Kilonbo6zo neuropeptidek protektiv szerepe

retinalis karosodasok esetén

Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

Szabo Edina Ivett

Témavezetok: Dr. Atlasz Tamas, egyetemi docens
Dr. Reglédi Déra, egyetemi tanar
Doktori Iskola vezetoje: Dr. Reglddi Déra, egyetemi tanar

Programvezeto: Dr. Reglodi Doéra, egyetemi tanar

Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Anatémiai Intézet

Pécs, 2022



1 Bevezetés
1.1 A latészerv felépitése
A latészerv egy Osszetett érzékszerv, mely a szemgolyobol és jarulékos struktiurakbol all.
A szemgolyot harom burok hatarolja. A kiilsé vagy rostos réteg az inhartyat és a szaruhartyat
foglalja magaban. A kozéps6 vagy vaszkularis réteghez tartozik az érhartya, a sugartest €s a
szivarvanyhartya. A szem és a szemlencse rétegei a szemen beliili harom kamra hatarolasara
szolgalnak. A kamrak a kovetkezok: eliilsd-, hatulso csarnok és az iivegtest. Az eliilsé és a
hatulsé csarnokot egy attetszd folyadék, a csarnokviz tolti ki. Normal koriilmények kozott a
csarnokviz a hatulsd csarnokbol az eliilsé kamraba aramlik. Ezt kdvetéen a trabekularis
halozaton keresztiil a Schlemm-csatorna iranyaba folyik el, majd a vénas rendszerbe keriil
vissza. A szemgolyo legbelsé rétege a retina, amely egy fényérzékeny réteg. A fényt a szem
optikai rendszere fokuszalja a retinara, amely szamos elektromos és kémiai reakciot valt ki. A
gerincesek retinajan beliil tiz szovettani réteget kiilonbdztethetiink meg. A rétegek beliilrdl
kifelé haladva a kovetkezok:
Bels6 hatarmembran (ILM) - a Miiller sejtek belsé végtalpai hozzak 1étre
Optikus rostok rétege (NFL) — a ganglionsejtek axonjaibol 0sszeszed6do rostkoteg, amely
az ingeriiletet az agy felé tovabbitja
Ganglionsejtek rétege (GCL) — a ganglionsejtek sejttestjeit tartalmazza
bels6 rostos réteg (IPL) — a bipolaris sejtek axonjai, az amakrin sejtek nyalvanyai, valamint
a ganglionsejtek dendritjei itt kapcsolodnak
Belso sejtes réteg (INL) — a horizontalis-, a bipolaris-, az amakrin- és a Miiller sejtek
sejttestjeit tartalmazza
Kiilsé rostos réteg (OPL) - a fotoreceptorok, bipolaris sejtek valamint a horizontalis sejtek
nyulvanyai ebben a rétegben szinaptizalnak
Kiils6 sejtes réteg (ONL) — a fotoreceptorok sejttestjeit tartalmazza
Kiils6  hatarmembran  (OLM) -  Miller sejtek  kiils6  nyGlvanyai  al
tal kialakitott réteg
Fotoreceptorok rétege (PL) — a fotoreceptorok kiils6- és bels6 szegmensét tartalmazza

Pigmentham (PE) — a retina legkiils6 rétege

1.2 Kétoldali arteria carotis communis okkluzio (BCCAO)
A retindban a kétoldali carotis communis permanens lekotésével (BCCAO) iszkémias

karosodas alakithat6 ki. Ez az egyik leggyakrabban alkalmazott hypoperfuziés modell, amely



morfologiai valtozasokat okoz a retindban. A retindlis iszkémia a lataskarosodéasok egyik 6

oka, valamint szamos retinalis rendellenességért is felelds.

1.3 Glaukéma

A glaukéma vagy zoldhalyog egy heterogén betegségcsoport 0sszefoglalo neve, egyike az
opticus neuropathidknak. Leggyakoribb formdja a nyitott zugi glaukéma, amely egy
progressziv allapot, mely a csarnokviz elfolyasanak zavaran keresztiil megnovekedett bels6
szemnyomast eredményez. A megndvekedett szemnyomas a retina ganglionsejtjeinek és azok
axonjainak elvesztését okozza. Jelenleg a kezelések a szemnyomas emelkedésének
ismeretében felmeriil az igény olyan terapids szerek irant, melyek képesek megakadalyozni az
apoptozist, valamint neuroprotektiv hatast fejtenek ki.

Szamos glaukomat reprezentalé allatmodellt ismeriink. Ezekben a modellekben a
hatékonysaganak tesztelésére. Bar a ragcsalok szemének anatomiaja €s fizioldgidja bizonyos
szempontbol kiilonbozik a foemldsokétol, de jelenleg a legkonnyebben létrehozhato glaukéma
modellként szolgalnak. A patkanyokban a sugartestben termel6dd csarnokviz az emberhez
hasonloan 4taramlik a trabekularis halozaton és a Schlemm-csatorna iranyaba folyik el. Végiil
a folyadek az episzkleralis vénakba keriil vissza. A fiziologids szemnyomadsszintet (koriilbeliil
10 Hgmm) a csarnokviz be- és kidramlasanak dinamikus egyensulya tartja fenn. Az altalunk
alkalmazott modell esetében a befecskendezett mikrogyongyok megrekednek a trabekularis
halozat intracellularis terében, ami a csarnokviz elfolyasanak zavardhoz, majd okularis

hiperténidhoz vezet.

1.4 APACAP és a VIP

Az hipofizis adenilat-ciklaz aktivaldo polipeptid (PACAP) egy endogén neuropeptid,
amelyet el6szor hipotalamikus peptidként izolaltak két bioldgiailag aktiv formaban (PACAPI1-
38 és PACAPI-27). A szekretin/gliikagon/vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP) csalad
legkonzervaltabb tagja, melynek szamos biologiai hatasat ismerjiik. A PACAP a G-fehérje
kapcsolt receptorokon, nevezetesen a PAC1, VPACI1 és VPAC2 receptorokon hat. Felfedezése
oOta bizonyitasra kertilt, hogy a PACAP szdmos in vivo és in vitro modellben neuroprotektiv
hatassal rendelkezik. A PACAP tobb szervrendszer esetben kimutathatd és szamos kiilonbdz6

funkciot lat el.



A VIP a szekretin/glitkagon/VIP peptidcsalad masik tagja. Ez egy 28 aminosavbol allo
peptid, ami elészor 1970-ben irtak le. Ismert, hogy a VIP a periférias és a kozponti
idegrendszerben is széles korben elterjedt neurotranszmitter, neuromodulator, neurotrofikus és
neuroprotektiv faktor. A VIP ugyanazon 3 receptoron keresztiil hat, mint a PACAP. A VPAC1
¢s VPAC2 hasonl¢ affinitassal koti mind a VIP-et, mind a PACAP-ot, a PAC1 pedig nagyobb
affinitassal koti a PACAP-ot. A VIP szintén egy multifunkcionalis peptid, amely kiilonb6z6 in
vitro és in vivo degeneraciés modellekben neuroprotektivnek hatasu volt.

Mind a PACAP, mind a VIP szamos szovet esetében védé hatasunak bizonyult. A VIP
erdsebb gyulladascsokkentd hatast, mig a PACAP inkabb egy antiapoptotikus peptid. Mindkét
peptid esetében kijelenthetjiik, hogy a jovobeli terapias szerek egyik forrasa lehet.

1.5 TAT

A transzkripcids transzaktivator (TAT) 11 aminosavbol allo peptid, ami a human
immundeficiencia virus 1 fehérjébdl szarmazik. A peptid ismert penetracids képessége miatt
keriilt a kutatdsok kozpontjaba. A TAT egyfajta fehérjetranszdukciés domén, amely képes
hatékonyan athatolni a sejtmembranokon, akar Onmagaban, akar mas molekulakkal
Osszekapcsolva. A TAT nemcsak kiilonb6zd tipusu molekuldkat (peptidek, nagy molekulaji
fehérjék, DNS) tud atvinni kiillonb6z6 sejtekbe, hanem szamos bioldgiai barrieren keresztiil is

képes atvinni a kapcsolodo molekulakat (pl. vér-agy gat, vér-levegd gat).

1.6 A retina vizsgilé médszerei: optikai koherencia tomografia és elektroretinografia

Az optikai koherencia tomografia (OCT) az egyik leggyakrabban hasznalt diagnosztikai
technika a szemészetben, €s gyorsan a retina diagnosztikajanak standardjava valt. Ez egy nem-
invaziv, nagy felbontasu optikai képalkotd technoldgia, amely a vizsgalt targy jelének és egy
helyi referenciajelnek az interferencidjan alapul. Az OCT valos idejii, keresztmetszeti képet tud
késziteni a vizsgalt szovetrol.

Az elektroretinografia (ERG) olyan diagnosztikai vizsgalat, amely a retina fényingerre
adott elektromos valaszat méri. Az ERG a fotoreceptorok, a horizontalis sejtek, a bipolaris
sejtek €s a koztiik 1évo kapcsolatok vizsgalatara alkalmazhat6. Az a-hullam a fotoreceptorok
valaszat jelenti; a b-hullamot a retina belso részén 1évo sejtek, példaul az ON bipolaris ¢€s
Miiller-sejtek generaljak. Az ERG klinikailag hasznos technika a retinabetegségek

diagnozisanak értelmezésében.



2 Célkitiuzések

Korabbi tanulményok igazoltdk, hogy intravitredlisan alkalmazott PACAP retinoprotektiv
hatdssal rendelkezik kiilonboz6 retindlis kéarosodasok esetén. Kutatocsoportunk korabbi
eredményei szerint a nem-invaziv modon, szemcseppként alkalmazott PACAP1-38 atjut az
okularis barrieren, eléri a retina sejtjeit és ott retinoprotektiv hatést fejt ki iszkémias retinopathia
esetén. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a TAT peptid, eldsegiti a hozza kotdtt molekulak
biologiai barriereken vald atjutasat, illetve a sejtmembranon valo atlépést, igy hatékonyabba

téve az esetleges neuroprotekciot.

l. Kisérleteink soran célul tiiztiik ki, hogy igazoljuk, hogy a TAT kapcsolt PACAP és
VIP szemcseppként alkalmazva hatékonyabb retinoprotektiv hatassal rendelkezik
iszkémias retinopathia esetén, mint onmagaban alkalmazott PACAP ¢és a VIP

tartalmt szemcseppes kezelés.

. Tovabbi célunk volt vizsgalni a PACAP1-38 szemcsepp retinoprotektiv hatasat

mikrogyongy-indukalta glaukoma modellben.

3 Kisérlet I — PACAP-TAT és VIP-TAT protektiv szerepének vizsgialata iszkémias
modellben

3.1 Anyagok és modszerek

BCCAO ¢és szemcseppes kezelés

Kisérleteink soran felndtt him Wistar patkanyokat (160-180 g) hasznaltunk (n=34).
Allatainkat standard laboratériumi koriilmények kozott, 12 oras sotét/vilagos ciklusban,
korlatlan ivoviz €s taplalék ellatas mellett tartottuk. A kisérleti allatokat érinté beavatkozasokat
az etikai szabalyoknak ¢és az egyetemi protokollnak megfeleléen végeztiik el (nyilvantartdsi
szdm: BA02/2000-26/2017). Izoflurannal torténd altatds soran mindkét oldalon kipreparaltuk
az arteria carotis communis-t egy k6zépvonalbeli bemetszésen keresztiil, majd 3-0-s fonallal
lekotottiikk. Az allatok egy csoportja (sham csoport) a miitéti eljaras minden 1épésén atesett,
kivéve az arteria carotis communis-ok lekotését (BCCAO). Kozvetlentil a miitétet kovetden az
allatok jobb szemét PACAP-TAT vagy VIP-TAT (1 pg/csepp) kezelésben részesitettiik. Az

allatokat 6t napig, naponta kétszer kezeltiik, izoflurannal t6rténé boditas soran (max. 5 perc).

4



Szdvettani analizis

Tizennégy nappal a BCCAO-mitét utdn a patkanyokat feldolgoztuk ¢és a szemeket
szOvettani vizsgalatra el6készitettiik. El6szor 4%-0s paraformaldehidben fixaltuk, majd
Durcupan ACM gyantdba agyaztuk. A retindkbol 2 pm vastagsagl metszeteket készitettlink €s
toluidinkék festékoldattal megfestettiik. A metszeteket DPX médium segitségével lefedtiik. A
kovetkezd paramétereket mértiik: az OLM-ILM vastagsaga, az egyes retinarétegek (ONL, OPL,
INL, IPL) vastagsaga, a ganglionsejtek szama/100 pm, valamint a sejtek szdma/500 um? az
ONL-, INL rétegben.

Statisztika
Az eredményeinket az atlag + standard hiba (SEM) feltiintetésével adtuk meg. A
statisztikai osszehasonlitashoz kétutas-ANOVA tesztet, valamint Fisher- és Bonferroni post

hoc analizist végeztiik.

3.2 Eredmények

A BCCAO a retina 0sszes rétegében szignifikans rétegvastagsag csokkenést idézett el a
kontroll (SHAM) éllatokhoz viszonyitva. A legdrasztikusabb valtozas a kiils6 és a bels6 rostos
rétegekben volt detektalhatod, ezért értelemszerien a két hatirmembran kozotti tdvolsag is
szignifikansan csokkent a kontroll csoport retina mintaihoz képest. A PACAP-TAT és a VIP-
TAT Onmagaban torténé beaddsa az aloperalt allatok esetében nem okozott semmilyen
valtozast a retina rétegeinek vastagsagaban. A PACAP-TAT vagy a VIP-TAT szemcsepp a
BCCAO miitétt csoportban jelentésen csokkentette a karosodas mértékét az Gsszes retina
rétegben a sham csoporthoz képest. A rétegvastagsagok szignifikansan nagyobbak voltak, mint
az iszkémias csoportban. Ez kiiléndsen szembetiin volt az OPL rétegben, amely tobb BCCAO
mtott allat esetében eltiint, ellenben mérheté maradt a PACAP-TAT vagy VIP-TAT kezelt
allatokban. A BCCAO jelentds sejtvesztéshez vezetett az ONL-ben, az INL-ben és a GCL-ben
egyarant. A PACAP-TAT szemcseppek ellenstlyoztak a BCCAO hatasat minden sejtes
rétegben. A sejtek szdma a GLC/100 pm, az ONL/500 pm? és az INL/500 pm?2-ben
szignifikdnsan magasabb volt a BCCAO miitott allatokhoz képest. A VIP-TAT kezelés szintén
csokkent sejtveszteséget eredményezett szinte minden sejtes rétegben, kivéve az ONL/500 um?

egységben.



3.3 Diszkusszio

Kutatasunk soran igazoltuk a PACAP-TAT ¢és VIP-TAT peptidek retinoprotektiv hatisat
patkany iszkémids modellben. A PACAP kiilonbozd retinakarosodasokban kifejtett pozitiv
hatasaival korabban mar tobb tanulmany is foglalkozott. Kimutattak, hogy az intravitrealisan
alkalmazott PACAP erdteljes sejtvédd hatést fejt ki kiilonbozoé allatmodellekben eldidézett
retindlis karosodasok esetén. A protektiv hatasok a retina minden idegsejttipusan
érvényesiilnek. A PACAP nemcsak a retina idegsejtjeire és gliasejtjeire van protektiv hatassal,
hanem segit meg0rizni a vér-retina gat integritasat egyarant. Oxidativ stressz okozta sériilések
esetén védi a retina pigmenthamsejtjeit, aminek kovetkeztében megdrizheto az ideghartya kiilsé
hatara. Tanulmanyok szerint a VIP hatéssal van a latorendszerre, a legtobb eredmény a fény
altal kivaltott neuronalis transzmisszioban valo részvételével foglalkozik. A VIP-r6l ismert az
is, hogy fontos neuromodulator a vizualis jelatviteli utakban, nem csak a retindban, hanem az
agykéregben is, ahol befolyasolja a vizualis informaciéfeldolgozast. Emellett vannak olyan
tanulmanyok, melyek a VIP trofikus hatasat igazoljak mas retinalis elvaltozasokban.
Bizonyitott, hogy a VIP in vitro kériilmények kozott képes megvédeni a retina ganglionsejtjeit
az excitotoxikus karosodasoktol. Iszkémias reperfuzidos modellben a VIP védd hatasat
igazoltak, mind szisztémads, mind intravitredlis alkalmazédsa csokkentette az oxidativ stressz
szintjét, amit a malondialdehid szintjének detektalasaval bizonyitottak. Ennek eredményeként
a retina szerkezete kevésbé karosodott, ami Odsszhangban all jelenlegi eredményeinkkel.
Kutatocsoportunk hipoperfuzios modellben végzett kisérletei soran az intravitrealisan
alkalmazott VIP a retina morfoldgiai javulasat eredményezte, de a PACAP-hoz viszonyitva
tizszer nagyobb dozisban kellett alkalmazni a protekcio eléréséhez. Jelenlegi tanulmanyunkban
hasonld foku védelmet tapasztaltunk a VIP-TAT alkalmazasa esetében is. A VIP nagyfokua
neuroprotektiv szerepe nemcsak kozvetlen, de kozvetett modon egyarant érvényesiil, az
keresztiill. Mind az ADNP, mind a NAP erds védelmet nyujtott szamos stressztényezdvel
szemben. A retinaban a NAP védelmet nyujtott a 1ézer-indukalta karosodasban, csokkentette a
hipoxia hatasara megjelend faktorokat diabéteszes retinopathia modellben, gatolta az
apoptotikus sejthalalt, valamint hipoxia-indukalta retinakarosodasban elésegitette a neuronalis
novekedést. A VIP a retina vérellatdsat is szabalyozza, mivel hatassal van az autondém
reflexekre és a choroidea véraramlasara is. A VIP szemcsepp formajaban torténd alkalmazéasa

hatassal van a szaruhartyéra.



A BCCAO okozta iszkémids sériilésben a PACAP a legtobb retinalis rétegben sejtvédo
hatastnak bizonyult. Korabbi kutatasi eredményeink szerint a VIP hatékonysaga toredéke a
PACAP védoé hatasanak. A 100 pmol-0s (5ul) VIP kezelés nem javitott a sériilt retina
szerkezetén, mig az azonos dozisban hasznalt PACAP sikeresen ellensulyozta a karosodast.
Azonban a VIP esetében a protektiv hatas csak 1000 pmol-os dozis (5ul) mellett volt mérheto.
Sikeriilt bizonyitanunk, hogy a TAT peptidhez kotott VIP hatékonyan atjut az okularis
barriereken és neuroprotektiv hatast fejt ki a retindban. A PACAP-TAT kezelés nem nyujtott
erdsebb védelmet a retina sejtjeinek, mint az 6nmagéaban alkalmazott PACAP, azonban a VIP
protektiv hatasa sokkal er6sebbnek bizonyult a TAT-hoz kotve, mint 6nmagaban alkalmazva.
Ezen eredmények 0sszhangban 4llnak egy korabbi tanulméany eredményeivel, miszerint a TAT,
ami hasonlé aminosav sorrenddel rendelkezik, mint a PACAPI1-38 utolso tizenegy (28-38)
aminosavja, nagyobb affinitast biztositott a VIP-nek a PAC1 receptorhoz valo kotddéskor. A
PACAP 38 aminosavas formaja esetében a C terminalishoz csatolt TAT sziikségtelenné valik
és csak a receptorhoz vald kotodést zavarhatja. Ezzel magyarazhatd, hogy a PACAP-TAT
negativ hatassal volt a PACI1 receptor aktivalasaban, ezéltal a citoprotektiv hatas
megjelenésében az altalunk hasznalt iszkémias modellben.

Osszefoglalva, jelen kutatasunk elséként bizonyitotta, hogy a (Solutio ophthalmica cum
benzalkonioban (SOCB) oldott TAT kapcsolt PACAP és VIP lokalis alkalmazasa csokkenti az
iszkémias retinadegeneracid mértékét, feltehetden ennek hatterében egy multifaktorialis

védémechanizmus all.

4 Kisérlet I - PACAP szemcsepp protektiv hatasanak vizsgalata glaukoma modellben

4.1 Anyagok és modszerek

Kisérleti 4llatok, mikrogyongy injekcio és a kezelés

Kisérleteink soran felnétt (300-500 g) him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk
(n=50). Allatainkat 12 oras sotét/vilagos ciklusban, korlatlan ivoviz és taplalék ellatas mellett
tartottuk. A kisérleti allatokat érintd beavatkozasokat az etikai szabalyoknak és az egyetemi
protokollnak megfelelden végeztiik el (BA02/2000-16/17). Kisérleti allatainkat véletlenszeriien
négy vizsgalati csoportba osztottuk: PBS+vivéanyag (Systane (S)) n=8; PBS+PACAP1-38 (P)
n=8; mikrogyongy+vivéanyag (S) n=17 és mikrogyongy+PACAP1-38 (P) n=17. Hamilton-
fecskenddvel a fluoreszcens mikrogyongyoket mindkét szem eliilsd csarnokaba fecskendeztiik.

A kontroll csoportokban a szemek megegyez6 mennyiségli PBS-t kaptak. Két héttel az els6



injekci6 beadasa utan megismételtiik az eljarast. A mikrogydngyok beadasa utdn a szemeket
Systane oldattal vagy PACAP1-38 szemcseppel (1 pg/csepp) kezeltik. Az 10P-valtozast

mindkét szemen tonométerrel monitoroztuk.

OCT és ERG méreés,

Az OCT mérés 1 nappal a mikrogyongy beadidsa eldtt tortént. A mérés soran a
pupillatagitashoz 0,01% atropint tartalmaz6 pupillatagité szemcseppet, valamint a szaruhartya
védelme érdekébenmiikonnyet alkalmaztunk. A retinardl az injekciok eldtt és 8 héttel az
injekciok utan készitettlink felvételeket.

Szintén a mikrogyongyok beadas el6tt 1 nappal, illetve 8 héttel az mikrogyongyok beadasa
utan végeztiink ERG méréseket. A mérés eldtt az allatokat egy éjszakan at (>12 ora) sotéthez
adaptaltuk, és minden mérési elokésziiletet vords fény mellett végeztiink el. A patkanyokat a
mérés soran flitdpadra tettilk, majd elektrodokat helyeztink a szaruhartya felszinére. A
referenciaelektrodakat szubkutan helyeztiik el a fejiikon. A kovetkezé paramétereket mértiik:

az a-hullam amplitadodja és a b-hullam amplitidoja.

Szbvettan analizis

8 héttel az els6 mikrogydngy beadas utan a patkanyokat feldolgoztuk és a szemeket (n=32)
szovettani vizsgalatra elokészitettiik. E16szor a szemeket 4%-os paraformaldehidben fixaltuk,
majd Durcupan ACM gyantdba agyaztuk. A retindkbol 2 um vastagsagu metszeteket
készitettiink és toluidinkék festékoldattal megfestettilk. A metszeteket DPX médium
segitségével lefedtiik. A kovetkezO paramétereket mértiikk: az OLM-ILM vastagsdga és a

ganglionsejtek szama/100 pum.

Immunhisztokémia

Immunhisztokémidhoz a retindkat (n=32) 4%-os paraformaldehidben fixaltuk. Kriosztattal
15-17 um vékony metszeteket készitettiink, melyeket zselatinnal bevont tdrgylemezre vettiink
fel. A metszeteket egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk primer poliklonalis antitestben: egér anti-
Brn3a és nyul anti-GFAP (1:200). Az immunreaktivitast Alexa Fluor-594, szamar anti-egér és
Alexa Fluor-488, szamar anti-nyul (1:400) antitestekkel detektaltuk. Mosas utan a sejtmagokat
propidium-jodiddal kontrasztositottuk. A mintadkat Fluoroshield médiummal fedtiik le, majd



Nikon Eclipse 80i fluoreszcens mikroszkoppal fotokat készitettiink. A GFAP-pozitivitas

valtozasait ImagelJ szoftverrel rogzitettiik.

Whole mount retina mintak

A szemeket (n=36) 4%-os paraformaldehidben fixaltuk. Mosas utan kipreparaltuk a retinat
és négy kis vagast ejtettiink a szélein. Az elsédleges egér anti-Brn3a-t PBST-ben higitottuk és
egy ¢jszakan at 4 °C-on inkubaltuk. Az immunreaktivitast Alexa Fluor-594 szamar anti-egérrel
detektaltuk, amelyet 1:400 aranyban higitottunk PBST-ben. Mosas utan a targylemezeket
Fluoroshield médiummal fedtiik le. A Brn3a-pozitiv RGC-ket 4, egyenként 50 000 pm? teriiletii
régioban szamoltuk meg. A szamlalast az ImageJ programmal végeztiik el. A képeket Nikon
Eclipse 801 fluoreszcens mikroszkoppal elemeztiik. A fényképeket Adobe Photoshop CS6

programmal szerkesztettiik.

Statisztika

A statisztikai Osszehasonlitasokat kétutas ANOVA teszttel végeztiik, amelyet Fischer
(szovettan; ERG; GFAP; Brn3a teljes montazs) és Bonferroni (IOP; Brn3a szelvény) post hoc
analizis kovetett. Az eredményeink atlag = SEM értékben vannak feltiintetve. A p < 0,05 értékii

kiilonbségeket szignifikdnsnak tekintettiik.

4.2 Eredmények

A PACAP szemcsepp hatdsa a szemnyomas valtozasara

A kontroll csoportokban nem tapasztaltunk szemnyomas valtozast. Ezzel ellentétben a
glaukomas Gyongy+S kezelt csoportban szignifikdns szemnyomasemelkedés volt
megfigyelhetd a vizsgalati periodus soran, mig a Gyongy+PACAP kezeltben mérséklodott a
szemnyomas emelkedése. Egy héttel a mikrogyongyok injektaldsa utdn tobb, mint 50%-0S
nyomasemelkedést tapasztaltunk a Systane és PACAP kezelt csoportokban is. A harmadik
vizsgalati hét utan jelent meg szignifikans (p<0,05) kiilonbség a mikrogyongy injektalt
csoportok kozott. A PBS injektalt csoportokban a szemnyomasértékek a kiindulasi érték (az
Osszes kisérletbe bevont allat kontroll szemnyomasdnak atlaga) kozelében maradtak a
nyolcadik hét végén. A Gyodngy+S glaukémas csoportban szignifikdinsan magasabb

szemnyomas volt rogzithetd, mint a PACAP kezelt csoportban.

A PACAP szemcsepp hatésa a retina szoveti szerkezetére
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Szovettani eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a PACAP szemcseppes kezelés
nem valtoztatott a retina szerkezetén a PBS injektalt csoportban. In vivo OCT vizsgalatok
eredményei egyarant alatamasztottak a szovettani vizsgalatok soran tapasztaltakat. A
Gyongy+S csoportban a retina rétegeinek vastagsaga nagymértékben csokkent a PBS injektalt
csoportokhoz képest. Szignifikans csokkenés volt megfigyelheté az OLM-ILM tavolsagéban.
A ganglionaris sejtrétegben a 100 um-re eso sejtek szama is szignifikdns csokkenést mutatott.
A PACAP tartalmu szemcsepp alkalmazasa protektiv hatdssal rendelkezett a retinaban. A
PACAP kezelt csoportban a retina morfologiaja kevésbé valtozott, mint a vivéanyaggal kezelt
mikrogyongyds csoportban. Az OLM-ILM tavolsag a PBS-t kapott csoportokétdol nem
kiilonbozott szignifikansan. A morfometriai paraméterek dsszehasonlitasakor azt tapasztaltuk,
hogy a Gyongy+P csoportban a ganglionsejtek szama/100 um a kontroll PBS injektalt

csoportokéhoz képest nem kiillonbozott.

Az immunhisztokémiai jelolések eredményei

Immunhisztokémiai vizsgalataink sordn sem a PBS injektalt csoportokban, sem a
Gyongy+P csoportban nem mutattunk ki elvaltozast. A glaukémas Gyongy+S csoportban
szignifikansan er6sebb GFAP jelolést tudtunk detektalni. A retina belsé rétegeiben a protein
expresszidja intenzivebb volt, mint a Gyongy+PACAP kezelt csoportban. A ganglionsejt
specifikus (Brn3a) jel6lés soran igazolni tudtuk, hogy a megnovekedett belsé szemnyomas
szignifikansan csokkenti a ganglionsejtek szamat a PBS+S csoporthoz képest. A glaukomas
PACAP szemcseppel kezelt retinak esetében szignifikdnsan kisebb volt a ganglionsejtek
szamanak csokkenése. Ugyanezt az eredményt tamasztotta ala a whole-mount retina
preparatumokon végrehajtott Brn3a ganglionsejt jelolés is. A PBS+S és PBS+P csoportok teljes
retina preparatumaiban nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést. A glaukoma korképet
reprezentald Gyongy+S csoport teljes retina mintdiban is csokkent ganglionsejtszam volt
megfigyelhetd a Gyongy+P csoporthoz képest. Brn3a jel6lés utin mind metszetben, mind a
teljes retina készitmények esetén kontrollhoz hasonld immunpozitivitast tapasztaltunk a

PACAP kezelés hatasara.

Elektroretinografia (ERG) eredményei

A reprezentativ ERG felvételeket 12 oras sotéthez vald adaptilads utdn rogzitettiik.
Kontroll csoportokban az ERG hullamok lefutasa megegyezett. A kezelés nélkiili glaukoma
csoportban a fényfelvillanasra adott valaszok szignifikansan csokkentek. Ezzel ellentétben a

Gyongy+P csoportban a kezelés hatdsara az ERG hullamok a kontroll csoportoknal mértekhez
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hasonlitottak. A PBS+S csoportban mért hullam amplitadok hasonlé mértékiiek voltak, mint a
PBS+P csoportban. A PBS+S csoporthoz hasonlitva szignifikans a- és b-hullam amplitado
csOkkenést figyeltink meg a Gydngy+S csoportban. Az elektroretinogramok eredményei
alapjan azt mondhatjuk, hogy a latas funkcioja szignifikansan jobb volt abban a mikrogydngy

injektalt csoportban, amely PACAP kezelésben részesiilt.

4.3 Diszkusszio

A glaukoma vagy zoldhalyog egy komplex betegség, aminek pontos patomechanizmusat
jelenleg sem ismerjiik teljesen. Kisérleteink soran reprodukalni tudtuk a retinalis ganglionsejtek
magas [OP altal kivaltott pusztulasat. A mikrogyongyokkel indukalt modell segitségével
bebizonyitottuk, hogy a PACAP képes volt megakadalyozni a szemnyomas emelkedését €s a
ganglionsejtek pusztulasat.

A PACAP jol ismert neuroprotektiv és altalanos citoprotektiv hatasardl, beleértve a
retinalis karosodasok esetén mutatott védo hatasat. Kutatécsoportunk is leirta, hogy a PACAP
csokkenti a karosodas mértékét kiilonbozé eredetii retinopathiakban. A retinopathiak
szisztémas PACAP kezelése jelenleg nem megoldott, mivel a szérumban 1év6 peptidet a DPPIV
enzim nagyon gyorsan bontja. A legtdbb retinoprotektiv hatast igazold kézleményben exogén
modon, intravitrealis injekcid forméjaban alkalmaztdk a PACAP-ot. Kutatocsoportunk
korabban bizonyitotta, hogy a PACAP szemcseppként alkalmazva megfelelé koncentracioban
atjut az okularis barriereken, igy sikeresen fejti ki védohatasat iszkémids retinopathiaban. PhD
munkam madsodik felében végzett kutatasunk legf6bb megallapitasa, hogy a szemcseppként
alkalmazott PACAP1-38 védo hatassal rendelkezik mikrogyongy-indukalta glaukéma
modellben.

A human glaukémahoz hasonléan a patkany modell esetén is a retinalis ganglionsejtek
szamanak csokkenése figyelheté meg. Kontroll koriilmények kozott az SD patkanyok
szemnyomas értéke 10-12 Hgmm kozotti tartomanyba esett. Ebben a glaukoma modellben a
mikrogyongyok a csarnokviz elfolyasanak zavarat, ezaltal IOP emelkedést idézik el6.
Kisérleteink soran reprodukaltuk a glaukomara jellemzé szemnyomasemelkedést, valamint
varatlan pozitiv eredményként azt is megfigyeltiik, hogy a mikrogydngyok injektalasa utan a
PACAP szemcseppes kezelés hatdsara a szemnyomas kisebb mértékben emelkedett. Ezen hatas
molekularis mechanizmusa jelenleg még nem ismert, de a PACAP szemnyomas csokkentd
hatasa tovabbi glaukoma kutatdsokra ad okot. A csarnokviz termelddése és elfolydsa szigoruan

szabalyozott folyamat, amelyet szdmos tényez0 €s struktura befolyasol. Ebben a szabalyozasi
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mechanizmusban nem ismert a PACAP szerepe. Korabban mar mas PACAP-hoz hasonloan
cAMP szintet noveld anyagokrol igazoltak IOP csokkentd hatasukat. A szemnyomas csokkentd
szerep egyik kulcsfontossagi mechanizmusa a cAMP szint valtozasa lehet, mivel a cAMP
fontos szerepet jatszik a csarnokviz termelésének és elfolyasanak szabalyozasaban. Ezenkiviil
a PACAP csokkenti a RhoA GTP4az mennyiségét, ami pedig a csarnokviz mennyiségének
elfolyésat hatdrozza meg a trabekularis halozat szabalyozasaval.

Szovettani eredményeink megegyeznek kiilonb6zd glaukéma modell alkalmazasakor
mas kutatok altal megfigyelt szovettani valtozasokkal. A mikrogydngydk injektalasa az OLM-
ILM tavolsag csokkenését idézte eld, hasonloan mas retinalis sériilésekhez, mint példaul a
lipopoliszacharid altal kivaltott retina gyulladas. A PACAP1-38 szemcseppes kezelés hatasara
a retina megOrizte normal struktirdjat, mig a ganglionsejt specifikus Brn3a immunhisztokémiai
jelolések igazoltak, hogy a PACAP kezelt glaukdmas csoportban kevesebb ganglionsejt halt el.
A retina esetleges sériiléseinek egyik indikatora lehet a specifikus Miiller gliasejtjek
aktivalodasa. Ezen sejtek rendelkeznek PACI receptorral és a PACAP hatéssal lehet rajuk,
tobbek kozott a PACAP befolyasolja az interleukin-6 gyulladdsos citokin expresszidjat.
Hipertonias koriilmények kozott a Miller sejtek fokozott aktivaciojat a GFAP jelolés
segitségével jelen kisérletiink sordn is bizonyitani tudtuk. Korabbi tanulmanyainkkal
Osszhangban a PACAP kezelt csoportban a GFAP immunpozitivitas csak a gliasejtek
végtalpaira korlatozodott. Seki és munkatarsai (2011) eltér6 metodika szerint, séoldat
befecskendezésével hoztak létre emelkedett szemnyomast, ahol szintén az intravitrealis
PACAP kezelés ganglionsejt védé hatdsat bizonyitottak. Feltételezésiik szerint a PACAP
koncentraciotol fiiggéen kiilonbozd jelatviteli ttvonalakat indukalhat. Kisérletiink adatai
szintén egybevagnak azzal a megallapitassal, hogy a PACAP neuroprotektiv hatast fejt ki
hipertenzids glaukoma modellben. Az altalunk alkalmazott modell jol reprezentalja a human
glaukoma patomechanizmusat. Vizsgalatunkban nemcsak a ganglionsejt rétegben, hanem mas
retinalis rétegekben, illetve a Miiller sejtekben is védd hatast tudtunk kimutatni. Kutatasunkban
szOovettani mintak segitségével a PACAP védoé hatasat tudtuk igazolni a nem-invaziv
szemcseppes kezelés hatasara, ezen eredményeinket funkcionalis vizsgélatokkal is al4 tudtuk
tdmasztani.

ERG méréseket végeztiink annak vizsgalatira, hogy a PACAP kezelés altali morfologiai
javulas funkciondlisan is kimutathaté-e. Alatdmasztottuk, hogy a PACAP kezelés gatolhatja a
Gyongy+S csoportban észlelt latdsromlast is, ami Osszhangban all a kordbbi iszkémids
retinopathiaval kapcsolatos eredményeinkkel. Alapjaban véve a két retinakdrosodas

patomechanizmusa kiilonbozik, de van k6zos jellemzdjiik is, mivel a glaukéma megjelenésének
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egyik oka lehet a vaszkularis szabalyozasi zavar. Szamos funkcionalis valtozast figyeltiink meg
a Gyongy+S csoportban, ami azt bizonyitja, hogy patkanyokban a mérsékelt IOP emelkedés
elegendd a kisérleti glaukéma kivaltasahoz. Ezzel szemben a PACAP kezelt csoportban nem
tapasztaltunk funkcionalis valtozasokat.

Az irreverzibilis latdsvesztés sulyos klinikai probléma, melynek egyik leggyakoribb
kivalto oka a zoldhalyog. Jelenleg nem ismeriink hatékony neuroprotektiv terapiat. Kutatdsok
szerint az tvegtestbe injektalt agyi eredetli ndvekedési faktor (BDNF) fenntartja a
ganglionsejtek szamat. A PACAP szemcsepp hasonld erdsségii preventiv hatast fejt ki a
retinalis ganglionsejtek csokkenésével szemben az altalunk hasznalt glaukéma modellben. A
lehetséges kezelés esetében sziikség van egy hatékony neuroprotektiv modszer kidolgozésara,
ami hatassal van a jelatviteli utakra és elosegiti a ganglionsejtek talélését. A BDNF-nek a TrkB
(tropomiozin receptor kindz B) receptoron keresztiil fontos szerepe lehet a ganglionsejtek
aktivalasaban. A két faktor 6sszefiigg egymassal, mivel a PACAP a specifikus PACI1 receptoran
keresztiil indukalja a BDNF expressziojat, valamint részben a BDNF kozvetiti a PACAP védd
hatésat az idegsejtekben.

Megfigyeléseink alapjan a mikrogyongy-indukalta glaukéma modell megfelelonek
bizonyult, hogy a PACAP szemcseppes kezelés hatasat vizsgaljuk. Jelenlegi eredményeink
szerinta PACAP szemcsepp felhasznalhato a jovSbeni terapids kezelések soran. Osszességében

ez a mddszer kiegészitd eleme lehet az eddig ismeretes glaukoéma kezeléseknek.
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5 Uj eredmények osszefoglalasa

1)

A Ph.D. munkam elsé részében a PACAP-TAT ¢és VIP-TAT retinoprotektiv szerepét
vizsgaltuk BCCAO okozta retinakarosodasban. Szévettani analizisiink soran kimutattuk,
hogy a szemcseppként alkalmazott PACAP-TAT ¢és VIP-TAT csokkenti a hipoperfuzio
okozta retina degeneracio mértékét a BCCAO modellben. A TAT kapcsolt PACAP esetén
nem tudtunk effektivebb protektiv hatdst kimutatni, mint 6nmagadban a PACAP

szemcsepp alkalmazasakor.

A Ph.D. munkam masodik felében a szemcseppként alkalmazott PACAP védo szerepét
igazoltuk mikrogyongy-indukalta glaukéma modellben. Kisérletiink eredményei azt is
igazoltak, hogy a szemcseppes kezelés képes mérsékelni a szemnyomas emelkedést a

glaukoma kialakulasa soran.

Eredményeinket Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a retinat érinté kiilonb6zo
karosodasok hatasaival szemben a PACAP és a VIP non-invaziv szemcseppes
alkalmazéasa citoprotektivnek bizonyult. Valamint bizonyitasra keriilt, hogy a VIP
esetében a TAT novelheti a kifejtett protektiv hatast a kiilonb6zo retinalis karosodasok
esetén. Kutatécsoportunk korabbi és jelenlegi eredményeinek ismeretében mind a
PACAP, mind a VIP potencialis terapias lehetdségeket nytjthat kiilonbdzd retinat érintd

betegségek esetében.
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