED fény) az elektrodokkal vezettiik el, majd a kapott valaszokat felerdsitettiik és A/D
konverterrel rogzitettiik. Az igy kapott gorbéket Origin 8 szoftver segitségével értékeltiik, ahol
lehetdség volt a kiilonb6z6 hulldmok amplitiddjanak lemérésére, és az implicit idd, valamint
az oszcillacios potencial meghatarozasara. Kiértékelésiikhoz kétutas ANOVA tesztet

hasznaltunk Fischer féle post hoc analizissel.



EREDMENYEK

1. Rutin morfolégiai és morfometriai analizis

Két héttel a miitétet kovetden retina metszeteinken az ischaemias karosodas jelei jol lathatoak
illetve mérhetéek voltak. A sham operalt allatok jobb és bal szemei kozott (PACAP1-27-el kezelt —
nem kezelt szemek) nem detektalhato szignifikans kiilonbség. A fiziologias sdoldatban, az aqua ad
iniectabiliaban és a solvens viscosa pro oculoguttis cum thiomersaloban feloldott PACAP1-27-nél
nem tapasztaltunk retinoprotektiv hatast a szovettani analizis soran. A solutio ophthalmica cum
benzalkonio vivoanyagban feloldott PACAP1-27-nél viszont szignifikans kiilonbséget mértiink a
BCCAO és BCCAO +PACAP1-27 csoport retindinak rétegvastagsagai kozott. Tobbszori méréseink
aladtamasztottak korabbi eredményeinket, a PACAP1-27 szignifikansan csokkentette a kéarosodas
mértékét a teljes retina vastagsagaban (OLM-ILM: 50,7%-al csokkent BCCAO, 36,1%-al BCCAO
+ PACAP1-27 csoportba), a kiilsé szinaptikus rétegben (OPL: 54,2%-al csokkent BCCAO, mig
47,9%-al BCCAO + PACAP1-27 kezelés hatasara) és a belsé magvas rétegben is (INL: 46,5%-al
csokkent BCCAO-t kovetden, 30,7%-al BCCAO + PACAPL-27 kezelés utan), valamint a belsé
szinaptikus rétegben (IPL: BCCAO: 61,4%, BCCAO + PACAP1-27: 38,3%).

Két héttel a miitétet kdvetden, solutio ophthalmica cum benzalkonioban oldott PACAP1-38
szemcseppes kezelésben részesiild allatok retindinak morfometriai és morfologiai analizisét is
elvégeztikk. A sham operalt és a BCCAO-n atesett allatok retindinak szerkezetében, illetve a
rétegvastagsagokban szamos eltérést tapasztaltunk. PACAP1-38 szemcseppes kezelés hatésara, az
ischaemia okozta karosodas mértéke szignifikdnsan csokkent: a teljes retina vastagsagaban (OLM-
ILM: 46,7%-al csokkent BCCAO, 40,6%-al BCCAO + PACAP1-38 csoportba), a bels6 magvas
rétegben (INL: 38,5%-al csokkent BCCAO-t kovetden, 30,5%-al BCCAO + PACAP1-38 kezelés
utan), valamint a bels6 szinaptikus rétegben (IPL: BCCAQ: 64,8%, BCCAO + PACAP1-38: 38,2%).
A két csoport kozott a kiilso sejtes, valamint a kiilsd szinaptikus réteg esetében szignifikans mértékii
kiilonbség nem mutatkozott (ONL: BCCAO: 36,5%-al, BCCAO + PACAP1-38: 37,7%-al; OPL:
BCCAO: 53,0%-al, BCCAO + PACAP1-38: 48,2%-al csokkent).

A mitéten atesett allatok retinai esetében a GCL rétegben a sejtek szama jelentdsen
lecsokkent a sham csoportba tartozé retindkhoz képest. A BCCAO-t kovetd sejtszam csokkenés
mértéke azonban szignifikansan kisebb volt a PACAP1-27-el és 1-38-al kezelt szemeknél (jobb
szemek), a csak vivOanyagot kapott szemekhez (bal szemek) képest. A szovettani méréseink
bizonyitottak, hogy a PACAP1-27 solutio ophthalmica cum benzalkonioban oldva kifejti eddig ismert
retinoprotektiv hatasat ischaemias karosodés esetén. Az emlitett vivoanyagban oldott PACAP1-38

szintén retinoprotektivnek bizonyult.



2. T izotoppal jelolt PACAP1-27 és 1-38 koncentracio valtozasa szemcseppes kezelés esetén

A radioaktiv jodizotoppal jelolt PACAP1-27 és 1-38 radioaktivitasat 5 — 120 perces periddus

kozott tobbszor mértiik him CD-1 egereken. Elséként a cornean vald atjutasukat abrazoltuk,
csucskoncentracidjukat a PACAP1-27 esetében a 60. percnél, mig PACAP1-38 esetében a 120.
percnél érték el. Az iivegtestben detektalt PACAP1-27 és 1-38 koncentracidja a szaruhartydhoz
a 60. percben detektaltuk, mig a PACAP1-38 esetében mar a 30. percnél. A PACAP1-27 gyorsan
bejutott az agy teriiletére is (30 perc) alacsony koncentracioban, azonban 120 perc utan szinte alig volt
kimutathat6. A PACAP1-38 nem szdmottevé mértékben jutott be az agy teriiletére. A PACAP1-27

¢s 1-38 nagyon alacsony koncentracioban jutott a szérumba.

3. Miiller glia sejtek immunhisztokémiai analizise

A GFAP filamentumok intermedier filamentumok, melyek foként az astrocytadkban és az
ependimalis sejtekben expresszalodnak a kdzponti idegrendszerben. A retindban normalis esetben a
Miiller glia sejtek végtalpaiban vannak jelen, az ILM rétegben. Carotis lekotést kdvetden a GFAP
szintje megemelkedett, és a Miiller glia sejtek teljes hosszaban kimutathatova valt (az OLM-tdl az
ILM rétegekig). PACAP1-27 illetve 1-38 kezelés hatasara, a GFAP kisebb mértékben

expresszalodott, szinte csak a végtalpakra korlatozodott.

4. Akt és ERK1/2 foszforilacios valtozasa PACAP1-27 kezelés hatasara

Két héttel a miitétet kdvetden nem detektaltunk eltérést az Akt aktivacioban a sham és a
BCCAO csoportba tartozo allatok kozott. Azonban 24 6raval a miitétet kdvetden eltérés mutatkozott
a vizsgalt csoportokndl. A BCCAO jelent6sen nem befolyasolta a foszfo-Akt (pAkt) expresszojat,
azonban PACAP1-27 kezelés hatasara szignifikins mértékben megemelkedett ennek az anti-
apoptotikus fehérjének az aktivitdsa. A sham és sham + PACAP1-27 csoportba tartozo retindknal
onmagaban a PACAP1-27 szemcseppes kezelés csokkentette a foszfo-ERK1/2 (pERK 1/2) fehérje
szintjét. A carotis lekotést kovetden a pERK1/2 szintje megemelkedett, ami késébb a PACAP1-27

kezelés hatasara tovabb nott.
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5. PACAP1-27 szemcseppes kezelés hatasa az ischaemia okozta citokin expresszio
valtozasra

Kiilonbozoé citokinek expressziods valtozasainak méréséhez citokin arrayt hasznaltunk. Az
ischaemias karosodas szamos citokin aktivacidjat befolyasolta. A kiilonboz6 vizsgalt csoportok
kozott ilyen mértéki valtozast a citokin-indukalt neutrophil chemoattraktans-1 (CINC-1), makrofag
gyulladasos fehérje (MIP-3a), thymus kemokin (CXCL-7), matrix metalloproteinaz szoveti gatloja
(TIMP-1) valamint a vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF) esetében mértiink. Miitétet
kovetden mennyiségiik megemelkedett a sham csoport allataihoz képest, azonban PACAP1-27
kezelés hatasara szintjiik lecsokkent. A sham csoportba tartoz6 PACAP1-27-¢l kezelt és nem kezelt
allatoknal is mértiink kiilonbséget a citokinek expresszidjaban, azonban ez a 20%-ot nem haladta

meg egyik esetben sem.

6. Funkcionalis valtozasok vizsgalata PACAP1-27 szemcseppes terapiat kovetoen

ERG vizsgalatunkat a mitétet kovetd 14. napon végeztiik. Eredményeink alapjan
kimondhato, hogy a sham csoportba tartoz6 allatok PACAP1-27-el kezelt, valamint nem kezelt
szemek kozott szamottevd eltérés nem mutatkozott. Megéllapithato, hogy a BCCAO okozta
kéarosodas szignifikins mértékii volt a b-hullamok maximumainak tekintetében (25,1%-al
csOkkent a sham csoporthoz képest). PACAP1-27 szemcseppes kezelés hatasara ezek a
maximum értékek ndvekvo tendenciadt mutattak (19,9%-al csokkent a sham + PACAP1-27
csoporthoz viszonyitva), azonban szignifikdns mértékii valtozés nem igazolodott. Az a-hullamnal,
az oszcillacios potencialnal valamint az implicit idénél mért értékekben jelentds kiilonbségeket

nem talaltunk a vizsgalt csoportok kozott.

11



MEGBESZELES

1. PACAP csaladjaba tartozo neuropeptidek valamint fragmenseinek vizsgalatarol

sz016 korabbi tanulmanyok, illetve a mostani vizsgalatok eredményének osszefoglalasa

Amellett, hogy a PACAP feltehetden részt vesz kiilonbozd fizioldgias folyamatokban,
bizonyitottan retinoprotektiv sajatossagokkal is rendelkezik. Endogén védé hatasat
bizonyitottdk olyan egereken, melyek nem termelnek endogén PACAP-ot. Az egereknél
ischaemias retinakarosodast, valamint NMDA indukalta excitotoxikus karosodast idéztek €lo,
¢s azt tapasztaltdk, hogy a PACAP génhianyos egerek retinakdrosodasanak mértéke
fokozottabb volt a kontroll allatokhoz képest. Ezt a tulajdonsagat tovabbi vizsgalatok is
megerdsitették: PACAP antagonista (PACAP6-38) intravitrealis adasat kdvetéen az apoptdzis
mérteke fokozoddott. A PACAP retindlis, illetve mas szerveket/szoveteket érintd patologias
folyamatokban nagyon hatasos molekulanak bizonyult, ez indukalta 0j analogok valamint
fragmensek vizsgalatanak igényét, melyek kdnnyebb hozzaférhetdséget és nagyobb stabilitast
jelentenének az esetleges késdbbi klinikai felhasznalas sordan. PACAP carrier-molekulédkhoz
val6 kotése feltehetden megndveli a biologiai membranokon keresztiili transzportalodasat, igy
konnyebben ki tudja fejteni citoprotektiv hatasat. Kimutattdk, hogy a PACAP miutan atjut a
sejtmembranokon, receptorokhoz nem kothetd folyamatokban is részt vesz. A fentebb
részletezett feltételezésbol fakaddan szamos PACAP analdg fejlesztése megkezdddott. Szamos
tanulmany vizsgélta a PACAP fragmensek, valamint anal6gok farmakoldgiai és receptorokra
vonatkozd tulajdonsdgait, azonban kevesen nézték ezeknek a formaknak a biologiai
hatasossagat. Tanulmanyunkban kimutattuk, hogy az altalunk vizsgalt rovidebb PACAP
fragmensek neuroprotektiv hatdssal nem rendelkeznek, a vizsgalt fragmensek tobbsége nem
befolyasolta a kdrosodas mértékeét.

A retinara vonatkozdan kevesebb ismeretiink van a peptidcsalad tobbi tagjarol. Az
feltételezhetden a vizudlis informacié feldolgozasaban jatszanak szerepet. Korabbi
vizsgalatokban a glilkagon megnodvelte a cAMP szintjét csirke retinalis Miiller glia sejtekben
ugy, mint a VIP is. In vivo kisérletben, agyi ischaemiat kdvetéen a gliikagon neuroprotektiv
hatasat irtak le. Ezidaig nem vizsgaltak a szekretin €s gliikkagon esetleges retinoprotektiv hatasat
ischaemids kérosodast kovetden. Vizsgalatunkban az alkalmazott koncentracioban sem a

szekretin, sem a gliikagon esetében nem tapasztaltunk védo hatast ischaemias retinopathiaban.
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Tanulményunk megerdsitette, hogy a PACAPI-38 ¢és 1-27 izoformakban a
leghatasosabbak retinalis ischaemiaban. A 38 valamint 27 aminosavbol all6 peptideket nem
lehet az altalunk vizsgalt rovidebb fragmensekkel illetve a peptidcsalad tobbi tagjaval
helyettesiteni. Kisérleteink ujfent alatamasztottak a PACAP retinoprotektiv hatasat, ez a
tovabbi tanulmanyok alapjaul is szolgalhat, ezaltal kozelebb keriilve az esetleges klinikai

felhasznalashoz.

2. Szemcseppként alkalmazott PACAP1-27 és 1-38 kutatasi eredményeinek Osszegzése

Az in vivo PACAP kisérleteknél a 6 hatraltatd tényez6t az jelentette, hogy a peptid
eredeti szerkezeti form4jat rovid ideig 6rzi meg - mivel a szervezetben megtalalhaté DPPIV
enzim hasitja, és az igy létrejott fragmensek antagonista hatdstiak - ezaltal a bioldgiai
hasznosulasa kismértékii. A PACAP-nak szisztémas hatdsai is ismertek intravénas, illetve
intraperitonealis adast kovetden: csokkenti a vérnyomast, arckipirulast, valamint migrén szerti
rohamot idéz eld migrénre hajlamos betegekben. Az emlitett szisztémas kezelést kovetd
mellékhatasok ismeretében, €s szdmos szemészeti megbetegedés tudataban, vizsgalatainkhoz
lokalisan alkalmazhato formak (szemcsepp vagy kendcs) koziil valasztottunk. Kronikus
retinalis hipoperfuzios kisérleteinkhez végiil a szemcseppes formaban feloldott PACAP-ot
valasztottuk.

Morfometriai és morfologiai vizsgéalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a PACAP 27 és
38 aminosavas formaban is, solutio ophthalmica cum benzalkonioban oldva, szignifikdnsan
csokkentette a BCCAO indukalta retinadegeneracid mértékét. A retina rétegeinek szerkezete
megtartottabb volt a BCCAO-t kovetden csak vivOanyag terapiaban részesiilt szemekhez
képest. Vizsgalataink azt mutattdk, hogy a PACAP megfeleld vivéanyagban oldva a szem
kiilonb6z6 barrierein keresztiil képes eljutni a retindig. Eredményeinket radioaktivan 125-6s
jod izotoppal jelolt PACAP1-27-el ¢és 1-38-al is alatamasztottuk: a jelolt molekuldkat a
corneatdl az livegtesten keresztiil, a retindban is ki lehetett mutatni. A PACAP solutio
ophthalmica cum benzalkonioban oldva, szemcseppként alkalmazva kis koncentracidban volt
kimutathaté az agyban illetve a szérumban, ami a fent emlitett mellékhatasok elkeriilése
szempontjabol is fontos adatnak bizonyult. A PACAP lokalis szemészeti alkalmazasmodja
tovabbi cornealis hatdsok vizsgalatara is alkalmas lehet. Korabbi tanulmanyokban a PACAP

felgyorsitotta az idegsejtek regeneratidjat. Néhany lokalisan alkalmazott novekedési faktort
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mar tobb tanulméanyban is vizsgaltak, ilyen példaul az idegi névekedési faktor (nerve growth
factor - NGF). A PACAP anti-apoptotikus, anti-inflammatorikus, valamint anti-oxidans hatasai
kordbban is mar igazolodtak. Kutatécsoportunk mar kimutatta glutamat indukalta valamint
hipoperfizio okozta retinadegeneratiot kovetéen a PACAP anti-apoptotikus Gtvonalakat aktival
(ERK1/2 valamint Akt medialta szignaltranszdukciés utvonalak), melyek egyuttal gatoljak a
pro-apoptotikus jelatviteli utvonalakat. A PACAP-ot altaldnossagban anti-inflammatorikus
peptidként tartjdk szamon. Retindlis ischaemia hatdsara szamos citokin aktivalodik.
Kutatocsoportunk kordbban vizsgalta, hogy a retindban a PACAP képes megvaltoztatni a
karosodasbol fakado gyulladasos citokin/kemokin profilt, egy anti-inflammatorikus profil
iranyaba. Vizsgélatunkban, BCCAO-t kdvetden kialakult ischaemias karosodas kovetkeztében
néhany citokin expresszidja nagymértékben fokozddott: CINC-1, MIP-3a, thymus kemokin,
TIMP-1 valamint a VEGF, azonban szemcseppes PACAP1-27 kezelés hatasara szintjiik
lecsokkent, ezaltal kifejtve az anti-inflammatorikus hatdst. A retinalis ischaemia a glidlis sejtek
aktivaciojan keresztiil patologids utvonalakat aktival. Vizsgalatunkban a kordbbiakban
leirtakhoz hasonlot tapasztaltunk: BCCAO-t kdvetéen a GFAP expresszidja fokozodott, a retina
Osszes rétegében kimutathatd volt, mig a solutio ophthalmica cum benzalkonioban oldott
PACAP1-27 és 1-38 szemcseppel kezelt retinakon kisebb mennyiségben volt detektalhato, és
megjelenése a kontroll allatokéhoz hasonldéan inkdbb az ILM rétegre korlatozodott. Az ERG
vizsgalat jol alkalmazhatd neurondlis degeneracid mérésére, mivel nem invaziv, valamint
felvilagositast ad a retina rétegeirdl is. Kisérleteinkben a korabbiakhoz hasonléan, BCCAO-t
kovetéen a b-hullam amplitidojanak csokkenése bekdvetkezett, azonban nem tapasztaltunk
PACAP kezelés hatasara szignifikdns mértékii amplitido valtozast, csupan tendenciat.
Osszegezve, eredményeink alapjan kimondhatd, hogy a PACAP1-27 és 1-38 solutio
ophthalmica cum benzalkonioban oldva, szemcseppes formaban is ki tudja fejteni eddig ismert
retinoprotektiv hatdsat ischaemias retinopathidban. A szemcsepp egy konnyen alkalmazhat6

forma, ezaltal egy lépést jelenthet a PACAP esetleges klinikai felhasznalasdhoz vezetd tton.
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