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1. Bevezetés és célkizes

A retina karosodasa a szemészeti megbetegedésakgehanyadaban
koroki tényedként szerepel. Kisérleteinkben hatékony farmakaiogi
beavatkozasok lehiégeit tanulmanyoztuk retinakarosité hatasok kiséoe
mint amilyen a glutamat excitotoxicitas és az isakéreperfuzio.

A glutaméat és receptorai kulcs fontossagu szergpstanak a szem
szamos neuroldgiai betegségében valamint patolédjegpotaiban. A mono-
natrium-glutamat (MSG) — kozvetlenll a szembe jugatvagy Ujszilétt
korban akar még subcutan injekcié formajaban adva ia bel§ retindlis
rétegek tonkretételéhez vezet. Hasonloképpen &2Zrisa-reperfazios (I/R)
karosodast és a szoveti mikrocirkulacié valtozés&broki téenyeéként irtak
le tbbb szemészeti betegségben, mint példaul listi@dlzarddas, glaukéma,
diabeteses retinopathia stb. Az I/R-tarsult megjeetiések pathogenezisének
egyre alaposabb megismerése ellenére a klinikdkoghga szamara jelenleg
kevés bizonyitott hatékonysagu neuroprotektiv kezéll rendelkezésre.

A hipofizis adenilat ciklaz-aktivald polipeptid (AP) egy endogén
neuropeptid, nagyon hatékony neurotrof és neurektiot hatasokkal, melgt
szamos retinalis degeneracios modellben  bebizodgpdiso hogy
retinoprotektiv. hatast. Hazai kutatocsoportok toldizonyitékot is
szolgéltattak mar arra nézve, hogy a PACAP az MSibBkalta retinalis
léziokban protektiv valamint demonstraltdk a PAC#dD hatasat a retina
neurokémiailag beazonositott sejttipusain. Habderdebb emlitett adatok
bizonyitjak, a PACAP retinavéd hatasait, nem ismert, hogy vajon a
morfolégiai  valtozasok  6sszefliggésben vannak-e ankcfanalis
karosodasokkal. Klinikai szempontbdl nézve nagyamtds, hogy fel tudjuk
meérni a lehetséges funkciondlis javulast exogén AAKezelés hatasara.
Ezért MSG-indukalta retina-karosodast felhasznéigarletiink célja az volt,
hogy megvizsgaljuk a PACAP funkciondlis retinaféd hatasait



elektroretinografias méréssel: d@léeges célunk volt a megbizhato,
reprodukalhaté méréseket kivitelezni tudé ERG-médsikalmazasa.
Kutatocsoportunk korabbi vizsgalataiban egy, a \&zmtben is
eléfordulé peptid hormonnal, aa-melanocita-stimulalé hormonnadi-MSH)
végzett kisérleteket. Azn-MSH bizonyitottan megveédi a szivizmot az
iszkémia/reperfazié (I/R) -indukalta karosodasokt@lamint tobb kisérletben
bebizonyosodott az-MSH I/R elleni véd hatdsa agy szovetben, vese
szOvetben, valamint a gasztrointesztinalis traktoshs. Ezek a korabbi
eredmények azt sugalljak, hogy @MSH képes lehet az iszkémia-reperfluzios
karosodasok — beleértve szemészeti betegseégek -eloaesgre illetve
kezelésére. Habar a szemészeti I/R indukalta kékgglendsen karositjak a
retinat és annak funkciojat, azMSH retinoprotektiv hatdsara nézve atfogo
vizsgalatok mindezidaig nem torténtek. Kisérletio#ja volt bemutatni az
a-MSH védd hatasat I/R-indukalta retinakarosodasban patkamgeiten.
Céljaink kozé tartozott egy optimalis kezelési dozimegallapitasa
elektroretinogréafia segitségével, majd vizsgaltlkao iszkémia-reperfluzios
paraméterek kezelés hataséara té@rtéftozasat, mint a szoveti 6déma, a retina
sejtieinek strukturalis degenerativ elvaltozasa ags iszkémia-reperfuzios
karosodasokban bizonyitottan protektiv hatéas®okk fehérje, a hemoxigenaz 1
(HO-1) enzim expresszidjanak valtozasa. Tovablaiodd kozt szerepelt olyan
nem-HO-1-flig§ mechanizmusok létének bizonyitdsa vagy cafolasdyeak
esetlegesen  hozzdajarulhatnak az-MSH  citoprotektiv  hatdsahoz.
Kutatocsoportunk feltételezése volt, hogysaISH az evollcié egy korabbi
szakaszaban fontos szerepet tolthetett be a seerve®deked
mechanizmusaban dtszinvaltoztaté hatas), ennek alapjan stressz 4ratas
felszabaduld hormonként is viselkedhet. Ezért \dliia§g a posztiszkémiasan

alkalmazotih-MSH hatasat is.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez Wistar és Sprague Dawley tipusukgmgtokat
hasznaltunk fel. A Wistar patkanyok esetében aatcMl tartdsara és vellik
valdé kisérleti munkara a Pécsi Tudomanyegyetem, anfgprague Dawley
patkanyok esetében a Debreceni Egyetem Munkahdbikfsérleti Bizottsag
irAnyelveit tartottuk szem @&t, a vonatkozd Eurdpai Unids é@dasokkal

0dsszhangban.

Az Qjszulott Wistar patkanyok 12 o6ras fény-sotétlusban voltak
tartva, a taplalékhoz (standard ragcséalo tap) #sexi szabad hozzaférésik
volt. A 300-350g sulyu Sprague Dawley patkanyokatCharles River
Laboratories Magyarorszag Kfittrendeltiik; az élelemhez (standard ragcsalé

tap) és a vizhez szintén szabad hozzaférésiik volt.

2.2. Iszkémia és reperfuzio (I/R)

Ketamin/xilazin-al (50/5mg/ttkg) tortén altalanos érzéstelenitést
koveten a patkanyok egyik szemét ellato arteria cestratinae sebészileg
lekotésre kerult, egy korabbi cikkekben alkalmazptotokoll szerint: a
szemhéjat varratokkal visszahlUztuk, az allatok gbeEm oxybuprokain
tartalmu szemcseppet (Humacain, TEVA) cseppentettigtyi érzéstelenités
céljabdl, majd egy kulon erre a célra készitetzarisdt (egy polietilén
kanulon keresztil vezetett sebészeti varrofonabijualkalmaztunk az arteria
centralis retinae lekdtésehez. A hurkot a szemgotpgée helyeztik, lazan a
nervus opticus, az arteria centralis retinae, iarggl artériak és a retrobulbéris
kotoszovet kore. A hurok megfeszitésével és a kantduseopticus felszine
felé torte® nyomasaval az iszkémia kivalthatd volt és a kivideig volt

fenntarthatd (elektroretinogréafias vizsgalattelaz iszkémia 30 perc, mig



szoOvettani, molekularis biolégiai, elektronmikroépbks vizsgalatok étt 90
perc). A hurok folyamatos feszesen tartasat eggb@szeti varroanyagot huzo
érfogé biztositotta a lekotés ideje alatt. Egy 12Bs lencsével
makroszkdposan ellériztik az iszkémias allapotot. Az iszkémia idejatiah
szem kiszaradas elleni védelmét egy karbomer-alspgmgél (Vidisic,
Bausch&Lomb) biztositotta. A retina szdvetének rEp@dja az elszoritd
iszkémia utani felengedésével, igy a vér arterigrabs retinae-n keresztili
visszaadramlasaval valosult meg. Postoperativ @jdesillapitasra Algopyrin
A.U.V. injekciot (metamisolum natricum 500,0 mg1ml) alkalmaztunk,
fertozések megékésére neomycin (Oculogutta Neomycini, FoNo VII)
tartalmid szemcseppet hasznéltunk. Az Allatok fekdséig szemik
kiszaradas elleni védelmét ismét karbomer alapingekbiztositotta (Vidisic,
Bausch & Lomb) A reperfuzios periddus az allatokditied napon tortéé —
szOvettani, molekularis biolégiai, elektronmikro8pks vizsgalatokhoz a

szemeket mindezek kivitelezése utan kimetszettik.

2.3. Elektroretinogréfia (ERG)

Ketamin/xilazin-al (50/5 mg/ttkg) tortén altalanos érzéstelenitest
koveten az allatok mindkét szemeébe pupillatagito cikidpkat hidrokloridot
(0,5 %; Humapent, TEVA) és fenilefrin hidroklorid@t0 %; Neosynephrin-
HCL, Ursapharm) cseppentettiink. A kombinalt altktab 6sszetétele a
kovetked volt (egy fecskengbe felszivva; 50/5 mg/ttkg): Ketamin (Calypsol
50 mg/ml 10 ml-es ampulldkban; Richter Gedeon Ggagsgyar Nyrt;
Magyarorszag) és Xylazin (CP-Xylazin 2 % injekciQUAV., 50 ml, CP-
Pharma, Németorszag). Az elektroretinogramm rogeitéz minden meérésnél
Ot ezust elektrédot hasznéltunk: két ééeét referencia eés egy altalanos fold
eletrédat. Miutan a pupilla teljesen kitagult, altathk mindkét szeme

cornedjanak felszinére, a cornea legszélén ovatmssmirtunk egy-egy mer



ezust tielektrodot fellletesen Ugy, hogy az adsibvetet ne érje €s meg
véletlenul se perforaljuk vele a corneat. A kétdngektrdd ily moédon tortént
behelyezése utan a két referencia elektrodot anffiikba helyeztik el, mig
az altalanos fold elektrédot az allat kozépvonatalaaglabella tertletére
szurtuk be. A klinikai gyakorlatban az elektroregmafiat éppen non-invaziv
volta miatt dicsérik, ugyanakkor a mi esetinkbemthogy az allatok szemét
exterminalas utan tovabbi molekularis-bioldgiai sgalatok miatt kiseérleti
mintanak kivesszik, ez nem volt szempont. Tovabb&agyomanyos
kontaktlencse elektrodokkal szemben, az eziiselektrodok elektromos
kontaktusa és jeltovabbitasa sokkal jobbnak bizibnyAl szem kiszaradas
elleni védelmét karbomer szemgél (Vidisic, Bauschdnb) biztositotta. Az
elektrodok behelyezése utan egy rovid sotét adieystgeriodus kdvetkezett
(20 perc), mely utan az allatok szemét egy kulore ex célra készitett
stroboszkoppal vilagitottuk meg (20 cd/m2; 0,5 HeXelvillan6 fényre adott
retindlis elektromos jeleket az elektrodokkal vedet el és egy
elektroretinografiara alkalmas készulékkel rogHitetmely egy eisitobol és
egy analog-digital atalakitébél all (Bridge Amp é$owerlLab,
ADInstruments), majd egy szamitdgép monitoran negjeve PowerlLab
Chart szoftverrel (5.2.2. Verziészam, ADInstrumgrdékeltiik ki. A mérés
befejeztével az allatokat ketamin/xylazin kombidgoral talaltattuk, majd a
szemuket tovabbi molekularis bioldgiai vizsgalathisznalasra kimetszettik.
A kapott elektroretinogrammokon egy allandé, mée#tekattérzaj és
ebl kiemelked, jol azonosithatd, hatarozott tiskék lathatok mlelggy
negativ csucsot kouetpozitiv maximumbdl allnak és egy Ujabb negativ
csucson keresztil csillapodnak le. Adsan pozitiv csucsok a b-hullamok
maximumai, melyeket egy-egy negativ csuéz eheg (az a-hullamok negativ
maximumai). Ezek az elektromos tevékenységek (k)skénindig
kovetkezetesen fény stimulus utan jelentkeznek ngylaan a ritmusban mint

a fény felvillanasa, tehat a stroboszkopon beéllftekvenciaban (0,5Hz). A



regisztrdtumokon a legintenzivebb elektromos aésyi amely ilyen ésen
pozitiv csucsot hoz létre, az jelleben a b-hullam. Ugyanakkor az a-
hullamokat és az ERG mas minor dsszéitemem minden esetben lehet
tisztan azonositani: példaul a lehetséges a-hukéamplitiddja ugyanolyan a
skalan mozog, mint a minden felvételiinkdn jeleél&attérzaj, mely egyes
esetekben ellehetetlenitette az a-hullamok egyédiitebzonositdsat és
kiértékelését. Mindazonaltal a mi kisérletinkbeamrvolt sziikség arra, hogy
olyan apro részleteket mérni tudjunk, mint c-hulbkmvagy oszcillatoros
potencialok, csupan a reting flektromos tevékenységében bekoveikez
valtozasokat kivantuk mérni, melyek szorosan Osggeinek a retina
funkcidjaval. A b-hullamok tényleges amplitudojattiesske magasan pozitiv
csucsa €s az azt me@g®l negativ maximum kozott mértik. A csucsok
kivalasztdsa szamitdégépesen tortént: egy un. niadrmomnk a kiértékel
programon belil, mely aztan a megadott kritériunadkmegfeleden kijelblte
b-hullamokat és rogzitette azok adatait. Ez l@hetette, hogy egy-egy allat
esetében akar tdbb szaz csucsot is képesek ledggigldmezni. Az ERG
méréseink eredményei — melyet a szébanforgd remeszegzitettiink —
bebizonyitottdk, hogy az itt leirt modszer koltsedekony, valamint
reprodukalhatd, a retinalis sejtek tulélésével azam korrelaldé adatokat

szolgaltat a retinfunkcioral.

2.4. Szovettani és elektronmikroszkdpos mintafgjdohs

Az MSH-val végzett kisérletiinkben a retina szévekéfixalasahoz
elészor — az allatok tulaltatasat kodeh — az aortan keresztil kandlaltuk az
allatok szivét, majd sebészi bemetszést ejtettijoklakamran, hogy onnan a
vér szabadon tavozhasson. Az allatok érrendséeréb vért 0,9 %-o0s
fiziologids so oldattal mostuk ki (perfundaltuk). falyamat maximum 20
masodpercig tartott, egy esetleges idegszoveti aképHdés megéizése

illetve minimalizaldsa érdekében. Ezt kdet a NaCl-perfazié



felflggesztése nélkil 100 ml fixalé oldatot (Bowildlat) alkalmaztunk
(transcardidlisan fixalas). A Bouin-oldat 6sszd&eta kovetked: ecetsav
(5 %), formaldehid (9 %), pikrinsav (0,9 %) viz (836); (Bouin’s solution;
Sigma-Aldrich, Magyarorszag). Ezutan a bulbusokatekszettik, majd ketté
vagtuk az ora serrata mentén coronalis sectio-dlalkzva. A vitreum
eltavolitdsa utan a szemgolyot fixalé oldatba hdiyle ezt kdveten felszallo
koncentracioju  etanol-oldatot  (dehidralas), veégularaffin  oldatot
alkalmaztunk.

A bulbusok egyrészéb 7 um-es sagittalis szeleteket metszettink,
amelyeket hematoxylin-eosinnal festettik meg ésyrfékroszkop alatt
vizsgaltuk. Korabbi cikkek alapjan az I/R-indukatiziveti 6déma legjobban a
retina bel§ rétegeiben ismerhetfel és dokumentalhatd. A bélgetinalis
rétegek (INL+IPL) vastagsagat saggitalis metszeirkd latdidedf (vakfolt)
kozelében mértik és microméterben fejeztik ki misard mérve a
targylemezeken lévmicrométeres beosztas segitségével.

A fixalt bulbusok egy masik csoportjabol 60 pm-agitalis szeleteket
metszettik, és elektronmikroszképos (EM) vizsgalatészitettik él A
szoveti lipideket ozmium-tetroxiddal (OgOfixaltuk. (A szoveti fehérjéek
fixalasa mar korabban megtértént a Bouin-oldat fddehid-komponensének
koszonheten.) Az  ozmiumozott mintdkat viztelenités (felszall
koncentracioju etanol-oldatsor) utan araldit-epogiyantaba &gyaztuk
(,aralditos csoénakba szedtik”) és 2 napig °5€-on termosztaltuk a
polimerizacié teljes végbemeneteléneléselitésére. Ezutdn a mintakbol
ultra-mikrotommal ultravékony metszeket készitdttimmajd EM alatt

vizsgaltuk a sejteken beliili, morfologiai elvaltsnéat.

A PACAP-pal végzett kisérletiinkben az allatok takdisat kdveéen
szemeiket kimetszettik és azonnal jéghideg PBShmAdafelboncoltuk, majd
0,1 M-os PBS-el kihigitott 4 %-o0s paraformaldehifi@altuk. A széveteket



Durcupan ACM gyantaban (Fluka, Svajc) agyaztuk,n2es metszeteket
készitettink és toluidin-kékkel (Sigma, Magyaroggzanegfestettik. A
metszeteket ezutdn Depex médiumba agyaztuk és dgyn NEclipse 80i
(Tokyo, Japan) mikroszkoppal vizsgaltuk. A mérésekefotokrol az NIH
Image 1.55-0s verzidszamu programjaval végeztigalabb harom allatbol 6
szovetblokk készllt és a latéidégfl (vakfolt) 1-2mm-re &6 retinalis
terileteken végeztik el a méréseket (n = 2-5 m@idden szoveti blokkra
nézve). Kizartuk a vizsgalatbol azokat a metszetekmelyeknél a GCL réteg
tobbsejtsorosnak latszott. A kovetkeparamétereket mértik: (1) a retina-
teljes atmeadje a kul$ limitalo membrantdl a bedslimitalé membranig, (2) az
egyes retinalis rétegek vatagsaga és (3) a sejmkad100 um hosszu GCL

rétegben.

2.5. Western blot

A Kkisérleti folyamatban korabban lefagyasztott déedilk bulbusokat
homogenizald pufferben homogenizaltuk, melynek étgtzle a kovetkéz
volt: Tris (25 mM); NaCl (25 mM); Na-ortovanadat iM); NaF (10 mM);
Na-pirofoszfat (10 mM); Okadan sav (10 nM); EDTA5OnM); PMSF (1
mM); protease inhibitor cocktail; desztillalt via. desztillalt viz kivételével,
melyet tanszékinkon allitottunk éela homogenizalé puffer 6sszes tobbi
Osszetetjét a Sigma-Aldrich magyarorszagi képviselététendeltik. Az
izolatumbol, azonos tomégfehérje mintadkat (50ug), valamint elfestett
protein standardokat (PageRd{‘erPrestained Protein Ladder, Fermentas,
Németorszag) frakcionaltunk 12 %-os (akrilamidszkakrilamid aranyd) Tris-
SDS-poliakrilamid gél elektroforézis segitségévelzutan kovetkezett a
Western blot eljaras: a szétvalasztott fehérjéleitmforetikusan transzferaltuk
egy nitrocellul6z membranra (Whatman Protran Nghoddz Membran;
Whatman, Egyesllt Kiralysag) egy transzfer-készigagitségével (Mini



Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, BioRadbeatories Ltd.). A blot-ok
blokkolasa (1,5 h) TBS-T-vel készitett 5 %-0s (Y zsirszegeény tejpor
szuszpenzibjaval tortént. A TBS-T Osszetétele aet@z volt: 2-Amino-2-

hydroxymethyl-propane-1,3-diol sésavval alkototfas@rris-HCI) (50 mM),

pH7,4, NaCl (150 mM), Tween®-20 (0,05% V/V). Eztvkiben éjszakan at
tarto inkubalas kovetkezett 4 °C-on HO-1 ellenamer antitestekkel (Sigma-
Aldrich) TBS-T-ben 1:1000 higitasban alkalmazva.sh&p rovid mosasi
folyamat utdn a blot-okat 1 éran at retek-peroxtddz(HRP) konjugalt
masodlagos antitestekkel inkubaltuk (1:2000 higiBBS-T-ben, 5 m/V%
zsirszegény tejporral). Egy Ujabb révid mosast ke a blot-okat dan.
enhanced chemiluminescence reagenssel (a HRP keimdscens
szubsztratjaval) kezeltik (Millipore, Billerica, MA A detektalas
autoradiografias modszerrel tortént Rontgen-filigitse€gevel (Agfa-Gevaert
N.V., Belgium). A filmeket beszkenneltik és Sciomalge szoftver
segitségével eértekelttik ki (Scion Corporation, daonce, CA). Kontrollként
GAPDH fehérjét hasznéltunk (Sigma-Aldrich, Magyazag).

2.6. Hemoxigenaz aktivitasméreés

A hemoxigendz enzim aktivitasdnak mérését a kowéthmotokoll
alapjan vegeztik: az eltavolitott szemgolyokat hgemizaltuk egy
homogenizalé oldatban, melynek 6sszetétele a kégetkd-(2-hidroxietil)-1-
piperazin-etanszulfonsav) HEPES (10 mM); szukr@z if8V); (ditiotreitol)
DTT (1 mM); (etilén-diamin-tetraecetsav) EDTA (GriM); sz6jabab tripszin
inhibitor (10 ug/ml); Leupeptin (10ug/ml); Aprotinin (2 ug/ml); pH 7,4. A
homogenizalé oldat 6sszetava Sigma-Aldrich magyarorszagi képviselétét
rendeltik. A homogenizatum 4 ° C-on, 20,000 g-v@l Bercig tartd
centrifugalasaval elkulonitett feluluszot béggittik. A hemoxigenaz (HO)
aktivitasmérest minden igy kapott fellluszo-mintabéivégeztik egy

korabban lekdzo6lt mbédszer szerint. Réviden, a H®vig&st a bilirubin egy



reakcioelegyben valdé képdésének spektrofotometrias mérése alapjan
szamoltuk ki. A reakcio elegy 6sszetétele a koaitka felliliszo egy alikvot-
ja, glukoz-6-foszfat (2 mM); glikdz-6-foszfat-detodenaz (0.14 U/ml); hem
(15 uM); NADPH (150 uM), patkdny ma4j citoszol biliverdin-reduktaz
forrasként (12Qug/ml); MgCl, (2 mM), és KHPQ, (100 mM). Hatvan perc
sotétben tortéhinkubéacié utan a reakciét megallitottuk azzal,yhagnintakat
jégbe rakva lefitottik. A bilirubin képsdést a 460 €s 530 nm-en mért optikai
denzitasok kulénbségét alapul véve szamitottukAk. egy 6ra alatt egy
milligramm fehérjéBl képzdott bilirubin  mennyiségét (nanomolokban
kifejezve) egy egység HO-aktivitasnak definidltédk azonos szévettipusbol
szarmazo két kulonbdzminta aktivitas mérési eredményei kozotti kulorghsé
a HO-1 izoforma aktivitas-valtozasanak tulajdontibhanivel az enzim mas
izoformai (HO-2, HO-3) nem indukalhato, konstitutdrmak.

2.7. Kisérleti protokollok és csoportok
2.7.1. PACAP-kisérlet

A PACAP-pal végzett kisérlet célja az volt, hogy gviesgaljuk a
PACAP funkciondlis retinavéd hatasait egy tanszekinkin bedllitott, jol
mikodo, reprodukalhaté méréseket biztositd elektroretiafi@s modszerrel.

Az Ujszilott Wistar patkanyok kozil a kezelt csdpan lewk (n=16)
harom alkalommal (az 1., 5. és 9. postnatalis napohcutan 2 mg/g MSG-t
kaptak 100 pl fiziologias séoldatban. Az MSG-kegelkkel egy napon az
allatok fele egyik szemeébe intravitrealisan 100 pRACAP38-at is kapott
5ul fizséban oldva egy Hamiltoni tsegitségével. Az allatok azonos
mennyisé§ vivoanyagot kaptak a masik oldali szemuikbe. A ddzisékaaz
idobeosztast egy korabbi kisérléthvettik at. A kontroll allatok semmilyen
kezelést nem kaptak (n = 5).

Az ERG-vizsgéalatokat 2 hdénappal a fentebb leirekesek utan végeztik el, a

fentebb leirt modszer szerint. Az ERG-vizsgalatakitélezése utan az
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allatokat tulaltattuk és a szemeiket szovettansgdtatokra készitettik cl

melyeket a fentebb leirt médon végeztik.

2.7.2. MSH-kisérlet 1. fazis

Az a-MSH-val végzett kisérlet I. fazisaban célunk @MSH I/R-
indukélta retinakarosodas elleni ¥edhatasanak felmérése, tovabba
elektroretinografia segitségével egy optimalis kesdedozis megallapitasa
volt.

Az MSH |. fazisban az allatokat véletlendmam két kezelési csoportra
osztottuk: I-a és I-b csoport (n=30 mindkét csapem).

Az l-a csoport egy dozis-hatas vizsgalati csoportkezolgalt és ot
alcsoportot foglalt magaba: egy kontroll csopoéstnégy kezelési csoportot
(n = 6 mindegyik alcsoportban). Tizenkét éravakénia kivaltasa étt a
vivéanyag-kezelt kontroll csopostibcutarfiziologias so6 oldatot kapott, mig a
tobbi négy csoport rendre a kovetéket kaptasubcutan 50, 250, 500 és
1000 ug/kg o-MSH (Sigma-Aldrich). Az itt leirt kisérlethez has#dt a-MSH
fiziologias sooldatban oldva, oldat formajaban \abkalmazva.

Az I-b csoport, melyet az-MSH hatasanak felmérésére hasznaltunk,
két alcsoportot foglalt magaba (n=15 mindkét alcstiyan). Tizenkét oraval
iszkémia kivaltasa étt a vivdanyag-kezelt kontroll csopostibcutan
fiziol6gias oldatot kapott, mig a masik alcsopd® hg/kg a-MSH-t, mely az
I-a csoportban elektroretinografiasan meghataraimis volt.

Az |-a csoportbeli allatok egyik szeme 30 perc é&nidnak lett kitéve a
fentebb leirt modszer szerint, melyet 24 6ras fépi&rs periodus, majd a
korabban részletezett modon kivitelezett ERG mé&rdstett, mely utan az
allatokat tulaltatassal exterminaltuk. Az I-b csdpa tartozé allatok egyik
szeme 90 perc iszkémianak lett kitéve, melyet ugggnegy 24 6éras

reperfuzid kovetett, mint az I-a csoport esetérut&iz az allatok tulaltatasos

s
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Az elbbb emlitett iszkémias édartamok kivalasztasanak egy korabbi
megfigyelés volt az alapja, hogy a retinalis 6démaly ezen vizsgéalatnak is
egyik meghataroz6 eleme volt, minddéssze 30 petem@At koveben nem
jelentkezik, viszont hatarozottan kialakul 90 perészkémia alatt patkany
szemen. Ugyanakkor, a 90 perc iszkémia szintestej&sagot okoz, amely az
ERG méréseket praktikusan ellehetetleniti. igikisérleti elrendezésiink az
MSH-kisérlet |I. fazisaban két fallatcsoportot foglalt (I-a és I-b) magaba,
melyek kozott a & kialonbség a reperfuziét meged iszkémias periddus
hossza.

Az |-b csoportbdl begjjtott szem mintakat tovabbi harom csoportra
osztottuk (n = 5 mindegyik csoportban). A mintaky @goportjan szévettani
vizsgalatot végeztink hematoxillin-eozin festést &mnymikroszkopot
alkalmazva, a masodik csoportot 0zmiumozast Kiiret
elektronmikroszkoposan vizsgaltuk meg, mig a harknadinta-csoportot
Western blot analizisnek vetettiik ala. Mindharondszért a fentebb leirtak

szerint végeztuk.

2.7.3. MSH-kisérlet 2.fazis

Az o-MSH-kisérlet Il. fazisdban célunk posztiszkémidsan beadott
a-MSH hatasanak vizsgalata, valamint olyan nem-HQgbhé hatasutvonalak
létének bizonyitasa vagy céafolasa volt, melyeklegesen hozzgjarulhatnak az
a-MSH citoprotektiv hatasahoz.

Az MSH-kisérlet Il. fazisaban az allatokat véleieafien négy kezelési
csoportra osztottuk (n = 5 mindegyik csoportban).

Az els, az un. kontroll csoport allatai 5, 3 és 1 napgaliszkémia
kivalthsa ebtt intraperitonealis aton az SnPP véanyagaval (alabb
részletezve) lettek kezelve, majd a posztiszkémigserfazio kezdetén
subcutan(azo-MSH vivéanyagat, vagyis) fiziologias sooldatot kaptak.

A masodik, un. MSH csoport allatai 5, 3 és 1 napgaliszkémia
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kivalthsa ebtt intraperitonealis aton az SnPP véanyagaval (alabb
részletezve) lettek kezelve, majd a posztiszkemidserfuzio kezdetén
subcutan500 pg/kg a-MSH-t kaptak.Az itt leirt kisérlethez hasznatMSH
fiziologias sooldatban oldva, oldat formajaban abkalmazva.

A harmadik, an. SnPP+MSH csoport alld&aB és 1 nappal az iszkémia
kivalthsa ebtt intraperitonealis uton 50 umol/kg SnPP-t, majd a
posztiszkémias reperfuzié kezdewrbcutan500 ug/kg a-MSH-t kaptak. Az
SnPP (Sn(lV) Protoporphyrin IX dichloride; Fronti8cientific Inc., Logan,
Utah) a HO-1 hatékony gatloszere. Az SnPP 0,1 Numathidroxid oldatban
lett feloldva, majd az oldat kémhatasa (pH 7,4g@3avval, koncentracidja
fiziologids sooldattal lett beallitva. Az SnPP dldeasznalat étt 1 oraval,
fénytsl védve, frissen lett elkészitve.

A negyedik, an. SnPP csopaddtiatai 5, 3 €s 1 nappal az iszkémia
kivalthsa ebtt intraperitonealis Uton 50 umol/kg SnPP-t, majd a
posztiszkémias reperfuzio kezdewrbcutan(azoa-MSH vivéanyagat, vagyis)
fiziol6gias sooldatot kaptak.

Mind a négy csoport allatainak egyik szeme 30 p&zkémianak lett
kiteve a fentebb leirt mddszer szerint, melyet 2ds Geperfizidos peridédus,
majd a kordbban részletezett modon kivitelezett BR&és kovetett, mely
utan az allatok tdlaltatdsos exterminaciojat kéeet az allatok szemei
eltavolitasra kerultek.

A begyijtott szem mintakat a fentebb részletezett modsazearint

hemoxigenaz aktivithsmerésnek vetettik ala.

2.8. Statisztika

Az  adatokat D’Agostino és  Person omnibus tipusu
normalitdsvizsgalatnak vetettiik ala. Az adatok Gaaleszldsa esetén
egyszempontu variancia-analizist (one-way ANOVAjidttunk végre Tukey

posztteszttel. Nem parametrikus eloszlas esetéadatokat Kruskal-Wallis
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teszttel és Dunn’s poszt-teszttel elemeztiik ki.

3. Eredmények

3.1. A PACAP-kisérlet eredményei

A kontroll metszeteken standard szévettani tectkaik@lkalmazva az
emlos retina jellegzetes rétegei jOl latszottak: fotepgorok rétege (stratum
photosensorium retinae; photoreceptor layer, Plilsdkmagvas réteg (stratum
granulosum externum; outer nuclear layer, ONL), skifonatos vagy
szinaptikus réteg (stratum plexiforme externumgoylexiform layer, OPL),
belH magvas réteg (stratum granulosum internum; inoetear layer, INL),
bel szinaptikus réteg (stratum plexiforme internummen plexiform layer,
IPL) valamint a ganglionsejtek rétege (stratum djangre; ganglion cell
layer, GCL). A kontroll allatokhoz viszonyitva arbénszori MSG kezelésnek
kitett patkanyok retingjanak teljes vastagsaganszkgnsan lecsokkent, és a
teljes bel§ retina szignifikdns karokat szenvedett. A IPL &ziteljes elinése
mellett az INL és GCL rétegek 6sszeolvadasat flugtlik meg metszeteken.
A degeneracio szamos jele — sejttest-alaku Urgekel is megfigyelhétvolt
a magvas rétegekben (ONL és INL). A lBelss kil$ membrana limitans
kozotti tavolsag a normal retinakban meé#dht %-ara esett. Minden retinalis
réteg jelenisen csokkent (ONL = 75 %, OPL = 66 %, INL = 26 BLI=
15 %). A ganglion sejtek rétegében a 100 pm-éesegszam korilbeltl 38 %o-
ra csokkent.

Kordbbi megfigyelésekkel megegyen eredményeink szerint az
MSG-indukalta sulyos retinadegeneracio enyhéthbaromszori PACAP-
kezeléssel. A PACAP haromszori intravitredlis imgg&sa szignifikans
javulast okozott a retinalis rétegekben (ONL = 890@®L = 95 %, INL =
74 %, IPL = 60 %). Az IPL lathat6 maradt, az INL @€L mindenutt jol
elkilénult. A GCL-ben a sejtszam szignifikansan assipbnak (65 %)
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bizonyult, mint a csak MSG-kezelt retinakban.

Az elektroretinografias mérések alapjan elmondhhatgy a kezelés nélkuli
kontroll allatok b-hullama 220,9 + 19;8/-nak bizonyult, mig MSG-kezelés
hatasara ez az érték 37,76 + B\Bra csokkent le. Az intravitrealis PACAP-
kezelés protektiv hatdsu volt MSG-indukalta kardsoellen és a b-hullamok
amplitiddja 60,9 = 12,(V-ra emelkedett.

Annak érdekében, hogy kozvetlentl is jellemezhessédk palcika
fotoreceptorok rikodését, az elektroretinogram szkotopikus a-hultama
mértuk, mely szinte kizardlagosan a palcika fotepdarokbol ered. A kontroll
allatok szemének a-hullam amplitad6 értékei (65,6,&uV) MSG-kezelés
hatdsara 9,4 + 3 0V-ra csokkentek.

A PACAP protektiv hatasa az a-hullamok amplitudajari6,8 + 6,0
uV-ra tortént novekedésében jelentkezett. Az ERA@amdk legyengultek
MSG-kezelés hatasara, mely igy az a- és b-hullaraotplitidéjanak
valtozasaban is jelentkezett. A PACAP-kezelés daitki az MSG-indukalt
funkcionalis valtozasokat, mely az MSG-kezelt ésM&G+PACAP-kezelt
retindk kdzott enyhe, de szignifikans kilonbséghélantkezett. A fotopikus
a- és b-hullamok tekintetében nem volt statiszgaszignifikans kulonbség
az MSG- es PACAP-kezelt csoportok kozott.

3.2. Az MSH-kisérlet I. fazisanak eredményei

Az ERG b-hulldamok mérésével megallapithatban azkfiRsodas a
retina funkcidjat 31,64 %-ra csokkentette a kohtédlatok nem-iszkémias
szeméhez viszonyitva. Aa-MSH-kezelés a retinafunkciot az allatok I/R-
karosodott szemében dozisfibgg akar a nem-iszkémias kontroll 66,18 %-ara
is feljavitotta, mely szignifikAns eredményt az AQ@/ttkga-MSH-val kezelt
allatok I/R-karosodott szemén meértik (p<0,001 wsitioll I/R). Az iszkémia-

reperfuziés retinakarosodas olyan sulyosnak bizibnyhogy az a-MSH-
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kezelés nem volt képes teljesen helyreallitani Gvetzmikodését a normal
szintre. Tovabba a szdveti tkbdést jeld funkcionalis paraméterek
dozisfugg javulasa teizott 1000 pg/ttkg-os ddézisnal, melyen tal vétiest
elhanyagolhato tovabbi javulas volna megfigyaihet

A jelen kisérlet alapjan meghatarozott optimaligstékony doézis
500 pg/ttkga-MSH lett. Az ERG b-hullamokon az-MSH-kezelés mérhét
hatdsai mar olyan kis dozisban is megfigydiketoltak, mint 50ug/ttkg (a
nem-iszkémias kontroll értékek 35,64 %-a), jollereet javulas meértéke
statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak ezeldzis esetén, csak
magasabb dozisok esetén, mint példaul 250 (48,000,001 vs. kontroll
I/R) és 500ug/kg-os ddézisnal (64,36 %, p<0,001 vs. kontroll)l/Rz 1000
ug/ttkg-os doézissal valo kezelés szignifikans pritekatast kozvetitett, de
mivel az 500 és 100Qg/ttkg-os kezelések eredmeényei kodzott nem volt
statisztikailag szignifikans javulas megfigyelhd64,36 % vs. 66,18 %), az
500 pg/ttkg-os dozist elégségesnek és feltémetoptimalisnak itéltiik meg az

I/R-kivaltotta retinalis karosodas kivédésére.

A szovettani eredmények alapjan a retina rétegejvastagodtak az
I/R-indukalta intersticialis 6déma ké&jes miatt. Az 50Qug/ttkg-osa-MSH
kezelés az I/R-indukalt kdrosodas kialakulasatigatelsidlegesen a retinalis
0démat és a kovetkezményes vastagodast. A koritsolh kezelt nem-I/R

ertékek kozott szignifikans kulonbségek nem voitagfigyelhebk.

A retinalis sejtek mitokondriumanak I/R-kivaltottkarosodasa ol
kivehet volt az elektronmikroszkopos felvételeken is. Ankoll allatokbdl
szarmazO |/R-kéarosodott retinaszbvet sejtjeiben igkomdriumok belé
vakuolumok képé&dése miatti szétesése latszott. Ezzel szemben @z 50
ug/ttkg-os a-MSH-val kezelt allatokbol szarmazé I/R-karosodadtina

sejtjeinek mitokondriumai érintetlenek maradtak.kBls6 retinalis rétegek
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sejtjeiben iszkémia-reperfuzidét koven a retinalis pigment sejtek és a
fotoreceptorok  elektronmikroszkopos  ultrastruktab@n  morfoldgiai
elvaltozasok kevésbé voltak jellekz A kontroll és kezelt nem-I/R

ultrastruktarak kozott szignifikans kiulonbségek nesttak megfigyelheik.

A hemoxigenaz 1 enzim expresszidjat a szem szidbteiegzett
Western blot analizis volt hivatott feltarni, medgerint az 50Qug/ttkg-os
a-MSH-val kezelt allatokbol szarmazé |I/R-karosodadzemgolyokban
szignifikansan nagyobb HO-1 fehérje mennyiség jaén, mint a vivanyag
kezelt patkanyokbdl szarmazoakban (p<0,05). A kdings kezelt nem-I/R

értékek kozott nem voltak szignifikans kilénbségek.

4.3. Az MSH-kisérlet Il. fazisanak eredményei

Az MSH Il. fazis ERG-vizsgalatainak eredményiibaz egyes
kezelések retinalis integritasra vald hatasabaorhdé iranyvonal lathato: a
nem-iszkémias retindkban felvett hullamformakhopdst, az I/R-karosodas
és az SnPP-kivaltotta HO-1 gatlas csokkentette lidrhok amplitidojat és
megvaltoztatta a hullamformak karakterisztikajaty andédon, amely a
csokkent retina-funkcié jefiye. Ezzel szemben az 5Q@®)/ttkg-os a-MSH-
kezelés a retinalis valaszokat a javulo retinalisktio iranyaba tolta el. Az
SnPP-kezelés az-MSH-val egyitt adva csokkentette, de nem sziintatdg
teljesen az-MSH protektiv hatasat.

A b-hullamok nem-iszkémias kontrollhoz viszonyitsetazalékos atlaga
(vagyis a poszt-iszkémias kezelés hatasa) a nddénsas kontroll 67,69 %-
anak adodott a 500g/ttkg-osa-MSH-val kezelt allatok esetében (p<0,001 vs.
kontroll I/R). Ez az érték kissé magasabb is aZatisban mértnél, ami
64,36 % volt (p<0,001 vs. kontroll I/R). A Wanyag-kezelt patkanyok I/R-
karosodott retinaiban a b-hullamok nem-iszkémiaatioiihoz viszonyitott
szazalékos éatlaga 33,44 %-nak bizonyult. Az SnPfelkel/R-karosodott
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allatcsoport b-hullamainak nem-iszkémias kontralkszonyitott szdzalékos
aranya 19,76 %-nak bizonyult (p<0,001 vs. kontit). A ketibs kezelés
(SnPP+MSH) szignifikansan csokkentette a b-hullaéralékokat a csak
MSH-val tortént kezeléshez képest (55,77 % vs. B%6 p<0,01).
Ugyanakkor az SnPP+MSH-kezelt I/R retinak szazaldkagnifikansan
magasabbnak bizonyult, mint a csak SnPP-kezelégbese (55,77 % vs
19,76 %; p<0,001). A kontroll és kezelt nem iszké&gnértékek kdzott nem

volt szignifikans kulénbség.

A szoveti hemoxigenaz aktiviths /R hatasara shkansan
megemelkedett (a nem-iszkémias kontroll 119,56 &;aés 500ug/ttkg-os
a-MSH-kezelés hatasara tovabb emelkedett (159,42 Yipbbi hatast
megszintette az-MSH-val egyutt adott HO-1 gatldo SnPP (108,77 %).
Ugyanakkor kis kilonbség volt megfigyelbeaz SnPP+MSH- és a csak
SnPP-kezelt csoportok kozott (108,77 vs 96,60 Yenalites sorrendjében). A
kontroll és a kezelt nem-I/R értékek kdzétt nemt azignifikans kilénbség

(fel nem tlntetett adatok).

4. Megbeszélés

Szamos szemészeti betegség hatterében az iszkestirdekarosodas
all. Munkacsoportunk ezért céluizte ki maga elé, hogy a retina funkciojanak
mérésére egy megbizhatd, reprodukalhaté elekiobdigiai modszert
alkalmazzon, az elektroretinogréafiat. Az ERG eredye& 6sszhangban allnak
az allatok retingjanak tényleges allapotaval, édisnkarosodas esetén a retina
mérhed, csokkent funkcidja pedig korrelal a retina sztargitkarosodasaval.

Felvetdott, hogy a szOvettanilag mar bizonyitottan rdd&masitd
natrium-glutamat (MSG), vajon funkcionalis romlé&sbkoz-e, valamint, hogy

az ezt a karosodast strukturalisan kivédeni képsoprotektiv PACAP a
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retina funkcigjat is javitja-e. Kisérletinkben higitottuk, hogy az
intravitredlis PACAP-kezelés szignifikans funkcibsajavulast valtott ki
MSG-indukalt retinakarosodasban. Szamos kisérlethrsgaltak mar
lehetséges retinoprotektiv stratégiakat mind médiali, mind funkcionalis
szempontbdl. A karosodas meérteke és a morfologima védelem gyakran
dsszhangban van a funkciondlis javulassal. A filarsti névekedési faktorrol
példaul bebizonyosodott, hogy serkenti a morfolbgssa hozzatartoz6 ERG
javulast is retinakarosodasban. Mindazonaltal, rkdionalis mérések nem
mindig kovetik a szovettani eredményeket legyerr akd human vizsgalatrol
vagy allatkisérletelédt. Még paradox hatasok is ismertek az irodalomimht
példaul a ciliaris neurotrép faktor esetében, ant®ly csokkenti az ERG-
hullamokat, mégis @ékegiti a fotoreceptorok tulélését. Kisérleteink
eredményei azt bizonyitjak, hogy a PACAP-kezelés igglenss morfologiali
valtozasokhoz vezet az MSG-kezelt patkanyok reibe. A funkcionalis
kimenetel — bar kisebb mértékben — ugyszint szikgmisan javult PACAP-
kezelés utan.

Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a szkotopikudlamiokban MSG-
kezelés hatasara tortént valtozasokat a PACAP eésailensulyozta: a
PACAP-altal okozott javulas mind az a-, mind a lildmokon megfigyelhét
volt, amelyek rendre a fotoreceptorok és a dettinalis sejtek rikodéseét
jellemzik. A glutamat serkeét szinaptikus transzmissziot kozvetit a
fotoreceptorok és bipolaris sejtek, valamint a ge és ganglion sejtek
kozott. Az MSG-kezelés nagyon sulyos karosodasaMaizott a bels
retinaban valamint a fotoreceptor-réteget is kéottsi A glutaméat
excitotoxicitast, melyet a magas glutamat koncerdraalt ki, vélhesen mind
kozvetlen, mind kozvetett mechanizmusok okozzak dutamat
receptorgriségtl fuggéen. Szamos kisérlet mutatta mar be a glutamat
receptorok eloszlasat a retindban, melyek alapjéels retinalis sejtekben

magas koncentracidban fordulnalé.eEz megmagyarazhatja a hkelsetina
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magas sérulékenységét, melyet mi is tapasztaltotabbi tanulmanyokban,
ahol a patkanyok retinait Ujsziléttkori MSG kezealédn 3 hdnapos korukban
szOvettanilag elemezték, a sulyos Belstinalis karosodas latszolag érintetlen
fotoreceptor-réteggel jelentkezett. Jelen  kisérletiektroretinografias
méréseinek tanulsaga szerint azonban fotorecepdteg r funkcionalisan
karosodott, melyet az a-hullamok csokkenése jelzatt fotoreceptorok
jeltovabbitasanak hosszutavi karosodasaval a tmprerok maguk is
karosodnak.

A PACAP-kezelés enyhiteni tudta az MSG-indukaltiiozéisokat mind
morfologiai, mind funkcionalis szinten. A PACAP kib62 a retinara és a
retinalis Utvonalakra gyakorolt hatasai ismertek. PACAP minden bets
retindlis sejtréteget megvédett egy korabbi, a PA&deptor retinan beldli
eloszlasat targyald cikkel 6sszhangban. Habar lecfanalis javulas enyhébb
volt, mint a morfoldgiai, jelen megfigyeléseinkrikai szempontbol fontosak,
mivel elsként mutatjak be, hogy a PACAP képes javitani maatiikbdéseét
excitotoxikus sérllés esetén. Tovabba kisérlemmgantbdl is éremutatdak
az eredmények: a funkciondlis valtozas dsszecsangriologiai, szévettani

valtozasokkal.

Munkacsoportunk egy korabbi cikke alapjan a melaaestimulalo
hormon alfa-tipusa ofMSH) képes a szivizom iszkémia-reperfuziés
karosodasat csokkenteni. Febaliitt, hogy vajon a sok mas szévetben — agy,
vese, Br, emész rendszer — is leirt I/R elleni védelem megvalGsal-szem
szOvetében is szisztémasan adagolva a hormont.

Az MSH-kisérlet I. fazisaban aeMSH azon hatasat vizsgaltuk, hogy
képes-e védelmet nydjtani I/R-indukalta retinakad@ssal szemben. Ezekben
a vizsgalatokban aa-MSH szignifikhnsan mdgizte a I/R-nek kitett szem
funkcioit. Erre bizonyitékot az ERG-vizsgalat sZitgtott, mely bemutatta,
hogy az I/R-karosodott retina b-hulldmainak ampli@a o-MSH-
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dozisfuggen emelkedett. Ezzel bizonyitast nyert, hogyadSH védelmet
biztosit a retinanak I/R-karosodassal szemben.|dlzbeemlitett eredmények
osszefuiggésben allnak mas sékrzikkeivel a hatas hatterében allé HO-1
upregulacié tekintetében is: egy 2013-as cikk, negly névényi polifenolos
vegyuletnek, a rezveratrolnak a magas szembelnyomedt kialakuld
retindlis iszkémia elleni véd hatasarol szamol be, az ERG b-hullam
amplitdojat noveél hatas hatterében HO-1 upregulaciét nevez meg, mint
jelenbs hatasmechanizmust. Mi szintén azt tapasztaltulgy ha HO-1
expresszio a-MSH hataséra szignifikansan megemelkedett, vagpyds a
folyamat aza-MSH hatasmechnizmuséanak is része lehet. A HO-1eggpio
novekedésai-MSH hatdsara — melyet mi most retinaban igazoltankas
szOvetekben is bizonyitott.

A HO-1 expresszidja seérult szovetben egy igen drgijt, magasan
konzervalt adaptiv valasz, mely szamos szbvetben é&genyben
megfigyelheb. Munkacsoportunk koradbbi munkajaban ezen enzirpias
lehetségeit prébalta kihasznalni és bemutatta, hogy alHPregulacidja egy
serkenb anyag altal igen és terapias hatast képasvivo kivaltani, mely a
HO-1-et upregulalé hatéanyagok lehetséges klinikgdhasznalasat még
jobban alatamasztja.

A HO-1 expressziOja stresszorok széles skalajamgninekszik, mint
példaul oxidativ és gyulladasos bantalmak miattkwgg, mint olyan
metabolikus és hemodinamias faktorok kovetkeztébeint a magas
vércukorszint. Ugyanakkor a legtobb esetben a HQ@sdtofiziologias
aktivaciéja csak atmeneti vagy csekély HO-1 akisihdvekedést
eredményez, mely nem éri el azt a kiiszobszintatsaukséges volna a HO-
jelatvitelirendszer tovabbi downstream Osszé&tesk olyan szint
aktivalasara, hogy az a sulyos gyulladasos korkéganifikans remissziojat
eredményezze. Azok a kezelései strategidk, melyélOal-et kifejezetten

retinopatidk és mas betegségek méxgdére vagy kezelésére kivanjak
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alkalmazni, varhatéan egyre novékwneértékben vesznek igénybe olyan
gyoégyszertani hatbanyagokat, melyek képesek ezemmeexpressziojat és
aktivitasat novelni. Munkacsoportunk korabban nmémbtatta, hogy példaul a
meggymag kivonat is képes ilyen moédon megvédenietnat az I/R
karosodastan vivoa HO-1 aktivalasan keresztil. Jelen vizsgalat @adilot
eredményei pedig ugyszintén szignifikansan megrédett HO-1 expressziot
mutattak az 500 pg/ttkga-MSH-val kezelt patkanyok I/R kéarosodott
szemének retinaszovetében a oanyagkezelt allatok I/R-t elszenvedett
szemének enzimexpresszidjahoz képest, mely arredekiyetkeztetni, hogy
az a-MSH alkalmazéasa jelefden feledsithet egy vele egyidédpg zajld
patofizoldgiai HO-1 upregulaciot, vagyis kezeldsawgia lehet.

A retina szovettani vizsgélata soran kiderult, h@agya-MSH-kezelt
allatok szignifikAnsan csokkent mértekddemat mutattak I/R sérllés
kovetkeztében. Ez a megéllapitds a HO-1 retina@lénia elleni védelemben
betdltott szerepe szempontjabol is jetsnt A kapott eredmények
hozz4jarulnak Uj, retinalis 6démat csokkerstratégiak kifejlesztéséhez
szemeészeti rendellenességekben.

Kisérletsorozatunk elektronmikroszkopiai igazoldadta annak, hogy
az a-MSH a bel§ retindlis sejtekben az I/R-indukélta mitokondsali
karosodasokat csokkenti a sejtalkotok szintjényrseintén egy Uj eredmény.

Az a-MSH tehat egy hatékony retinoprotektiv szer lelsgkémias
retinakadrosodasban. Felmerilt azonban a kérdéey, yajgn a HO-1 enzim
mennyire fontos, esetleg kizarélagos szerepetikaesaza-MSH hatasaban.

Azt is meg Kkivantuk vizsgalni, hogy az-MSH-nak van-e
posztiszkémias hatasa, mellyel munkacsoportunkie&tgvéseére is, ha nem is
kozvetlendl, de legalabb indirekt médon valasz&kiunk adni: hipotézisink
az volt, hogy az evolucio egy korabbi szakaszalzamMSH esetleg stressz
hatadsara felszabadulo, an. stressz-hormonkénkeidiettett. Az allatvilagban

ma is megfigyelhét a rejtzkddd szin hasznalata, melynek egészen
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kulonleges formaja — példaul a kaméleon esetébea &r szinének
valtoztatasa. A drszin stresszre valo gyors valtoztatdsa nemcsaklkamok,
de polipok, szépidk, békak, halak esetében is tsmigefinicio szerint
stressznek nevezink minden olyan hatast, amelyn@ketkeztében a
hipotalamuszban CRH szabadul fel, ennek kovetkentélpedig a
proopiomelanocortin prekurzort enzimek hasitjaklymavonalon képédhet
a-MSH is. A melanocita stimulalé hormon alfa — nesléaddéddan — a dy
pigmentacidjaban fontos szerepet vallal6 melankaitdserkenti, mely
osszefuggésben all a 6 szinének valtoztatdsaval, mint védekez
magatartassal. Vagyis abbdl a két tényallasboly sigesszre egyes allatok
szinvaltozassal reagalnak valamint, hogy a sziox@#hozo-MSH Kkell,
logikailag az kovetkezik, hogy stressz hatasa&tdSH kell felszabaduljon.
igy joggal meriilhet fel a kérdés, hogy vajoncakiSH-nak szerepe lehet-e
masfajta protektiv, stresszre adott valaszban. QlmJuévetve ezt a logikai
szalat, az iszkémia-reperfuziés karosodas egysgtreatas, mely ellen az
a-MSH ebkezelés formajaban protektiv hatasunak bizonyultl.aazis
kisérletei szerint. Ezek alapjan felé@dtt, hogy utokezelés formajaban
(mintha stresszt kovétn szabadult volna fel a szervezetben) vajon ptiotek
aza-MSH?

Az MSH-kisérlet Il. fazisdban végzett elektroregréfias mérések
eredményei azt mutattak, hogy a hullamformak anngbdifa, mely az
egészséges retinafunkcié flggvénye, iszkémia-répéd karosodasok
hatdsara csokkent, mig posztiszkémiasMSH kezelés hatasara
megnovekedett. Elsb az a kodvetkeztetés vonhatd le, hogy @MSH
iszkémia utan adagolva is képes a retina funkegitani, vagyis képes az
iszkémieés esemény bekovetkezte utan is kifejtamaprotektiv hatasat. Az
irodalomban méas szovetekkel kapcsolatban is irtair fe hasonlo,
posztiszkémias-MSH-hatast: agyi, mezenterialis valamint vese-ésaiaban

is ismert ez a jelenség, viszont retina-iszkémiabmarirtuk le a jelenséget
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elészor.

Mésik fontos eredménylnk, hogy a HO-1 gatl6 SnARse-MSH-val
egyszerre kezelt patkanyok retinaja csokkent ERGlamuamplitadot
mutatott, mely azt jelenti, hogy azMSH hatasaban szerepet kell jatszania
HO-1 medialt szignaltranszdukcidos utvonalnak. AzZPBrkezelés azonban
nem szlntette meg teljesen azMSH hatasat, ami viszont arra enged
kovetkeztetni, hogy az-MSH hatasmechanizmusaban nem csak a HO-1
jatszik szerepet. A HO-1 aktiviths korrelalt az ERBullamformak
amplittddjaval: a HO-1 aktivitas az-MSH adagolassal 6sszefliggve
emelkedett, mig az SnPP kezelés hatasaraM3H HO-1 aktivitasnovel
hatasa csokkent, de nemistz meg. igy ismét ugyanarra a kovetkeztetésre
juthatunk: a HO-1 aktivitas dsszefiigg @MSH terapias hatasaval, de nem
kizarolagos komponense annak.

Az a-MSH adagolasa, a retina I/R-karosodasanak cstékerdts a HO-

1 részvétele kozotti egyertelinkblcsonds dsszefiiggés tehat azt mutatja, hogy
aza-MSH az I/R elleni védelmet legalabb részben egyHfDgg Utvonalon
keresztil fejti ki. Eredményeink nem zarjdk ki masjndezidaig nem
azonositott, a hemoxigenaz enzimfiiggetlen mechanizmusok részleges
kozremikddését. Ennek a lelisegnek a felderitése jdlveni kutatasok
témajat képezi majd. A vizsgalddasoknak iranyvanalas kutatok munkaja
is adhat, akik bemutattak, hogy aaMISH-nak anti-citokin aktivitasa is van,
tovabba gatolja a proinflammatorikus fehérjék lapését, csdkkenti a lazat,
és modulalja a neuroimmun-aktivitast. Jelen tanoyr@lkent mutatja be az
a-MSH hatasossagat I/R-indukalta retinakarosodasiérd az iszkémias
inzultus ebtt adva, mind pedig posztiszkémiasan. A hormon &apessege,
hogy egy iszkémias periddus utan adagolva is képegvédeni a retinat,
megebsiti azon feltevésinket, hogy azMSH expresszidja egy jeldi
fiziologias ellensuly, 6vintézkedés stresszorokleszé&pektrum ellen, mely

feltehetleg a gerincesek korai evollciéjaban alakult kikészervalddott,
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mint fontos talélési adottsag, jelleg. Az a megélfs, hogy a
posztiszkémiasan adaitMSH azonos nagysagreigrotektiv hatast valt ki,
mint iszkémia ditt adva, biztatd a lehetséges farmakoterapias rafkaisa

tekintetében.

5. Osszefoglalas

A kutatbmunkaban céluliztik ki a retinafunkcid mérésére szolgalo
elektroretinografia alkalmazasat. Ezzel a modsksikerrel igazoltuk, hogy a
PACAP MSG-indukalta retinopatia ellenes, morfoldgigeds hatasanak
hatterében funkciondlis javulads is fenndll. Ez niegezhatia a PACAP
jovébeni gybégyaszati felhasznalasat excitotoxikus agtmosodasban. Az
a-MSH-val végzett kisérleteink eredményei pedig daj@k azt a feltevést,
hogy aza-MSH enyhiti az iszkémia/reperfuzié-indukalta rétia karosodas
sulyossagat funkciondlis, szOveti és sejtes szint@tamint bizonyitekot
szolgéltatnak a hormon hatasmechanizmusaban a k&beds, de nem
kizarolagos részveéeteldr Figyelemre meéltd az-MSH azon tulajdonsaga,
hogy képes visszaallitani a retinaszovet funkci@atiszkémias peridodust
koveen, posztiszkeémiasan alkalmazva, mely arra engeedtkéztetni, hogy
az o-MSH potencidlisan széleskian felhasznalhaté lehet az I/R-medialta

patoldgiai allapotokban akar megeésként, akar kezelésként alkalmazva.
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munkankat és kdzos cikkiink megjelenését.

Koszonettel tartozom Dr. Antal Miklés professzondk és Kis Grétanak (DE AOK,
Anatomiai, Szovet- és Féfléstani Tanszék) az elektronmikroszképos felvételek

elkészitésében nyujtott segitségukért.

Koszonoém Dr. Pdésa Anikonak és Dr. Varga CsabanaklESTTIK, Elettani,
Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszék) hemoxigealiéivitas-meérésben nyuijtott

segitseguket.

Koszbnetemet fejezem ki a tanszékinkdon dolgozé etdngaimnak,

kulonosképpen dr. Bombicz Mariannak és dr. PrikéniBinek.
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Kdszénbém csaladomnak, feleségemnek, Adriennekarysimnak, Panninak és
Aliznak, valamint szileimnek, 6csémnek és nagysnilek szerdt thmogatasukat!

Kdszonodm barataimnak a veluk kikapcsolodassabltéttéssel eltoltott idk!

A kutatas a Richter Gedeon Talentum Alapitvany @até@saval valamint az OTKA
104017, OTKA 78223, TAMOP 4.2.1/B-09/1/KONV-2010600 TAMOP-4.2.2/B-10/1-
2010-0024, TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0045, TAM@E2.4.A/2-11-1-2012-0001
kereteil®l valosult meg. A kutatds a TAMOP-4.2.4.A/2-11/12200001 Nemzeti
Kivalésag Program cith kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt azré&pai Unid

tamogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinmosasaval valosult meg.
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