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I. Bevezetés

I/1. Korasziilott retinopatia

A korasziilott retinopatia (retinopathy of prematurity, ROP) a korasziilottek éretlen
retingjat érintd, koros érfejlodéssel jaro betegség, amely a gyermekkori latdskarosodas és
megeldzhetd vaksag egyik vezetd oka. A korkép elso leirasa az 1940-es évekre nyulik
vissza, amikor még retrolentalis fibroplazia néven irtdk le. Rovid idon beliil
nyilvanvalova valt, hogy a betegség kialakulasa Osszefiigg a korasziilottellatds soran
alkalmazott oxigénterapiaval, és e felismerés alapozta meg a ROP patomechanizmuséanak
késobbi kutatasait (Terry, 1946; Bedrossian €s mtsai., 1954; Silverman, 1980; Robertson,
2003).

A neonatologiai intenziv terapia fejlédésével egyre kisebb gesztacids koru és
alacsonyabb sziiletési stlyl ujsziilottek életben tartdsa valt lehetdvé, ami a ROP wjabb
térnyeréséhez vezetett. Mig a fejlett orszagokban a szervezett sziirés, a korszerl intenziv
ellatas €s a célzott szemészeti kezelés jelentdsen csokkentette a ROP okozta vakséagot,
addig a fejlodo régiokban a betegség tovabbra is jelents népegészségiigyi teher. A ROP
el6fordulasa nem elsésorban f0ldrajzi, hanem ellatdsi és tdrsadalmi-gazdasagi
tényezOkkel mutat 6sszefiiggést, ezért a korkép epidemioldgidja szorosan dsszefonodik a
neonatoldgiai ellatas szinvonaldval (Gilbert, 2008; Quinn és mtsai., 2010; Kiranmayee és
mtsai., 2019).

A betegség kizarolag korasziilottekben fordul eld, és eléfordulasa forditott
aranyban all a gesztacids korral, illetve a sziiletési stllyal. A legéretlenebb, extrém
alacsony sziiletési sulyu ujszilottek kiilondsen veszélyeztetettek, ezért a ROP ma is a
modern perinatalis ellatas egyik meghataroz6 szemészeti kihivasa. Klinikai jelentdségét
tovabb ndveli, hogy a sulyos lataskarosodas jelentds része iddben felismert és kezelt
esetekben megeldzhetd (Good és mtsai., 2005; Quinn és mtsai., 2014; Quinn és mtsai.,
2016; Blencowe és mtsai., 2013).

A ROP patogenezisének megértéséhez alapvetd a retina normalis érfejlodésének
ismerete. A retina erezddése a magzati €let sordn, szigoruan szabalyozott folyamat
eredményeként alakul ki, amelyben a vaszkulogenezis és angiogenezis egymasra épiild

modon vesz részt. A folyamat élettani mozgatorugdja a fejlodd retinaszdvet relativ



hipoxidja, amely a novekvd oxigén- és tapanyagigény kovetkezménye. Ennek érzékelése
¢és kozvetitése tobbek kozott a gliaclemek, valamint az angiogén novekedési faktorok,
elsésorban a vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF) révén valdsul meg
(Chang-Ling ¢és mtsai., 1995; Bai és mtsai., 2009; Hartnett, 2015; Lutty és McLeod,
2018).

Mivel a retina teljes erezddése csak a terminushoz kdzeli idészakban fejezddik be,
a korasziil6tt Gjsziilottek éretlen, inkomplett retindlis érhalézattal jonnek vilagra. A méhen
beliili alacsony oxigénnyomasu kornyezetet kovetden az extrauterin élet relative
hiperoxias kozege megszakitja a fizioldgias angiogenezist, ami a ROP elsd,
vazoobliterativ f4zisahoz vezet. Ezt kovetden a tovabb fejlédo retina metabolikus igénye
nd, mikdzben az elégtelen érhdlozat miatt szoveti hipoxia alakul ki. Ez inditja el a
masodik, vazoproliferativ fazist, amelynek soran az erezett és erezetlen retina hataran
koros neovaszkularizacio jelenik meg. A folyamat legsulyosabb kovetkezményei az
extraretindlis fibrovaszkularis proliferacio €és a retinalevalds, amelyek végsé soron
vaksaghoz vezethetnek (Smith, 2003; Sapieha és mtsai., 2010; Hellstrom és mtsai., 2013;
Sun és Smith, 2018; Graziosi €s mtsai., 2020).

A korasziilés és az oxigénexpozici6 onmagukban nem magyarazzak teljes
mértékben a betegség kialakulasat. A ROP multifaktorialis korkép, amelyben az oxidativ
stressz, a gyulladdsos folyamatok, a ndvekedési faktorok eltérései, valamint egyes
metabolikus zavarok egyarant szerepet jatszanak. A hiperoxias allapot fokozza a reaktiv
oxigéngyokok ¢és reaktiv nitrogéngyokok képzddését, ami endotélkarosodast,
kapillarisvesztést és vazoobliteraciot idéz eld. A korasziilottek csokkent antioxidans
kapacitasa tovabb fokozza sériilékenységiiket (Nielsen és mtsai., 1988; Oguni és mtsai.,
1995; Gu ¢és mtsai., 2003; Beauchamp és mtsai., 2004). A hipoxia-indukalta faktor-1a
(HIF1a) kdzponti szerepet tolt be a hipoxids valasz szabalyozdsaban, €s az altala vezérelt
gének kozott tobb olyan molekula is megtalalhato, amelyek a retindlis érfejlédésben és
neovaszkularizdcioban meghatarozo jelentdséglick (Rey és Semenza, 2010; Hartnett és
Penn, 2012).

E faktorok kozil kiemelkedd jelentdségli a VEGF, amely az endotélsejtek
koéros érujdonképzddésben. Hasonldéan fontos az eritropoetin (EPO), amely nemcsak

hematopoetikus hormonként, hanem angiogén ¢és citoprotektiv faktorként is részt vesz a



folyamatban. Emellett az inzulinszerii novekedési faktor-1 (IGF-1) hidnya is kritikus
lehet, mivel a korasziiléssel megszakad az intrauterin kornyezet novekedést tamogato
hatdsa. Az alacsony IGF-1-szint 6sszefiiggést mutat a ROP kialakuldsaval, és a normalis
érfejlodés egyik fontos permissziv feltételének tekinthetd (Hellstrom és mtsai., 2001;
Hellstrom és mtsai., 2003; Lofqvist és mtsai., 2007).

Az utdbbi években a hiperglikémia és a gyulladéas szerepe is eldtérbe kertilt. A
klinikai megfigyelések ¢és kisérletes adatok arra utalnak, hogy a koraszilottkori
anyagcsere-eltérések, kiilondsen a magas vércukorszint, kedvezotleniil befolyasolhatjak
a retina érfejlodését, bar az 6sszefliggés mértéke a human adatokban nem minden esetben
egységes. Ugyancsak egyre tobb adat szol amellett, hogy a prenatdlis és posztnatalis
gyulladésos allapotok, koztiik a szepszis és a nekrotizal6 enterokolitisz, hozzajarulhatnak
a sulyosabb ROP kialakulasdhoz (Garg ¢és mtsai., 2003; Ertl és mtsai., 2006; Tolsma ¢és
mtsai., 2011; Lundgren és mtsai., 2017; Turai és mtsai., 2019; Lei és mtsai., 2021).

A koérkép klinikai megitélését és terdpias dontéshozatalat a nemzetkozileg
elfogadott ICROP klasszifikacié segiti, amely a lokalizacid, a sulyossag ¢€s a kiterjedés
alapjan irja le a betegséget. Az osztalyozas nemcsak a klinikai leirast teszi egységesse,
hanem a kezelési indikacié meghatarozasaban is alapvetd szerepet tolt be (Chiang ¢€s
mtsai., 2021; Nagy és mtsai., 2023). A jelenlegi gyakorlatban a veszélyeztetett
korasziilottek rendszeres szilirése az egyik legfontosabb preventiv 1€pés, hiszen a
megfeleld idOben felismert kezelést igénylé ROP esetén a latas progndzisa 1ényegesen
kedvezdbb.

A rendelkezésre allo terapiak tilnyomorészt a betegség vazoproliferativ fazisat
célozzak. A periférias avaszkularis retina 1ézeres fotokoagulacidja tovéabbra is alapvetd
kezelési modszer, bar az anti-VEGF készitmények megjelenése 10 lehetdségeket
teremtett, kiilondsen a hatso lokalizacidju vagy agressziv esetekben. Ugyanakkor ezen
gyogyszerek alkalmazédsa kapcsdn tovdbbra is nyitott kérdés a fejlodd szervezetre
gyakorolt lehetséges szisztémas hatds (Mintz-Hittner és mtsai., 2011; Morin és mtsai.,
2016; Stahl és mtsai., 2019). Ez a klinikai helyzet indokolja olyan 1j, célzott és lehetdség
szerint neurovaszkuléris szempontbdl is kedvezd terapias megkozelitések keresését,
amelyek nemcsak az értjdonképzddés gatlasat, hanem a fejlodoé retina védelmét is

szolgalhatjak.



A ROP patomechanizmusanak tanulmanyozasaban meghatarozé szerepet toltenek
be az oxigén-indukalta retinopatia (OIR) allatmodelljei. A ragcsalok éretlen vizualis
rendszerrel jonnek vilagra, ami megfelel egy 25. hétre sziiletett korasziilott vizualis
fejlettségének (Madan és Penn, 2003). igy az egér- és patkdnymodellek lehetéséget
biztositanak a vaszkularis és neurondlis eltérések kisérletes vizsgalatara, valamint
potencialis terapias beavatkozasok tesztelésére. Mig az egérmodell alkalmas molekularis
¢és genetikai vizsgalatokra, addig a patkany OIR-modell a huméan ROP-hoz kdzelebb allo
morfologiai és patofizioldgiai jellemzdkkel bir, ezért kiillondsen hasznos a terapias céla
kutatasokban (Smith és mtsai., 1994; Penn és mtsai., 1994; Madan és Penn, 2003; Barnett
¢és mtsai., 2010).

172. PACAP

A hipofizis adeniléat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP) egy 1989-ben azonositott
neuropeptid, amely a szekretin/VIP peptidcsalad tagja, és széles korben ismert
neuromodulatorként, trofikus faktorként és citoprotektiv molekulaként (Miyata és mtsai.,
1989; Vaudry és mitsai., 2009). Hatasait elsésorban a PACI1 receptor kozvetiti, de a
VPACI és VPAC2 receptorokon keresztiil is képes jelatviteli folyamatok aktivalasara. A
PACAP szamos szervrendszerben jelen van, kiilondsen az idegrendszerben, és tobb
jelatviteli utvonalon keresztiil sejttulélést, differenciaciot, valamint antiapoptotikus és
gyulladascsokkentd folyamatokat tdmogat (Reglodi és mtsai., 2011; Harmar és mtsai.,
2012; Toth és mtsai., 2020).

A latoszervben a PACAP ¢és receptorai a retina tobb rétegében is kimutathatok,
kiilondsen a ganglionsejtek, amakrin sejtek, horizontalis sejtek, valamint a Miiller-glia
elemek szintjén. A neuropeptid mar a fejlddo retindban is jelen van, ami arra utal, hogy
nemcsak sériilés esetén, hanem a normalis retinogenezisben is szerepet jatszik (Seki és
mtsai., 1997; Atlasz és mtsai., 2010; Denes és mtsai., 2014; Patko és mtsai., 2022).
Kisérletes modellekben a PACAP retinoprotektiv hatasat excitotoxikus, iszkémias,
oxidativ és diabéteszes karosodas esetén egyarant igazoltak. A kezelés kedvezden
befolydsolta a retina morfoldgiai integritdsat, az apoptotikus folyamatokat és a
funkcionalis kimenetelt is (Tamas és mtsai., 2004; Atlasz ¢és mtsai., 2007; Szabadfi és

mtsai., 2012; Szabadfi és mtsai., 2014; Li €s mtsai., 2025).



Az exogén PACAP mellett az endogén peptid szerepe is egyre nagyobb figyelmet
kapott. PACAP-hianyos allatmodellekben szamos szervrendszerben fokozott
sériilékenységet, kedvezdtlenebb stresszadaptacidt €s sulyosabb strukturalis karosodast
figyeltek meg. A retindban is igazoltdk, hogy az endogén PACAP hianya fokozott
sejtpusztulassal és kifejezettebb degenerativ eltérésekkel tarsul kiilonbozd karositd
hatasok esetén (Hashimoto és mtsai., 2001; Endo és mtsai., 2011; Reglddi és mtsai., 2012;
Szabadfi €s mtsai., 2012). Mindez arra utal, hogy a PACAP nemcsak terapiasan
alkalmazhatd6 védOmolekula, hanem a retina élettani homeosztazisanak ¢és

stresszvalaszdnak endogén szabalyozoja is.



II1. Problémafelvetés és célkitiizés

A ROP-ban a vaszkularis és neurondlis kdrosodas parhuzamosan zajlik, ezért kiilondsen
indokolt olyan molekuldk vizsgalata, amelyek egyszerre képesek az érrendszeri és idegi
komponensek befolydsolasdira. A PACAP ismert neuroprotektiv, antiapoptotikus,
gyulladascsokkent6 €s részben vaszkularis hatasai alapjan megalapozottan feltételeztiik,
hogy szerepet jatszhat az oxigén-indukalta retinalis karosodas mérséklésében. Ennek
megfelelden vizsgalataink célja a PACAP, illetve az endogén PACAP-rendszer

szerepének tanulmanyozésa volt az oxigén-indukalta retinopatia kisérletes modelljeiben.
Vizsgalataink céljai a kdvetkezdk voltak:

1. Az exogén PACAP Iehetséges védd hatdsanak vizsgalata oxigén-indukalta
retinopatia patkdnymodelljében, kiilonos tekintettel a retindlis strukturalis
eltérésekre, valamint az ezekkel O0sszefiiggd immunhisztokémiai és biokémiai
valtozasokra.

2. Az endogén PACAP-hidny hatasanak elemzése oxigén-indukalta retinopatia
egérmodelljében immunhisztokémiai, biokémiai és funkciondlis vizsgalatok

alkalmazasaval.



III. Az exogén PACAP protektiv hatasanak vizsgalata korasziilott
retinopatia patkanymodelljében

III/1. Anyagok és modszerek

Vizsgalatainkat 0jsziilott Sprague—Dawley patkdnyokon végeztiik. A korasziilott
retinopatia modellezésére az 50/10 oxigén-indukalta retinopatia (OIR) modellt
alkalmaztuk, amelyben az allatokat az elsé 14 posztnatalis napon 24 dranként valtakozo
hiperoxias és hipoxias kornyezetben tartottuk, majd a 19. napig normoxidn neveltiik
tovabb. A kontroll allatok végig szobalevegén maradtak.

A PACAPI1-38 kezelést kezdetben intraperitonealisan (1 mg/kg a 1-7. posztnatalis
napokon), illetve intravitrealisan alkalmaztuk (100 pmol/3 pla 11., 14. és 17. posztnatalis

napokon). Osszességében az aldbbi csoportokkal dolgoztunk:

- Kontroll, n=18

- Kontrol + intraperitonealis PACAP, n=6
- Kontroll + intravitrealis PACAP, n=25

- Kontroll + intravitrealis sooldat, n=25

- OIR, n=35

- OIR + intraperitoneédlis PACAP, n=26

- OIR + intravitrealis PACAP, n=41

- OIR + intravitrealis s6oldat, n=41

Mivel a szisztémas kezelés nem eredményezett érdemi morfologiai valtozast, a tovabbi
vizsgalatok az intravitrealis kezelési paradigmara 6sszpontosultak.

Acretinalis érhalozat vizsgalatahoz a 19. posztnatalis napon izolalt retindkon izolektin-
festést végeztiink, majd meghataroztuk a periférias avaszkularis teriilet aranyat, az
érelagazodasok szamat €s a neovaszkularis gocok kiterjedését. A gyulladasos és angiogén
medidtorok valtozasait citokin array vizsgalattal elemeztiikk. A retina funkciondlis
allapotanak megitélésére sotétadaptalt elektroretinografiat (ERG) alkalmaztunk. A
statisztikai elemzést a variancia és homogenitas vizsgalatot kdvetden parametrikus vagy

nem-parametrikus tesztekkel végeztiik, p<0,05 szignifikanciaszint mellett.



I11/2. Eredmények

Az OIR-modellben jellegzetes retinopatias eltérések alakultak ki, elsésorban a periféris
avaszkularis retina megjelenésével. A kontrollcsoportokban a retina teljes erezddése
lezajlott, és a PACAP-kezelés nem okozott kimutathaté morfologiai eltérést.

Az intravitrealis PACAP-kezelés szignifikdnsan csokkentette a periférids avaszkularis
teriilet ardanyat a kezeletlen és a sooldattal kezelt OIR-csoporthoz képest, mig az
intraperitonealis kezelés nem mutatott érdemi hatast. Ez alapjan a lokalis PACAP-kezelés
kedvezden befolyasolta a retinalis vaszkularizaciot.

Az OIR-allatokban az érelagazodasok szdma emelkedett a kontrollhoz képest,
azonban ezt a PACAP-kezelés nem modositotta. Hasonloan, a neovaszkularis gocok az
OIR-retindkban megjelentek, de kiterjedésiik az intravitrealis PACAP-kezelés hatdsara
nem valtozott szignifikansan.

A citokin array vizsgalatok alapjan az OIR soran tobb gyulladéasos, adhézids és
angiogén faktor expresszidja fokozodott, koztiik a CNTF, a LIX, az L-selectin, a MIP-3a,
a TIMP-1 és a VEGF szintje. Az intravitreadlis PACAP-kezelés ezek tobbségének
expressziojat mérsékelte, mig a TIMP-1 szintjét tovabb novelte, ami a gyulladasos és

Az ERG-vizsgalatokban az OIR-allatoknal az a- és b-hullam amplitiddja egyarant
csokkent, ami a retina jelentds funkcionalis kdrosodasat jelezte. Az intravitrealis PACAP-
kezelés ezt a funkciondlis romlast nem javitotta, és az implicit idékben sem mutatkozott

szignifikans eltérés.
II1/3. Megbeszélés

Vizsgalataink célja a neuro- és retinoprotektiv hatasi PACAP szerepének elemzése volt
korasziilott retinopatia allatmodelljeiben. A ROP tovabbra is a megeldzhetd gyermekkori
lataskarosodasok egyik vezetd oka, annak ellenére, hogy a jelenlegi terapias lehetdségek
— beleértve a lézerkezelést és az anti-VEGF terdpiat — hatékonyak, de potencialis
mellékhatdsokkal jarnak. Ez indokolja 1j, biztonsagosabb terdpias megkozelitések
keresését, melyek kozé a PACAP is potencialisan sorolhato.

Az OIR patkanymodellben végzett vizsgalataink soran igazoltuk, hogy az

intravitrealisan alkalmazott PACAP-kezelés javitotta a retindlis vaszkularizaciot,



csokkentve az avaszkularis teriilet kiterjedését. Ezzel parhuzamosan, a citokin
expresszios vizsgalatok alapjan a kezelés mérsékelte az OIR soran megemelkedett
gyulladasos és angiogén mediatorok szintjét. Eredményeink 6sszhangban allnak korabbi
megfigyelésekkel, melyek a PACAP retinoprotektiv hatasat tobb kiilonb6oz6é karosodasi
modellben is igazoltak.

Az OIR modell kétfazisi patomechanizmusa — kezdeti vazoobliteracid, majd
neovaszkularizacido — lehetové tette, hogy a kezelést idOben célzottan alkalmazzuk. A
PACAP-kezelés hatasa alapjan feltételezhetd, hogy a peptid els6sorban az érujraképzodés
folyamatat tamogatja, mikdzben a koéros angiogenezishez kapcsolodd gyulladdsos
valaszokat mérsekli.

A retina idegi komponenseinek érintettsége szintén meghataroz6 a betegség
kialakulasdban. Az OIR modellben ismert a belso retinarétegek karosodasa ¢és a Miiller-
sejtek gliotikus aktivacidja, amely gyulladdsos mediatorok és VEGF felszabadulasahoz
vezet. Korabbi és jelen vizsgalataink eredményei alapjan a PACAP képes befolyasolni
ezeket a folyamatokat, amit aldtdmaszt a L-selectin, LIX, CNTF, MIP-3a és VEGF
szintjének csokkenése. A TIMP-1 szintjének emelkedése ugyanakkor arra utalhat, hogy a
PACAP a szoveti regeneraciot €s az extracellularis matrix szabalyozasat is befolyasolja.

A funkcionalis vizsgalatok alapjan a retinopatias allatokban jelentés ERG eltéréseket
észleltlink a kontroll csoporthoz képest, azonban a PACAP-kezelés nem eredményezett
kimutathat6é funkcionalis javulast. Ez arra utal, hogy a strukturdlis regeneracio €s a
funkcionalis helyreéllas idoben eltérhetnek egymastol, illetve a kiilonbozo retinarétegek
eltéré mértékben reagalhatnak a kezelésre.

Moddszertani szempontbdl megjegyzendd, hogy a szisztémas PACAP-kezelés nem
befolyasolta a retinalis érfejlodést, ami feltehetéen a dozis, a biohasznosulas vagy az
alkalmazasi mod korlataival magyarazhatdo. Ezzel szemben a lokalis alkalmazas
hatékonyabbnak bizonyult. A citokin array vizsgalatok értékelését tovabba befolyasolta a
kiilonb6z6 mérési sorozatok kozotti variabilitas, ezért relativ valtozasokat alkalmaztunk
az Osszehasonlitas soran.

Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy a lokélisan alkalmazott PACAP-kezelés
mérsékli az oxigén-indukalta retinopatidban kialakuld vaszkuldris karosodast, és
csokkenti a gyulladdsos medidtorok expresszidjat, ami a peptid potencidlis terapias

szerepére utal.



IV. Az endogén PACAP protektiv hatasanak vizsgalata korasziilott
retinopatia egérmodelljében

IV/1. Anyagok és modszerek

Vizsgalataink sordn CD-1 vad tipusu (Wt) és homozigéta PACAP génhidnyos (KO)
egereket alkalmaztunk, amelyeket standard laboratoriumi koriilmények kozott, az
érvényes etikai eldirasoknak megfelelden tartottunk. A retinopatia kivaltasara a Smith-
féle oxigén-indukalta retinopatia modellt hasznaltuk, melynek sordan az &llatokat a
posztnatalis 7—12. nap kézott 75%-os oxigénkoncentracion, majd a 17. napig normoxias
koriilmények kozott neveltiik (OIR-Wt n=15; OIR-KO n=14), mig a kontroll csoportok
végig normoxian maradtak (Kont-Wt n=15; Kont-KO n=15).

A retinak morfologiai vizsgalatat a 17. posztnatalis napon, izolektin festést kovetden
végeztilk. Meghataroztuk az avaszkularis teriilet aranyat, a teljes vaszkularizacio
mértékét, valamint a neovaszkuléris gocok szamat. A kvantitativ analizist képfeldolgozé
szoftverek segitségével végeztiik. A jelatviteli folyamatok vizsgalatdhoz Western blot
modszert alkalmaztunk, mely sordn az Akt-foszforilaci6 mértékét hataroztuk meg. Az
angiogén faktorok expressziojat szemikvantitativ angiogenezis array segitségével
elemeztiik, mig a retina funkcionalis allapotat elektroretinografias vizsgalattal értékeltiik
az a- és b-hullam amplitudok, valamint az implicit id6k meghatirozasaval. A statisztikai
analizist parametrikus vagy nem-parametrikus tesztekkel végeztik, p<0,05

szignifikanciaszint mellett.

1V/2. Eredmények

Normoxias koriilmények kozott mind a vad tipust, mind a PACAP génhidnyos egerek
retindja teljesen erezddott, koros eltérést nem észleltiink. Az oxigén-indukalta retinopatia
modellben ezzel szemben jellegzetes vaszkularis eltérések alakultak ki, és a PACAP
génhianyos egerekben szignifikdnsan nagyobb avaszkularis teriiletet mértiink a vad
tipusu allatokhoz képest. A neovaszkularis gocok szdma szintén emelkedett a KO
csoportban, mig a kapillarizdcié mértékében nem talaltunk kiilonbséget.

A jelatviteli folyamatok elemzése sordn normoxias korilmények kozott nem

mutatkozott eltérés az Akt-foszforilacid mértékében a csoportokat dsszehasonlitva. OIR

10



esetén azonban a vad tipusu egerekben az Akt aktivacidja fokozddott, mig a PACAP
génhianyos allatokban ez szignifikansan csokkent.

Az angiogén faktorok vizsgalata soran az OIR modellben a vad tipusu egerek
retingjaban tobb angiogén molekula fokozott expresszigjat figyeltik meg. A PACAP
génhianyos allatokban ehhez képest tovabbi angiogén és gyulladasos medidtorok
emelkedett szintje volt kimutathat6, mig egyes faktorok csokkent expresszidt mutattak.
Normoxias koriilmények kozott csak minimalis eltérések voltak a genotipusok kozott.

A funkciondlis vizsgalatok alapjan a genotipus szignifikansan befolyasolta a retina
miikddését. A PACAP génhidnyos egerekben mar alapéllapotban is csokkent az a- és b-
hullam amplitaddja. OIR esetén a b-hulldm amplitudo tovabb csokkent a KO allatokban
a vad tipust retinopatias egerekhez képest, mig az implicit id6kben nem talaltunk

szignifikans eltérést.

IV/3. Megbeszélés

Vizsgalataink masodik részében az endogén PACAP szerepét tanulmanyoztuk a
korasziilott retinopatia egérmodelljében PACAP génhidnyos éllatok alkalmazasaval.
Eredményeink alapjan az endogén PACAP hidnya sulyosbitotta az oxigén-indukalta
retinopatidban kialakuld vaszkularis eltéréseket, amit a nagyobb kiterjedésti centralis
avaszkularis teriilet és a fokozott neovaszkularizacid igazolt. Normoxids koriilmények
kozott ugyanakkor a vad tipusu és PACAP-hidanyos egerek retinajanak erezettsége kozott
nem talaltunk kiilonbséget, ami 6sszhangban all azokkal a korabbi megfigyelésekkel,
amelyek szerint az endogén PACAP hidnya elsGsorban stressz- vagy karosito
koriilmények kozott valik meghatarozova.

Szamos korabbi vizsgalat igazolta, hogy a PACAP hianya fokozza a szdvetek
sérilékenységét kiilonbozé idegrendszeri és retindlis karosoddsok esetén. Sajat
eredményeink ezt a megfigyelést a korasziilott retinopatia modelljében is megerdsitették,
¢s arra utalnak, hogy az endogén PACAP fontos védd szerepet tolt be a neonatélis retinélis
karosodassal szemben. A kontroll allatokban észlelt minimalis eltérések, valamint az OIR
csoportban megfigyelt markans kiilonbségek alapjan valdsziniisithetd, hogy a PACAP
szerepe az angiogenezis szabalyozasdban elsOsorban koros koriilmények kozott

érvényesiil.
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Az angiogenezis array vizsgalatok soran a retinopatids csoportokban tobb pro- és
antiangiogén faktor fokozott expresszigjat detektaltuk. A vad tipusi OIR allatokban
emelkedett szintet mutatdo molekulak — tobbek kozott a DLL4, CYR61, ADAMTS-1, IP-
10, PDGF-AA ¢és IGFBP-3 — ismerten részt vesznek az érfejlddés, az extracelluléris
matrix atrendezddése és a gyulladas szabalyozasaban. A PACAP génhidnyos retinopatias
allatokban tovabbi angiogén és gyulladdsos medidtorok expresszidja fokozodott, ami arra
utal, hogy endogén PACAP hianydban az angiogén szabalyozas egyensulya felborul, és
ez hozzajarulhat a stlyosabb retinopatias elvaltozasok kialakulasahoz.

A PACAP ismert sejtvédd hatasainak egyik fontos kozvetitdje az Akt-medialt
antiapoptotikus jelatvitel. Western blot vizsgdlataink soran azt talaltuk, hogy a
retinopatias vad tipusu egerekben az Akt-foszforilaci6 fokozodott, mig a PACAP-hidnyos
allatokban ennek szintje szignifikansan csokkent. Ez Osszhangban all korabbi
megfigyelésekkel, amelyek szerint a PACAP kiilonb6z0 retindlis karosodasokban az Akt
jelatviteli Gtvonal aktivalasan keresztiil fejti ki védd hatasat. Eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy az endogén PACAP hidnyaban a sejttulélést tamogatod
mechanizmusok gyengiilnek, ami hozzdjarul a stlyosabb morfologiai eltérések
kialakulaséhoz.

A funkcionalis vizsgélatok tovabb erdsitették ezt a feltételezést. A PACAP génhidnyos
egerekben a retinopdtia jelenlétében a b-hullam amplitid6 szignifikdnsan alacsonyabb
volt, ami a belsé retina miitkodésének fokozott karosodasara utal. Figyelemre mélto
megfigyelés volt, hogy normoxias PACAP KO 4llatokban mar alapallapotban is csokkent
a- ¢és b-hullam amplitidokat mértiink. Ez felveti annak lehetdségét, hogy a PACAP
nemcsak koros koriilmények kozott, hanem a retina normalis funkcionalis fejlédésében
is szerepet jatszik. A PACAP receptorok jelenléte a fejlodé retindban €s a retinalis
tovabb erdsiti, ugyanakkor ennek pontos tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Vizsgalataink értelmezésekor figyelembe kell venni, hogy az elektroretinografias
mérések alacsonyabb elemszammal torténtek, ami részben a PACAP génhianyos allatok
fokozott sériilékenységével magyarazhatd. Tovabbi korlatot jelent, hogy az OIR modell a
humédn ROP szdmos fontos jellemzdjét reprodukalja, ugyanakkor nem képes teljes

mértékben visszaadni a betegség komplex klinikai és fejlodésbioldgiai sajatossagait.
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Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy az endogén PACAP fontos szerepet
jatszik a korasziilott retinopatia egérmodelljében kialakuld vaszkularis és funkcionalis

karosodas mérséklésében. A PACAP hidnya sulyosabb retinopatias eltérésekhez vezet,

amelyhez hozzajarulhat a pro- és antiangiogén faktorok egyensulydnak felborulasa,

valamint az Akt-medialt sejtvédd jelatvitel csokkent aktivitasa.
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V.

A disszertacio uj tudomanyos eredményei

Az exogén PACAP hatasainak vizsgalata OIR patkanymodellben

Igazoltuk, hogy haromszori intravitrealis PACAP-kezelés csokkenti az oxigén-
indukalta retinopatia patkdnymodellben kialakuld periférids avaszkularis tertilet
nagysagat.

Kimutattuk, hogy az intravitrealis PACAP-kezelés csokkenti az OIR modellben
megemelkedett gyulladdsos és angiogenezissel Osszefliggd citokinek
expressziojat, ugyanakkor fokozza a TIMP-1 szintjét.

Elektroretinografids vizsgalattal igazoltuk, hogy a retinopatids dallatok
latasfunkcidja karosodott, azonban a PACAP-kezelés nem befolyasolta a

hullammorfologiat.

Az endogén PACAP szerepének vizsgalata OIR egérmodellben

Igazoltuk, hogy a PACAP-hidnyos egerekben az oxigén-indukalt retinopatia
sulyosabb forméban alakul ki, ami nagyobb avaszkularis teriilettel és fokozott
neovaszkularizacioval jar a vad tipusu allatokhoz képest.

Kimutattuk, hogy a PACAP-hianyos allatokban az angiogenezisben résztvevd
pro- és antiangiogén faktorok expresszidja kifejezetebb az OIR modellben.
Western blot vizsgélattal igazoltuk, hogy endogén PACAP hianya csokkent
antiapoptotikus Akt-foszforilacidval jar retinopatias koriilmények kdzott.
Elektroretinografias vizsgalattal kimutattuk, hogy PACAP KO egerekben a b-
hulliam amplitdddja csokken, ami a retina belsd rétegeinek funkcionalis

karosodasara utal.
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