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Metabolikus eredetii retinadegeneraciok és kivédési lehetoségek neuropeptidek és
analogjaik segitségével

A jelen palyazat beadasakor két potencialisan neuroprotektiv neuropeptid, a szomatostatin és a
hipofizis eredetli adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (pituitary adenylate cyclase activating polypeptide,
PACAP), valamint analogjaik tesztelését tiiztiik ki célul két kiemelten fontos retinalis korkép
allatmodelljében, az ischemias retinakarosodasban és a diabéteszes retinopatiaban. E16bbi az oregkori
makuladegeneraciot modellezi, a masodik pedig a cukorbetegség szovédményeként alakul ki
emberben. Munkank f6 célja az volt, hogy lerakjuk az alapjait egy olyan preklinikai
vizsgalatsorozatnak, ami potencialisan gyogyszerfejlesztés iranyaba mutathat.

Hamar kideriilt, hogy a szomatosztatin retinalis sst4-es receptorahoz fiizott reményeink nem valtjak be
a hozzajuk fliz6d6é varakozast (sst4 receptor knockout (KO) allatok retinaja sem ischemidban, sem
diabéteszben nem reagal fokozottan a karosité hatasokra). Az sst2-es receptor neuroprotektiv hatasat
¢s az sst2 receptoron hato peptid analdg, az oktreotid potencialis terapias felhasznalasat korabban mar
mas kutatdcsoportok (Termos és munkacsoportja, Simo és munkacsoportja) leirtak. Ezért ezt a kutatasi
iranyt egy év utan nem folytattuk tovabb. Ugyanakkor a PACAP-hatas kutatasa teriiletén tobb agon
folyd, szamos eredményt hozo kisérletet végeztiink el. Kiilondsen érdekesnek bizonyultak a kiilonb6zo
PACAP receptorok (PAC-1, VPAC-1 és VPAC-2) altal kozvetitett, olykor divergald hatasok. Ezeket
az eredményeket az alabbiakban ismertetem:

1. A PACAP hatismechanizmusanak tanulmanyozasa ischemia-indukalta retinadegeneracioban

Megallapitottuk, hogy bilateralis arteria carotis communis tranziens elkoétése utan vizsgalva a PACAP
KO egerek retinaja érzékenyebb volt a tranziens ischemiara, mint normal tarsaiké (Szabadfi és mtsai,
Neurotox Res 2012). Hasonlo, még nem publikalt megfigyelést tettiink a szemnyomas novekedését
eléidézd beavatkozas utdn is. A szdvettani és neurokémiai védelem mellett ebben a modellben
egyértelmiien kimutathatd volt a funkcionalis protekcio is, amit elektroretinografias modszer
alkalmazasdval mutattunk be (Danyadi és mtsai, ] Mol Neurosci 2014). igy ez volt a harmadik olyan
retinakarosodas-modell, amiben a hisztoldgiai és neurokémiai protekcioval paralel bizonyitani tudtuk
a PACAP funkcionalis véddhatasat is (korabban megmutattuk ezt az UV-A sugdarzas indukalta és a
monosodium-glutamat-indukalta retinadegeneraciokban). A PACAP-ot egyre inkabb ugy tekintik az
irodalomban, mint egy jétékony endogén protektiv faktort, amely nézet kialakuldasahoz szamos
fent is emlitett eredeti és egy review kozleménnyel mi is hozzajarultunk (Reglodi és mtsai, J Mol
Neurosci 2012). Ez a nézet mara mar mas idegrendszeri struktiirak esetében is elfogadotta valt.
Jelenleg all publikalas alatt az a munka, ami PACAP KO egerek retindjanak felgyorsult {itemii
oregedését bizonyitja (Kovacs-Valasek és mtsai, kdzlésre benyujtva), tovabbi adalékokat szolgaltatva
e tézis bizonyitasadhoz.
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A PACAP KO egértorzs retinajanak neurokémiai elemzését is lefolytattuk mintegy 10 sejt-specifikus
marker hasznalataval. Ez a munka jelenleg is folyamatban van. Kiilondsen érdekes, hogy a pigment
epitél sejtek megemelkedett RAGE (receptor for advanced glication end-products) szintet mutatnak. A
western blot kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a GFAP szint idéskorban drasztikusan
megemelkedik. Emellett egyelére mindéssze a palcika-bipolaris sejtek markere, a PKCo enzim
szintjének a KO allatokra jellemzd csokkenése és a PAC-1 receptor expresszios szintjének csokkenése
mutathat6 ki. A munkat még folytatni kell, hogy publikalasra érett allapotba hozzuk. A kisérletek a
végso fazisban vannak, a cikk megirasa a jovo év kozepére varhato.

Ugyancsak megallapitottuk, hogy a PACAP peptid kozeli rokona, a vazoaktiv intestinalis peptid (VIP)
is mérsékelten protektiv hatasu, de ezt a hatast 2 nagysagrenddel nagyobb koncentracidban fejti csak
ki, mint a PACAP (Szabadfi és mtsai, J] Mol Neurosci 2012). A PACAP mind a harom fent emlitett
receptorhoz kotédik, de a PAC-1 receptor mintegy ezerszer hatékonyabban kozvetiti a hatast szignal-
transzdukcidjan keresztiil, mint a masik két receptor. A VPAC receptorok (kiilonosen a VPAC-1
receptor) kevésbé hatékony szignal-transzdukcioval bir. Ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy a
PACAP a mitogén-aktivalta protein kinaz (MAPK) utvonalon keresztiil gyulladasos folyamatokban
résztvevo citokineket képes aktivalni (Szabo és mtsai, Neurosci Lett 2012). Valoszinisithetd, hogy ez
az aktivacio a VPAC-2 receptorokon keresztiil torténik. Annak kideritése, hogy ebben az aktivacioban
mely retinalis sejt(ek) vesznek részt, még tovabbi vizsgalatokat igényel.

2. A diabéteszes retinopatia streptozotocin-indukalta modelljének beallitaisa, a PACAP védé
hatasanak kimutatasa

Az id6skori retinabetegségek egyik leggyakoribb formaja a cukorbetegség sz6vodményeként alakul ki.
Ennek modellezése és kisérletes vizsgalata folyt a jelen palyazat keretei kozott. Mint azt a
szakirodalom bdségesen bizonyitja, az akut streptozotocin-indukalta diabétesz modell jol miikodik
patkanyokban. Munkacsoportunk vizsgalta, hogy a PACAP kifejti-e védo hatasat ebben a modellben a
patkany retinaban, és hogy ennek mi a manifesztacidja szoveti, sejt €s molekuldris szinteken. Sikeriilt
bizonyitani, hogy a fotoreceptorok, a dopaminerg sejtek és a duacsejtek diabétesz-indukalta
degeneracidja lassul PACAP kezelés hatdsidra. A dopaminerg amakrin sejtek mozaikja szétesik, és
maguk a sejtek is degenerativ elvaltozasokat mutatnak, végiil elhalnak. PACAP hatasara ez a folyamat
lelassul, sot visszafordulni latszik az egyes dopaminerg sejtek vonakozasaban. Ennek valdszintileg az
a f6 oka, hogy a PAC-1 receptor upregulalodik egyes dopaminerg sejtekben (Szabadfi és mtsai, Cell
Tissue Res 2012). A PACAP hatas els6sorban az apoptozis gatlasan alapszik, és ez a hatas azokban a
dopaminerg sejtekben egyértelmti, ahol a PAC-1 receptor a kdrosodas hatdsara megjelent (Szabadfi és
mtsai, Neurochem. Int 2014). PACAP adasakor felszaporodik az anti-apoptotikus utvonalak aktivalt
(foszforilalt) proteinjeinek a mennyisége ¢€s csokken a pro-apoptotikus utvonalak aktivitasa.
Megmutattuk tovabba, hogy a PACAP nemcsak a neuronalis elemeket védi, hanem hatasa kiterjed a
pigment epitél sejtekre €s a belsd hatarhartya (inner limiting membrane —gliasejtek altal 1étrehozott
hatéarfeliilet a szem tivegtestje fel¢) elemeire is (Szabadfi és mtsai, Neurotox Res 2016). Meg kell
jegyezniink ugyanakkor, hogy a legeredményesebb diabéteszes retinakarosodas elleni védelemnek
krénikus diabéteszben a hosszatavi, lassan adagolt inzulin bizonyult (Hajna és mtsai, J Pharmacol
Toxicol Meth 2016). Ez fontos kiozegészségiigyi indikacio: a diabétesz alapbetegség megfeleld
kezelése/kordaban tartdsa jotékony hatdssal van a diabétesz indukalta egyéb tiinetekre
(retinopétia, nefropatia és neuropatia) is.
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3. APAC-1 receptor expresszidjanak valtozasa és hatismechanizusanak analizise

A PAC-1 receptor izoformak posztnatalis fejlddésének elemzése soran kimutattuk, hogy a P5-P10
periodusban a Hip izoforma dominanciaja megsziinik és a Hopl izoforma keril tilnyom¢ tSbbségbe
(ez a felnéttre jellemté mintazat is). Ez az eredmény eldrevetiti annak lehetdségét, hogy a fejlédés
egyes kulcslépései (a neurogenezis lezarasa és a szinaptogenezis masodik fazisanak megkezdése)
Osszefliggésben lehet a receptor izoforma valtassal (Lakk és mtsai, Ivest Ophthalmol Vis Sci 2012).
Az izoforma valtdst a P6 és P7 napra tessziik vizsgalataink alapjan. Ugy tiinik, hogy az izoforma-
valtas szabalyozasaban két microRNS, a miR137 és a miR147 is részt vehet, ennek bizonyitasa
tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az izoforma valtast Tagman és SybrGreen-alapu kvantitativ PCR vizsgalatokkal is megerésitettiik.
Ezutan elkezdtik PAC1-R-expresszalo retinalis sejtek neurokémiai azonositasat. Immuncitokémiai
vizsgalatokban a PAC1-R ellenes antitestekkel egyiitt, egyszerre alkalmaztuk az anti-calbindin, anti-
protein kinase C, anti-glutamine synthetase, anti-HPC1 és az anti-Brn3a antitesteket. A kettds jelolés
megmutatta, hogy P5 és P10 kozott ganglion, amakrin és horizontalis sejtek, valamint kisebb
mértékben palcika-bipolarisok és a Miiller-féle gliasejtek nyulvanyai tartalmaztak PACI-receptort.
PACAP hatasara tobb horizontalis és ganglion sejt, de kevesebb bipolaris és amakrin sejt képzddik.
Ezeket az eredményeket alaposan kvantifikaljuk jelenleg, amint a mennyiségi elemzés elkésziil,
megirjuk kozlésre ezt a rendkiviil érdekes anyagot. A felfedezésnek elvi jelentosége is van, mert ez
azt is jelenti, hogy az egyes endogén faktorok belsé egyensiilya meghatarozhatja a fejlodés soran
képzodo sejtek fenotipusat.

Miutan a Hopl receptor masféle szignal-utvonalakat tud aktivalni, mint a Hip izoforma, az izoforma-
valtas egyuttal sejtfiziologiai valtozasokat is eredményezhet ebben a nagyon szenzitiv retinalis
fejlodési periddusban (Dénes et al., Cell Tissue Res., 2014; Lakk Moénika, PhD értekezés, 2015).
Ugyancsak a PhD értekezésben keriilt leirasra, hogy a PACAP korai posztnatalis intravitrealis
injekcidja szamos gén expressziojat megvaltoztatja, kiemelten a novekedési és differenciacios
faktorokét (Gdf3, Bmp 4 és 9, Fgf 1,2 és 4). Az expresszid mRNS szintli valtozasanak protein szinti
validacidja folyamatban van, az eredményeket varhaton 2017-ben tudjuk benytjtani kozlésre.
Kimutatasra keriilt ugyanakkor, hogy egyes estekben és életkorokban a PACAP nem a klasszikus
PAC-1 receptor-cAMP utvonalon fejti ki neuroprotektiv hatasat, hanem a foszfolipaz C utvonalat
aktivalja (Lakk és mtsai, Neurochem Res 2015). Ennek a felfedezésnek az elméleti jelentdsége abban
all, hogy a PACAP hatas mar a receptorkdtés utan kozvetleniil diverzifikalodik, megsokszorozva a
degenerativ hatasokra adott sejtszintii valasz lehetdségeit.

4. Volatilis anesztetikumok, ingergazdag kornyezet és szocialis izolacio hatasa retinadegeneracioé
soran

A PACAP hatés vizsgalatara irdnyul6 kisérleteink ,,mellékterméke” volt két érdekes, még nem teljesen
tisztazott hatterti neuroprotektiv eljaras bemutatasa a retina esetében. Nagy meglepetésiinkre, volatilis
altatoszerekkel mind pre- és posztoperativ kondicionalassal ischémia elleni védelmet tudunk elérni
(Szabadfi és mtsai, J Mol Histol 2012). Ezek hatasmechanizmusa teljesen tisztazatlan, de biztosan nem
a szokvanyos G-protein kapcsolt szignal-transzdukcio altal kozvetitettek. Az idegrendszer fejlodését és
regeneraciojat nagyon sok esetben segiti az ingergazdag kornyezet és a tarsas kapcsolatok élénkiilése.
Munkank soran kimutattuk, hogy nemek kozotti kiilonbség figyelhetdé meg a folyamatban. A
gazdagitott kdrnyezet mérsékelten retinoprotektiv hatastinak bizonyult. Ha azonban szocialis izolaciot
idéziink el6, erre a ndstény allatok sokkal rosszabbul reagalnak, naluk a gazdagitott kornyezet védo
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hatasa szocialis izolacioban gyakorlatilag elenyészik. A him allatok jobban viselik az izolaltsagot,
regeneracios kapacitasuk kevésbé csokken ilyen koriilmények kozott (Kiss és mtsai, Int J Mol Sci
2013).

5. A kutatas témajahoz kapcsolodé Review kozlemények

A fent mar emlitett review-n kiviil harom tovabbi fontos review kozleményt is irtunk az elmult
idészakban. Ebbdl kettdn alapvetden kotodik a palyazat témajahoz. Az egyikben attekintettiik a human
diabéteszes retinopatia peptiderg terapias lehet6ségeit (Gabriel, Brit J Clin Pharm 2013). Lényegesen
hosszabban és részletesebben, eredeti kisérleti anyagot is bemutattunk egy masik cikkben (Szabadfi és
mtsai, Int R Cell Mol Biol 2014), ahol bizonyitottuk a retina glialis (Miiller) sejtjeinek aktivaciojat
diabéteszben és megmutattuk, hogy a protektiv folyamatok soran immunelemeket is mozgoésit a
szervezet a diabéteszes karosodas elleni védekezésben.

A harmadik review kicsit messzebb esik a palyazat eredeti tematikajatol. Ebben a retinalis elektromos
szinapszisok szerkezetét és miikodését vettiik gores6 ala. Ez utobbi azért fontos, mert mint az utobbi
idében kideriilt, a gap junction-ok potencialis halal-szignalt terjeszté titvonalként is megjelentek az
elmult idészak irodalmaban. Ugyanakkor elégtelen miikddésiik is komoly zavarokat okozhat a retinalis
informacié-feldolgozasban (Volgyi és mtsai, Prog Retinal Eye Res 2013).

Osszegezve, a palyazati futamidd alatt a munkatervben leirt fobb célkitiizések megvalosultak.
Csoportunk 25 tudomanyos kozlemény (Gsszesitett hatastényez6 mintegy 80) kozolt, ebbdl 15-ot
(Osszesitett hatastényezé mintegy 50) ennek a palyazati forrasnak a tamogatasaval.
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