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Gyakran hasznalt roviditések jegyzéke

ATP — adenozin-trifoszfat (adenosine triphosphate)

BH. — tetrahidrobiopterin (tetrahydrobiopterin)

CCK — kolecisztokinin (cholecystokinin)

CCKiR —kolecisztokinin-1 receptor (cholecystokinin-1 receptor)

CCK:R — kolecisztokinin-2 receptor (cholecystokinin-2 receptor)

CFU-GM - granulocita—makrofag koloniaképzd egység (colony-forming unit—granulocyte
macrophage)

DHA - dokozahexaénsav (docosahexaenoic acid)

eNOS — endotélialis nitrogén-monoxid-szintdz (endothelial nitric oxide synthase)

ER — endoplazmas retikulum (endoplasmic reticulum)

ERG - elektroretinografia (electroretinography)

G-CSF — granulocita koldnia-stimuldl6 faktor (granulocyte colony-stimulating factor)
GFAP — glialis fibrillaris savas fehérje (glial fibrillary acidic protein)

GLP-1- glukagon-szerii peptid (glucagon-like peptide-1)

GM-CSF — granulocita—makrofag kolonia-stimulalé faktor (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor)

GPX4 — glutation-peroxidadz 4 (glutathione peroxidase 4)

HDL — nagy stirtiségii lipoprotein (high-density lipoprotein)

HSC — hematopoetikus dssejt (hematopoietic stem cell)

HSP70 — hésokkfehérje 70 (heat shock protein 70)

I/R — iszkémia—reperfizié (ischaemia/reperfusion)

ICso — az 50%-o0s gatlast okoz6 koncentracid (half maximal inhibitory concentration)
ICAM-1 — intercellularis adhézios molekula 1 (intercellular adhesion molecule 1)

IKK — IkB-kinaz béta (IxB kinase beta)

IL-1 — interleukin-1 (interleukin-1)

IL-6 — interleukin-6 (interleukin-6)

IL-8 — interleukin-8 (interleukin-8)

IR- inzulinrezisztencia (insulin resistance)

IRBP — interphotoreceptor retinoidkotd fehérje (interphotoreceptor retinoid-binding protein)
JNK — c-Jun N-termindlis kinaz (c-Jun N-terminal kinase)

LDL- alacsony siirliségii lipoprotein (low-density lipoprotein)
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LETO — Long-Evans Tokushima Otsuka patkany (Long-Evans Tokushima Otsuka rat)
NADPH - nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

NF-xB — nukleéris faktor kappa B (nuclear factor kappa B)

NO — nitrogén-monoxid (nitrogen monoxide)

Nrf2 — nukledris faktor eritroid 2-kapcsolt faktor 2 (nuclear factor erythroid 2—related factor 2)
OLETF — Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty patkany (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty
rat)

OP — oszcillacids potencial (oscillatory potential)

PARP1 — poli(ADP-rib6z)-polimeraz 1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1)

PEDF — pigmentham-eredetii faktor (pigmentepithelium-derived factor)

RGC — retina ganglionsejt (retinal ganglion cell)

RNS- reaktiv nitrogén szarmazékok (reactive nitrogen species)

ROS - reaktiv oxigén szarmazékok (reactive oxygen species)

RPE — retinalis pigmentepitélium (retinal pigment epithelium)

SD — Sprague—Dawley patkany (Sprague-Dawley rat)

TNF-a — tumor nekrozis faktor alfa (tumor necrosis factor alpha)

UPR — nem megfelelden feltekeredett fehérjékre adott valasz (unfolded protein response)
VCAM-1 — vaszkularis sejtadhéziés molekula 1 (vascular cell adhesion molecule 1)

VEGF —vaszkuléris endotelidlis novekedési faktor (vascular endothelial growth factor)

VLDL — nagyon alacsony stiriségili lipoprotein (very low-density lipoprotein)



A tudomany izgalmas kaland. Ajtokat nyitogatunk, keressiik az
igazsagot, s egyszerre ott van eldttiink, mint mesebeli kincs, a

maga kézzelfoghato, tindoklo valosagaban.”

Kosztolanyi Dezsd

1 Bevezetés

Az elmult évtizedekben a kronikus, nem fert6z6 betegségek eldfordulasa vilagszerte novekvo
tendenciat mutat, ami nemcsak az egészségiigyi ellatorendszerek terhelését fokozza, hanem
alapvetden formalja a morbiditasi és mortalitasi mintazatokat is. Ezen korképek jelentds része
nem egyetlen, jol koriilhatarolhat6 kivalto tényez6 kovetkezménye, hanem komplex, egymassal
kolesonhatasban allo patobioldgiai folyamatok eredménye. A betegségek klinikai megjelenése
gyakran szervspecifikus, ugyanakkor a hattérben all6 molekularis és sejtes mechanizmusok
szamos ponton atfedést mutatnak.

A modern orvosbiologiai kutatds egyik alapvetd kihivéasa ezért annak feltarasa, hogy az eltérd
klinikai megjelenésii betegségek mogott milyen kozds biologiai meghatarozok azonosithatok,
¢és ezek milyen modon befolyasolhatok. E megkozelités kozéppontjaban egyre inkabb azok a
folyamatok allnak, amelyek a sejtek karositd hatdsokra adott valaszait alakitjak. Az oxidativ
terhelés és a gyulladdsos jelatvitel tartés fennmaraddsa szdmos szervrendszerben vezet
strukturalis atalakuldsokhoz és mitkddésbeli zavarokhoz, fliggetleniil attol, hogy a kivalto inger
vaszkularis, metabolikus vagy toxikus természetli. Amennyiben ezek a folyamatok
meghaladjak az adott szovet adaptiv kapacitasat, a kdrosodas progresszivvé valik, és hosszl
tavon funkciovesztéshez vezet. A bioldgiai valaszok kimenetele ugyanakkor nem kizardlag a
kérositd hatas jellegétdl fiigg, hanem annak iddbeli lefolydsatol, intenzitasatol és a szoveti
kornyezet aktualis allapotatol is.

Kiilondsen érzékenyek ezekre a folyamatokra azok a sejttipusok és szdvetek, amelyek magas
anyagcsere-igénnyel rendelkeznek, vagy folyamatos megujuldsra kényszeriilnek. A kozponti
idegrendszer periférias részének tekinthetd retina, valamint a csontvel6ben zajlo sejtképzés
anatomiailag és funkciondlisan elkiiloniilé rendszerek, mégis kozds vonasuk a karositd
kornyezeti hatdsokkal szembeni fokozott sériilékenység. A retindban az oxidativ €s gyulladasos

terhelés funkciéromléashoz és sejtpusztuldshoz vezethet, mig a csontvelében a progenitorsejtek



érintettsége a vérsejtképzés zavardban ¢és a kiilsd beavatkozdsokkal — példaul citotoxikus
kezelésekkel — szembeni fokozott érzékenységben nyilvanulhat meg.

Az elmult évek kisérletes eredményei arra utalnak, hogy ezek a vélaszok nem tekintheték
egységesnek vagy linearisnak. Iszkémias, metabolikus ¢és citotoxikus hatasok gyakran
egyidejlileg vannak jelen, és kdlcsonhatasuk olyan komplex biologiai valaszokat eredményez,
amelyek csak tobb szempont egyiittes figyelembevételével értelmezhetdk. A karosodasra adott
bioldgiai valaszok jellege és mértéke igy nemcsak a karositd inger természetétdl, hanem az
adott szovet allapotatol €s a beavatkozas 1d6zitésétdl is fiigg.

Mindezek indokoljak olyan vizsgalati megkozelitések alkalmazéasat, amelyek eltérd
szervrendszerekben teszik vizsgalhatova a karosodasra adott bioldgiai valaszok jellegét és
kovetkezményeit. A jelen értekezés két, moddszertandban elkiiloniild vizsgalatsorozaton
keresztiil kozeliti meg a valaszok sejtszintli sajatossagait és befolydsolhatdsagat, kiilonbozd

kisérletes modellekben.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Természetes molekulak és peptid medialt jelatvitel szerepe
sejtkarosodasi folyamatokban

A komplex sejtkarosodasi folyamatok vizsgalata soran kiemelt jelentdséggel bir, hogy milyen
tipust molekularis beavatkozasokkal tessziik értelmezhetdvé a karosodas egyes komponenseit.
A kisérletes farmakologiai megkdozelitésekben ezért gyakran eltérd eredetii, de konvergald
hatasmechanizmusti molekulak alkalmazasa valik indokoltta.

E megkozelités egyik fontos csoportjat a természetes eredetli bioaktiv molekulak alkotjak,
amelyek az elmult években ismét a gyogyszerkutatas fokuszaba kertiltek. A fejlett analitikai
modszerek, a célpont-azonositasi stratégidk és a halozatalapi farmakologiai szemlélet
térnyerése lehetdvé tette, hogy e vegyiiletek komplex, tobb jeldtviteli Utvonalat érintd
hatasmechanizmusai részletesebben feltarhatok legyenek. Ennek jelentdségét jol szemlélteti,
hogy szamos klinikumban alkalmazott hatéanyag természetes molekulakbol szarmazik vagy
azok szerkezeti modositasan alapul [1, 2]. Ide tartoznak tobbek kozott a ndvényi eredetii
daganatellenes szerek (példaul vinkrisztin, paklitaxel), a kardiovaszkularis hatéanyagok
(digoxin), az antimikrobidlis antibiotikumok (penicillin), valamint a természetes peptidek
alapjan fejlesztett gyogyszerek, igy a gliikagonszerii peptid-1(GLP-1) receptor agonistak és a
szomatosztatin analdégok [3, 4].

A természetes eredetli vegyltiletek koziil a polifenolok kiilonds jelentdséggel birnak, mivel
széles spektrumu biologiai aktivitassal rendelkeznek. Antioxidans tulajdonsagaik révén
képesek kozvetleniil semlegesiteni a reaktiv oxigén- €s nitrogénszarmazékokat, ugyanakkor
ennél jelentdsebb, hogy befolyasoljak a sejtes redox-homeosztazist, valamint a gyulladasos €s
apoptotikus jelatviteli itvonalakat. Ez a tobb célpontot érintd hatdsmechanizmus kiillondsen
alkalmassa teszi Oket komplex korélettani folyamatok vizsgéalatara [5]. A stilbenoid tipust
polifenolok kozé tartozd pterostilbén ezen tulajdonsagai miatt keriilt jelen értekezés egyik
kisérletes modelljében a vizsgélatok fokuszaba [6].

Ezzel parhuzamosan az endogén peptid medialt jelatviteli rendszerek célzott farmakologiai
modulacidja lehetdséget biztosit a receptor-specifikus mechanizmusok feltarasara. A
kolecisztokinin (CCK) rendszer esetében a CCK; és CCK; receptorokon keresztiil kozvetitett
jelatvitel szelektiv antagonistdk alkalmazéasaval kisérletesen befolydsolhato, amely lehetévé

teszi a downstream sejtes valaszok funkcionalis elkiilonitését és a jelatviteli folyamatok
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mechanisztikus vizsgalatat [7]. Az eltér6 molekuléaris kiindulopontok ellenére ezen
beavatkozasok kozos jellemzdje, hogy az oxidativ stresszhez, gyulladasos jelatvitelhez ¢€s
sejttalélési mechanizmusokhoz kapcsolodod folyamatok szabalyozasan keresztiil fejtik ki
hatasukat. Ez kiilondsen relevans olyan rendszerekben, ahol a karosodasi folyamatok
dinamikusan ¢és tobb szinten zajlanak.

A retina iszkémia/reperfiizids karosodas vizsgalatara tobb kisérletes modell ismert, amelyek
kozil a leggyakrabban alkalmazottak az intraokuldris nyomas emelésén alapulé modell, a
retinalis vaszkularis okklaziéos modellek, valamint a szisztémas iszkémiat indukalo
megkozelitések. Sajat vizsgalatainkban a retina iszkémia/reperfizios karosodasat a szemgolyo
mogott alkalmazott, reverzibilis érleszoritason alapuld modellben idéztiik eld, amely a retina
vérellatdsanak atmeneti megsziintetésével, majd a reperfuzid helyreallitdsaval jol
reprodukdlhatd I/R kéarosodést eredményez. Ez a modell jol definialt és érzékeny kisérletes
rendszer, amely alkalmas a kiillonb6z6 molekularis beavatkozasok hatdsainak dsszehasonlitd
vizsgalatara. A kovetkezd fejezetben a retina anatdmiai, élettani és molekularis sajatossagait

targyaljuk részletesen.

2.2 Retina

2.2.1 Anatomiai felépités és sejtes szervezodés

A retina a kozponti idegrendszer periféridra telepiilt, funkciondlisan specializalt idegszovet,
fotonenergiat elektromos jell¢ alakitja, majd rétegzett neurondlis haldzatain keresztiil a
latoidegen at tovabbitja az informéciot a kdzponti idegrendszer felé [8]. Anatomiailag a szem
hats6 szegmensében, az ilivegtest és az érhartya kozott helyezkedik el.

A retina tiz rétegbdl all: kilenc neuroretindlis rétegbdl és a retindlis pigmentepitheliumbol
(RPE). A neuroretina rétegei: belsd hatarhartya (internal limiting membrane), idegrostréteg
(nerve fiber layer), ganglionsejt-réteg (ganglion cell layer), belsé plexiform réteg (inner
plexiform layer), bels¢ magréteg (inner nuclear layer), kiils6 plexiform réteg (outer plexiform
layer), kiils6é magréteg (outer nuclear layer), kiilsé hatarhartya (external limiting membrane) és
fotoreceptor-réteg (photoreceptor layer) [9]. A laminaris szervezOdés biztositja a vizualis
informaciok hierarchikus feldolgozasat. Az elektroretinografias (ERG) valaszok lehet6vé teszik

ezen rétegek miikddésének in vivo vizsgalatat, mivel az a-hullam elsésorban a fotoreceptorok
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aktivitasat tiikrozi, mig a b-hullam foként a belso retina — kiilondsen a bipolaris és Miiller-sejtek
— mitkddéséhez kothetd (1. abra).

Az RPE egyrétegli, polarizalt hdmként a kiils6 vér-retina gat meghatarozo eleme, és részt vesz
a retinaldehid ujrahasznositasaban, a fotoreceptor kiils6 szegmentumok fagocitozisaban,
valamint az ion-, viz- és retinoid-transzportban [10-12]. A vaszkularis endotelialis novekedési
faktor (VEGF) és pigmentham-eredetii faktor (PEDF) szekrécidjaval hozzajarul az érhartya
kapillarisrétegének ¢és a fotoreceptorok strukturalis stabilitasahoz.

A fotoreceptorok (palcikdk és csapok) az RPE-hez kozeli rétegben helyezkednek el, benniik
zajlik a fototranszdukcio [10]. A jeleket a bipolaris, horizontélis és amakrin sejtek modulaljak,
mig a kimenetet a retindlis ganglionsejtek biztositjak, amelyek axonjai a latdidegben
egyesiilnek [13].

A retina homeosztazisat a glialis mikrokornyezet tartja fenn: a Miiller-sejtek részt vesznek a
kaliumpufferelésben, az aquaporin-4 (AQP4)-medidlt vizforgalom szabdlyozdsdban és a
glutamat—glutamin kor miikodtetésében [ 14-16], az asztrocitak a felszini vaszkularis plexushoz
tarsulnak, mig a mikroglia az immunfeliigyeletet biztositja.

A retina anyagcsere-igénye kiemelkedden magas. A fotoreceptor-korongmembranok
dokozahexaénsavban (DHA) gazdag lipidosszetétele eldsegiti a gyors jelatvitelt, ugyanakkor
fokozza az oxidativ sériilékenységet [17]. A folyamatos fényexpozici6 és az intenziv
mitokondrialis aktivitds jelentds reaktiv oxigénszarmazék-képzodéssel jar, ami a retinat

kiilondsen érzékenny¢ teszi az oxidativ stresszel szemben [18, 19].

. Fény
A retina szerkezete

A latoideg felé ——— :|»|degrost réteg

Ganglionsejt — _}»Ganglionseit réteg

/ |—Belsé plexiform réteg
Amakrin sejt —
Bipolaris sejt —

I-Belsé magréteg b-hullam
Horizontélis sejt — |
—Kulsé plexiform réteg
|-Kilsé magréteg

Palcika —

Csap —
I-Fotoreceptor réteg a-hulldm

Retindlis pigmentepithelium

t— Bruch membran

|-Erhartya

1. abra. A retina rétegeinek sematikus abrazolasa és az elektroretinografias hullamok eredete.

(BioRender, sajat készitésli abra)



2.2.2 Vérellatas, vér—retina gat és neurovaszkularis egység

A retina vérellatasa kettds rendszerli, amely a magas anyagcsere-igényhez igazodik. A retina
belsd rétegeit a retina kdzponti artéridja latja el oxigénnel és tapanyagokkal, mig a kiilsé
rétegek, kiilonosen a fotoreceptorok, ellatdsa foként az érhartya fenesztralt
kapillarishalozatabol, diffuzio atjan részesiilnek ellatasban. [9]. Az retina kdzponti artéridja
harom kapillaris plexusra (feliiletes, intermedier, mély) agazik [9], a ganglionsejtek foként a
feliiletes és intermedier haldzatbol kapnak vérellatast, és hipoxia-indukalhat6 faktor-1a (HIF-
la) expressziot mutatnak [20].

A belsé vér-retina gat (inner blood-retina barrier) alapjat a szoros sejtkapcsolatok (tight
junctionok; klaudinok, okkludin, zonula occludens-1 [ZO-1]) altal 6sszekapcsolt endotélsejtek
képezik, amelyeket vastag bazalis membran és magas pericita-fedettség stabilizal. A
vaszkularis és idegi elemek kozotti kapcsolatot a felszini és intermedier plexusban asztrocitak
¢s Miiller-sejtek kozvetitik, mig a mély plexusban a perivaszkularis kalium-homeosztazis
fenntartasa elsésorban a Miiller-sejtekhez és a Kir4.1 kaliumcsatornakhoz kotodik [21].

A kiils6 vér—retina gat az RPE szoros sejtkapcsolatain alapul, amely diffuzids gétat képez az
¢rhartya felé, ugyanakkor szelektiv transzportot biztosit ionok, viz és metabolitok szamdra [22,
23].

A retindlis véraramlast finom autoregulaciés mechanizmusok biztositjadk, mig a kiils6 retina
idegrendszer tonusatol fiigg [24, 25]. Az érfal tonusanak fontos mediitora az NO; oxidativ
kornyezetben a tetrahidrobiopterin (BH4) kimeriilése a NO-szintdz ,,uncouplingjdhoz” vezet,
amely a NO-termelés helyett reaktiv oxigénszarmazék-képzodést eredményez [26].

Koros allapotokban — példaul diabétesz mellituszban vagy iszkémia—reperfizios sériilés soran
— a vér—retina gat integritdsa sériil: a tight junction fehérjék leépiilnek, a bazilis membran
megvastagodik, a permeabilitds fokozodik, és a pericita-diszfunkci6 mikrovaszkularis

instabilitashoz vezet [16, 27, 28].
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2.2.3 Bioenergetika és sejthalozati miikodés

A retina mikddése jelentds, sejttipusonként eltérd energiafelhasznalassal jar, amely a
fototranszdukcio, a szinaptikus jelatvitel és a glidlis tAmogatas dsszehangolt aktivitasabol ered.
A magas metabolikus igény a retina miikodésének feltétele, ugyanakkor energiaellatasi zavar
esetén gyors funkcidvesztéshez vezethet. A fotoreceptorok — kiilondsen a palcikak — oxigéndis
kornyezetben is dontden aerob glikolizist alkalmaznak, ami biztositja a fototranszdukcié gyors
kinetikéjat és a kiils6 szegmentumok folyamatos megtjulasat. Ezzel szemben a belsd retina
neuronjai, elsésorban a retinalis ganglionsejtek, nagyobb mértékben tdmaszkodnak oxidativ
foszforilaciora, igy miikddésiik szorosan fiigg a mitokondridlis integritastél és az
oxigénellatastol [16, 29, 30].

A retina energiahomeosztazisaban a Miiller-sejtek kdzponti szerepet toltenek be, metabolikus
kozvetitoként kapcsolva 0ssze a vaszkularis rendszert €s a neuronokat. Az altaluk termelt laktat
a neuronok szamdra alternativ energiaforrast jelent a laktat-shuttle mechanizmus révén,
kiilondsen fokozott terhelés vagy atmeneti hipoxia esetén [27, 29].

A retina bels6 rétegeiben komplex neurondlis halézat mikodik: a fotoreceptorok jeleit a
bipolaris sejtek tovabbitjdk, a horizontdlis ¢és amakrin sejtek laterdlis kapcsolatai
finomhangoljak, mig a retindlis ganglionsejtek a belsé plexiform rétegben integraljdk a
bemeneteket, majd axonjaikon keresztiil tovabbitjdk az informaciét [14-16]. E szervezddés
alapozza meg a receptiv mezok kdzpont—kdrnyezet opponenciajat €s az idébeli feldolgozast.
A glidlis sejtek aktivan szabdlyozzak a sejthalozati mikodést: a Miiller-sejtek
kaliumpuffereléssel, AQP4-medidlt vizforgalommal és a glutamat—glutamin kor fenntartasaval
stabilizaljak a szinaptikus kornyezetet [14-16]. Az asztrocitdk a felszini vaszkularis plexushoz
tarsulnak, mig a mikroglia immunfeliigyeleti szerepet lat el. A pericitdk miikodése a kapillaris
stabilitdison és a bels§ vér-retina gat integritasan keresztiil kozvetetten a neurondlis

mikrokdrnyezet metabolikus egyenstlyat is befolyéasolja [28, 31].

2.2.4 A vizualis ciklus biokémiaja

Jelen fejezet a vizudlis ciklus biokémiai folyamatait targyalja, amelyek a fotopigmentek

crer

ezaltal alapvetd szerepet jatszanak a retina fényérzékenységének fenntartasdban.
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Fényabszorpci6 hatasdra a kromofoér all-transz-retindlld izomerizalodik, amely a
fototranszdukcids kaszkadot inditja el. A fényérzékenység helyreallitasa az all-transz-retinoid
11-cisz-retinalla torténd visszaalakitasaval valosul meg, tobb sejttipus egylittmiikodésével [11,
12].

A palcikak vizudlis ciklusa foként az RPE-ben zajlik. Az all-transz-retinal all-transz-retinolla
redukélodik, majd az RPE-be jut, ahol a lecitin—retinol-aciltranszferaz (LRAT) retinil-észtert
képez. Ezt kovetden az RPE6S izomerohidrolaz 11-cisz-retinolla alakitja, amelyet a retinol-
dehidrogenaz-5 (RDHS5) 11-cisz-retinalla oxidal. A kromofor visszajut a fotoreceptor kiilsé
szegmentumaba ¢és opszinhoz kotddik, regeneralva a fotopigmentet [11, 12]. (2. abra).

A retinoidok intracellularis €s intercellularis transzportjat specifikus kotéfehérjék biztositjak: a
sejtes retinolkotd fehérje (CRBP) és a cellularis retinaldehidkotd fehérje (CRALBP) a sejten
beliili stabilizalast, mig az interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP) a fotoreceptor és
az RPE kozotti irdnyitott szallitast végzi [11, 12].

A csapok gyorsabb kromofor-utanpétlasa részben Miiller-sejteket bevono alternativ ttvonalon
keresztill torténik, amely kiegésziti az RPE-fiiggd ciklust. A rendszer tobb dinamikus retinoid-
poolra — fotoreceptor-kotott, IRBP-asszocialt, CRALBP-kotott és RPE  retinil-észter
készletekre — tdmaszkodik, lehetdvé téve a fényadaptaciot [11, 12].

A ciklus hatékonysagat a sejtek redox-allapota is befolyasolja. A DHA-ban gazdag
korongmembranok  nagy  membranfluiditdst  biztositanak, ugyanakkor  oxidativ
sériilékenységgel jarnak. Fokozott oxidativ stressz esetén a kulcsenzimek és retinoid-kotd
fehérjék modosulasa lassithatja a 11-cisz-retinoid regenerdcidjat ¢és csokkentheti a

fototranszdukci6 hatékonysagat [11].

all-transz-retinal

____._____.____.-‘ Retinalis pigmentepithelium (RPE) |
Retinoid transzport \

(IRBP-medidlt)

O
| 11-cisz-retinal

R4liuny

all-transz-retinal— 11-cis-retinol = 11-cis-retinal
(RPE65, RDH5)

Miller-sejt

2. abra. A vizudlis ciklus {6 1épései a fotoreceptorok, az RPE és a Miiller-sejtek kozotti
retinoid-korforgasban. (BioRender, sajat készitésii abra)
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2.2.5 Elektroretinografia

Az elektroretinografia (ERG) a retina fényingerre adott elektromos valaszain alapulé non-
invaziv vizsgalémodszer, amely a neuroszenzoros retina €s az RPE bioelektromos aktivitasat
rogziti. A modszer lehetdvé teszi a retina neuronalis és nem neuronalis elemeinek elkiilonitett
vizsgalatat kiilonb6zo korallapotokban. Az ERG-vélaszokat felszini elektrodakkal rogzitik, és
a stimulécios protokollok megvalasztasadval célzottan vizsgéalhatok a palcika-, csap- vagy
ganglionsejt-eredetii komponensek [32].

Sotétadaptalt koriilmények kozott az ERG legkorabbi, kornealisan negativ komponense az a-
hullam, amely dontéen a fotoreceptorok hiperpolarizaciojat tiikkr6zi. Amplituddja és implicit
ideje a fototranszdukcid kinetikajanak érzékeny mutatdja, és metabolikus vagy redox-eltérések
esetén is valtozhat [32].

Az a-hullamot kovetd, kornedlisan pozitiv b-hullam {6 generatora az ON-bipolaris sejtek
depolarizaciodja, kialakulasaban a Miiller-sejtek kalium-homeosztazist szabalyozd szerepe is
meghatarozo, igy a b-hullam a bipolaris és glidlis miikddés allapotarol egyarant informéciot ad
[33, 34].

A b-hulldm csticsan megjelend oszcillacids potencialok (OP-k) az amakrin sejtekhez kothetd
belsd retinalis aramkorok aktivitasat tiikrozik, és kiillondsen érzékenyek a mikrokeringési és
metabolikus zavarokra; iszkémids és diabéteszes allapotokban gyakran ezek mutatjdk a
legkorabbi eltéréseket [33, 34].

Fényadaptalt koriilmények kozott a csaprendszer valaszai kertilnek el6térbe. A fotopikus ERG
gyorsabb és kisebb amplitiddji komponensei a nagy idébeli felbontasu jelatvitelt tiikrozik, mig
a flicker-ERG az iddbeli feldolgozas integritasanak vizsgalatara szolgal [33-35].

Hosszabb fényinger soran megjelenik a lasst, pozitiv c-hullam, amely els@sorban a fotoreceptor—
RPE egység transzepitelialis iontranszport-valtozasait tiikrozi. A fény megsziinését kovetd d-
hullam féként a csap OFF-ut aktivitdsdhoz kothetd [33].

A photopic negative response (PhNR) a b-hullamot kovetd negativ komponens, amely dontéen
a retindlis ganglionsejtek és axonjaik milkddeését jelzi; amplituddja érzékenyen csokken belsod
retinalis érintettség esetén, €s korrelal a strukturalis karosodassal [36, 37].

Iszkémia—reperfiizios sériilésben az ERG globalis amplitidocsokkenést és implicitidd-
megnyulast mutat; az egyes komponensek egylittes elemzése lehetdve teszi a kiilso €s belsd retina

funkcionalis eltéréseinek elkiilonitését [36, 37].

16



2.2.6 Retinalis iszkémia—reperfazios sériilés patomechanizmusa

A retindlis iszkémia—reperfuzios (I/R) sériilés akut koros allapot, amelyet a véraramlés
megszinése, majd helyreallitasa jellemez. Az iszkémias fazisban az oxigén- és szubsztratellatas
kiesése ATP-kimeriiléshez, az ionhomeosztazis felborulasdhoz ¢s glutamat-medialt
neurotoxicitashoz vezet, ami kiilldndsen a retinalis neuronokat karositja. [38, 39].

A reperflizio soran a hirtelen reoxigenizacié a mitokondriumok és a NADPH-oxidaz enzimek
aktivaciojan keresztiil fokozott reaktiv oxigénszarmazék- (ROS-) termelést indukal, amely
meghaladja az antioxidans védelmi kapacitast [40, 41]. Az oxidativ stresszhez nitro-oxidativ
komponens tarsul: a nitrogén-monoxid (NO) ¢és a szuperoxid-anion reakcidja peroxinitrit
(ONOO") képzbddéséhez vezet, mig a BHa kimeriilése a NO-szintdz ,,szétkapcsolasat” és
tovabbi ROS-képzddést eredményez [26].

A retina magas oxigénfogyasztdsa és DHA gazdag membrandsszetétele fokozza a
lipidperoxidacidé iranti érzékenységet, ami fehérjeoxidaciohoz, DNS-karosodashoz ¢és
membranintegritas-vesztéshez vezethet [17, 19].

Az oxidativ stressz és az energiahomeosztazis zavara gyulladasos jelatviteli folyamatokat
aktival: a mikroglia és a gliasejtek aktivdlodnak, a gyulladdsos mediatorok termelddése
fokozodik, valamint a vér-retina gat integritasa sériil, tovabb sulyosbitva a neuronalis
karosodast [9, 40]. Az I/R végsé kovetkezménye az apoptotikus és nekrotikus sejthaldl-
utvonalak aktivalddasa, kiillonosen a retindlis ganglionsejtekben, ami a vizualis informécio

tovabbitasanak romlasahoz vezet [13, 18].

2.2.7 Molekularis stresszvalasz-fehérjék retinalis iszkémia—reperfuzioban

A hdsokkfehérjek csaladjaba tartoz6 70 kDa-os hdsokkfehérje (HSP70) molekularis
chaperonként eldsegiti a fehérjék helyes hajtogatasat, gatolja az aggregéciot, és tamogatja a
sejtek tulélését oxidativ, metabolikus és iszkémids stresszhelyzetekben [42]. Retindlis
iszkémia—reperfuizio soran expresszidja szabalyozottan emelkedik, ami az adaptiv stresszvalasz
részét képezi, és Osszefligg a mitokondridlis diszfunkcid és az apoptotikus jelatvitel
mérséklodésével [43]. Fokozott jelenléte a fehérjestruktirdk stabilizalasan keresztiil

hozzajarulhat a sejtek funkciondlis integritdsdnak fenntartasdhoz. A HSP70 szintjének
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valtozasa igy a sejtes stressz mértékét ¢és az adaptiv kapacitast egyarant tiikrozheti I/R-
modellekben [43].

A glidlis fibrillaris savas fehérje (GFAP) a gliasejtek citoszkeletonjanak koztes
filamentumfehérjéje, a reaktiv gliozis elfogadott markere [44]. Retindlis I/R soran expresszioja
fokozodik, jelezve a Miiller-sejtek és asztrocitdk aktivaciojat [45] A GFAP-upregulacio a
Miiller-sejtek megnyuladsaval, hipertrofidjaval €s a retina rétegszerkezetének atalakuldsaval
tarsul. A glidlis valasz kezdetben védo jellegli lehet az ionhomeosztazis és a metabolikus
tamogatas fenntartasaban, tartos aktivacio esetén azonban hozzajarulhat a kronikus gyulladas
fennmaradéasahoz €s a neuronalis karosodashoz. [45]

A poli(ADP-ribéz)-polimeraz-1(PARP1) a DNS-kdrosodés-valasz kozponti enzime, amely
oxidativ és nitro-oxidativ stressz hatasara tulaktivaldodhat [46]. Retinalis I/R soran a fokozott
ROS- és reaktiv nitrogénszarmazék (RNS)-képzddés DNS-karosodast idéz eld, ami tartos
PARP1-aktivacidhoz és nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD*) -kimeriiléshez vezethet,
masodlagosan mitokondrialis diszfunkciot, ATP-depléciot és sejthalalt okozva, kiillondsen a
nagy energiaigényli ganglionsejtekben, ami a retinalis neuronpopulaciok szelektiv
sériilékenységét magyarazhatja. [46, 47].

A nukledéris faktor kappa B (NF-xB) redox-érzékeny transzkripcids faktor, amely oxidativ és
iszkémias ingerek hatdsara aktivalodik, és proinflammatorikus mediatorok expresszidjat
fokozza [48]. Retinalis I/R-ben aktivitasa Osszefiigg a mikroglia-aktivacioval, az endotél-
diszfunkcioval és a vér-retina gat integritdsanak romldsaval, hozzajarulva a gyulladas
fenntartdsahoz és a neurondlis karosodés progresszidjahoz [48, 49].

A HSP70, GFAP, PARPI és NF-kB egyiittesen a retinalis iszkémia—reperfuzi6 soran kialakulo
sejtes stresszvalasz, gyulladds €és neurodegeneracid kulcsfontossdgi molekularis szabalyozoi

(3. abra).
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3. abra A retindlis I/R sériilés {6 patomechanizmusai és a kapcsoloddo molekularis
stresszvalasz-titvonalak. (BioRender, sajat készitésii abra)

2.3 Antioxidansok

Az antioxiddns olyan molekula, amely reaktiv oxigénszarmazékokkal 1ép reakcioba,
szabalyozza azok célmolekuldkkal valo kdlesonhatésat, befolyéasolja a redoxfiiggd jelatvitelt és
mérsékli az oxidativ karosodast [50]. Forrasuk lehet endogén, taplalékeredetli vagy szintetikus.
A szervezetben az endogén és taplalékkal bevitt komponensek integralt védérendszert alkotnak,
amely a reaktiv oxigénszarmazékok szintjét élettani tartomanyban tartja; a hatékonysag kulcsa
a képzddés és eltavolitas egyensulya. Ebben kiemelt szerepet toltenek be a peroxiredoxinok,
amelyek a hidrogén-peroxid elsédleges modulatorai, mikdzben az antioxidans kapacitas szovet-
¢s sejttipus-specifikus, kiilondsen érzékeny a mitokondrialis redox-mikrokornyezetben, és nemi
kiilonbségeket is mutathat [50].

Az antioxiddnsok hozzajarulhatnak a latds megdrzéséhez és a funkcidromlas lassitasahoz, ezért
jelentds kutatasi érdeklddés iranyul a taplalkozédsi antioxidansok és étrend-kiegészitok

potencialis megeldzd vagy betegségkontroll-szerepére [51-53].
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2.3.1 Az antioxidans védelem rendszere

A sejtek tobbkomponensii antioxidans védelemmel rendelkeznek, amely enzimatikus és nem
enzimatikus elemekbdl all [54]. Az enzimatikus rendszer f6 komponensei a szuperoxid-
diszmutdzok (SOD 1-3), a katalaz (CAT), a hem-oxigenazok (HO-1 és HO-2) és a glutation-
peroxidazok (GPX), amelyek expresszidjat és aktivitdsat elsddlegesen a nuklearis faktor
eritroid 2-kapcsolt faktor 2 (Nrf2) [55].

A szuperoxid-diszmutdzok a szuperoxid-aniont hidrogén-peroxidda alakitjak, amelyet a katalaz
vizzé és oxigénné bont, mig a glutation-peroxidazok a peroxidok és lipid-hidroperoxidok
semlegesitésében vesznek részt [56, 57].

E reakciok kulcseleme a glutation, amely redukalé dgensként miikodik, redoxpufferként védi a
makromolekulakat, és részt vesz a C- és E-vitamin regeneralasaban. Az oxidalt glutation
visszaalakitasat a glutation-reduktdz NADPH felhasznalasaval végzi [57, 58].

A NADPH kozponti szerepli redukdld kofaktor, amely a glutation-, tioredoxin- ¢&s
peroxiredoxin-rendszerek mitkdését tdimogatja, igy meghatarozo a reaktiv oxigénszarmazékok
eltavolitasaban [59, 60].

A reduktiv potencial f6 forrasa a pentdz-foszfat utvonal, amelyben a gliikdz-6-foszfat-
dehidrogenaz a kulcsenzim [61].

A nem enzimatikus antioxidansok koziil az aszkorbat erds elektrondonor, amely tobbféle gyok
Az alfa-tokoferol lipofil, lanctord antioxiddns, amely a lipidperoxidacios lancreakcio
megszakitasaval védi a membranokat, és szinergiaban miikodik az aszkorbéttal [58, 62]. A
hagysav vizoldékony gyokfogd, mig a retinol a latdsfolyamatban betdltott szerepe mellett
antioxidans aktivitassal is rendelkezik [58, 63, 64].

Tovabbi molekuldk — példaul az L-cisztein, az L-tirozin, az albumin és a ferritin — a Fenton-

reakciok korlatozasaval mérséklik a vas-katalizalt reaktiv oxigénszarmazék-képzddést [58].

2.3.2 A reaktiv oxigénszarmazékok és a karcinogenezis

A hosszan fennallo gyulladas preneoplasztikus allapothoz vezethet [65]. Kronikus
gyulladdsban a nagy mennyiségben termelédd reaktiv oxigén- és nitrogénszdrmazékok

immunsejteket toboroznak, felerdsitik a szabalyozési zavarokat, és olyan mikrokdrnyezetet
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hoznak létre, amely elOsegiti a daganatképzddést. Amennyiben képzddésiik meghaladja az
endogén antioxidans rendszer kapacitasat, a nukleinsavakat, lipideket és fehérjéket érd oxidativ
karosodas genetikai és epigenetikai mddosulasokhoz vezethet, érintve az onkogének és
tumorszuppresszor gének szabalyozasat [66].

Az oxidativ stressz szamos proliferacioval 6sszefliggd jelatviteli ut miikodését befolyasolja,
tobbek kozott az epidermadlis novekedési faktor receptor (EGFR) tengelyét, a RAS/RAF
modult, a mitogénaktivalt protein kinaz (MAPK) kaszkdd ERK1/2 ¢s MEK komponenseit,
valamint a PI3K, a foszfolipaz C (PLC) és a protein kindz C (PKC) utvonalait, amelyek
érzékenyen reagalnak a redoxkdrnyezet valtozasaira. [67].

A reaktiv oxigénszarmazékok a p53 tumorszuppresszor gén expresszidjat is modosithatjak, ami
a sejtciklus és az apoptozis szabalyozasanak zavaran keresztiill hozzajarulhat a

tumorinicidcidhoz és -progresszidhoz [68, 69].

2.3.3 Makromolekulak oxidativ karosodasa

A fehérjék oxidativ modosulasai — példaul szulthidril-oxidéacio, karbonildcio, nitratozas vagy
keresztkotések kialakuldsa — szerkezeti és miikddésbeli zavarokat okoznak, rontjdk az
enzimaktivitast, a jelatvitelt és a fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat. Tartos terhelés esetén
mindez a proteosztazis felborulasahoz és karosodott fehérjék felhalmozddasahoz vezet.

A DNS-t els6sorban a hidroxilgyok (¢OH) kérositja; a sériilések mutaciok, genetikai
instabilitds ¢és epigenetikai eltérések forrasai lehetnek, érintve az onkogéneket ¢és
tumorszuppresszor géneket [70, 71].

A lipidek oxidativ karosodasa lipidperoxidacidt valt ki, amely megvaltoztatja a membran
fluiditasat €s permeabilitasat, valamint a beagyazott fehérjék mikodését. A keletkezd reaktiv
aldehidek tovabbi fehérje- €s DNS-modosulasokat idézhetnek eld. A lipidperoxidaciod alacsony
mértékben adaptiv valaszokat valthat ki, magasabb szinten azonban apoptozist vagy nekrozist
indukdlhat. A masodlagos aldehidek koziil a malondialdehid (MDA) gyakori jelzdmolekula
[72].
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2.3.4 Antioxidans terapias stratégiak daganatokban

Mivel a reaktiv oxigénszarmazékok a daganatképzddés €s -progresszio kulcsszerepléi, a redox-
egyensuly célzott moduléalasa igéretes daganatellenes megkozelités. A tumorsejtek gyakran
eleve magas reaktiv oxigénszarmazék-szinttel €lnek, ezért érzékenyebbek a tovabbi oxidativ
terhelésre, ami teret ad a prooxidans stratégidknak is. Tobb antioxidans €s gyenge prooxidans
hatéanyag jutott preklinikai és klinikai vizsgalati fazisba [73].

A klinikai hatasossag valtozd, ami magyarazhat6 a laboratoriumi és human kornyezet kozti
kiilonbségekkel, farmakokinetikai sajatossagokkal, biohasznosuldsi eltérésekkel, valamint
azzal, hogy egyes vegyiiletek koncentracio- és oxigénnyomas-fiiggden antioxidans vagy
prooxidans tulajdonsadgot mutatnak

Tovabbi nehézség, hogy szamos citosztatikum onmagaban is magas ROS-szintet kelt, igy az

antioxidans alkalmazasa elméletileg gyengitheti a daganatellenes hatést.[74, 75].

2.3.5 Antioxidansok szerepe a kemo- és radioterapias valasz
modulalasaban

Egyes antioxidansok a kemoterdpia és radioterapia hatékonysagat novelhetik a reaktiv
oxigénszarmazékok egyenstlyanak 4thangoldsaval és a daganatszovet radioszenzitizalasaval
[76, 77]. Leirtak, hogy E-vitamin és kurkumin bizonyos gyogyszerekkel kombinalva fokozhatja
a tumorsejt-apoptozist, részben a reaktiv oxigénszadrmazékok emelésén keresztiil [78].

Mas antioxidansok — példaul C-vitamin vagy N-acetilcisztein — az oxidativ stressz
mérséklésével csokkenthetik a kezeléshez tarsuld szoveti karosoddst [79]. A vizsgdlati
eredmények daganattipusonként és kezelési kornyezetben eltérnek.

E-vitamin ¢€s szelén esetében beszamoltak életmindség-javulasrol €s alacsonyabb toxicitasrol,
ugyanakkor bizonyos Osszefliggésekben a tumorprogresszidé kockazatanak novekedésérdl is
[80].

A valtozatos kimenetek hatterében a daganatok metabolikus heterogenitasa allhat; egyes
tumorok az oxidativ stresszt talélési elonyként hasznaljak, mig masok az endogén antioxidans
rendszerek — példaul a glutation-peroxidaz 4 vagy az Nrf2-ttvonal — tilaktivalasaval valhatnak
rezisztenssé. Igéretes irany a tumorspecifikus antioxidans-szallitd rendszerek fejlesztése és a

daganatspecifikus metabolikus sériilékenységek azonositasa [81-83].
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2.4 Pterostilbén

A pterostilbén (3,5-dimetoxi-4'-hidroxi-transz-sztilbén) természetes stilbenoid ¢és fitolexin, a
rezveratrol dimetil-éter analogja [84] . A pterostilbén kémiai szerkezete abban kiilonbozik a
rezveratroltol, hogy nem harom hidroxilcsoportot, hanem 2 metoxi- és egy hidroxil csoportot
tartalmaz. Ez varhatéan jobb membran-permeabilitast és lipofilitast eredményez, illetve

bizonyitottan tobb modellben erdsebb farmakologiai aktivitassal tarsul (4. abra) [85].

OH OH
OH

OCHj,
Resveratrol Pterostilbene

4. abra. A resveratrol €s a pterostilbén kémiai szerkezete. Adaptalt forras: [216]

Novényi masodlagos metabolitként kdrnyezeti stresszhatasok — példaul UV-sugarzas, aszaly
vagy korokozo-tdmadas — indukaljak [86, 87]. Eldszor a vords szantalfa (Pterocarpus
santalinus) gesztjébdl izolaltak, késObb tobb ndvényben és élelmiszerben, igy bogyos
gyiimolcsokben, széldben és foldimogyordban is azonositottak [88, 89]. A rezveratrolbol
torténd képzodeését rezveratrol-O-metiltranszferaz katalizalja [90].

Az afonyakivonat — amely gyakori 0sszetevdje szemvitamin-készitményeknek — kiemelkedd
antioxidans-tartalma miatt értékelt, kiilondsen az antocianok és flavonoidok révén [6, 91].
Kémiai vaza két fenilgylirib6l és egy szubsztitudlt etilénhidbol all. A szerkezeti
sajatossagokhoz antioxidans, gyulladascsokkentd és neuroprotektiv aktivitas tarsul [92, 93].
Neuroprotektiv aktivitasat tobb kisérletes modell igazolta [94], ami alapjan retinalis I/R
kornyezetben a funkcionalis karosodas és a neuronalis sejtpusztulds mérséklésének racionalis
célpontja lehet [95-97].

Preklinikai vizsgélatok a pterostilbén kedvezd hatasait irtdk le daganatbiologiai,
kardiometabolikus és neurokognitiv modellekben egyarant [207]. Farmakokinetikai
szempontbol mas stilbénekhez viszonyitva kedvezObb oralis biohasznosuldst és nagyobb

hepatikus stabilitdst mutat, ami potencialis klinikai alkalmazhatdsagat tamogatja [98, 99].

23



2.5 OLETF-LETO patkanymodell

A kolecisztokinin-1 receptor (CCKiR) funkciondlis szerepének vizsgalatara széles korben
alkalmazott genetikai modell az Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF) patkanytorzs.
E torzsre a CCKuR gén velesziiletett hidnya jellemz6, amely lehetdvé teszi a CCKiR-medialt
folyamatok tanulmanyozasat. Fenotipusosan hiperfagia és korai elhizas figyelheté meg, a 18.
hét utan rendszerint hiperglikémia alakul ki, mig 40 hetes korra a hasnyalmirigy-szigetek
fibrozisa észlelhetd. A Long Evans Tokushima Otsuka (LETO) térzs genetikailag rokon, nem
diabéteszes, CCKiR-pozitiv kontroll vonalnak tekinthet6.[100, 101]

2.6 Kolecisztokinin

A periférids hormonként és kozponti neurotranszmitterként miikodé kolecisztokinin (CCK)
bioldgiai aktivitasat eldszor egy 33 aminosavas peptid forméjaban irtak le [102].

Etkezésre véalaszul a bélhamsejtek CCK-t szekretalnak, amely epehdlyag-osszehtizodast valt ki,
fokozza a hasnyalmirigy-enzim-szekrécidt, lassitja a gyomoriiriilést és hozzajarul a
jollakottsagérzet kialakuldsdhoz. A kdzponti idegrendszerben a fajdalomérzet, a szorongas é€s
az energia-homeosztazis szabalyozasaban vesz részt [103] (5. abra).

A CCK-felszabadulast tapanyag-ingerek modulaljak: a zsirsavak G-protein-kapcsolt receptor
120 (GPR120) -medialt Ca*'-jelatvitelen keresztiil, az aminosavak és bizonyos keserli
vegyliletek pedig fokozzak a szekréciot [104, 105]. A keringésben tobb biologiailag aktiv
izoforma fordul elé (CCK-58, CCK-33, CCK-22, CCK-8), mig a rovidebb CCK-8 és CCK-5
foként kdzponti neurotranszmitterként funkcional [104].

A CCK hatésait két f6 G-fehérjéhez kapcsolt receptor kozvetiti. A CCKiR elsésorban a
periférias emésztOrendszeri valaszok mediatora, mig a CCKz:R szélesebb ligandkotési
specificitassal rendelkezik, és jelentds szerepet tolt be a kdzponti idegrendszeri folyamatokban
[106]. Mindkét receptor hét transzmembran doménnel rendelkezd G-fehérjéhez kapcsolt
receptor (GPCR), amely Ca?"-fliggd és egyéb masodlagos hirvivo-rendszerek aktivalasan
keresztiil génexpresszios €s funkciondlis valtozasokat indit el [107]. A jelatvitel sejtciklusra €s

proliferaciora gyakorolt hatdsat tobb modellben is igazoltdk, ami tGlmutat a klasszikus
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emésztoszervi szerepeken, és a CCK-rendszert a proliferaciot/differencidlodast szabalyozo
szoveti citokin rendszerekkel is 0sszekapcsolja [108].

A CCK-rendszer metabolikus jelentségét jol szemlélteti az Otsuka Long-Evans Tokushima
Fatty (OLETF) patkdnymodell, amely velesziiletett CCK:R-hiannyal rendelkezik. Az allatok
hiperfagiat, elhizast és hiperglikémiat mutatnak, ami ramutat a CCK szerepére a metabolikus
homeosztazis fenntartasaban [100, 101, 109].

Az onkologiai irodalom a CCK-receptorokat tobb tumor novekedési hajtderejeként irja le.
in vitro serkenti humén hasnyalmirigyrak-sejtek

Fiziologias dozisi exogén CCK

hatasat szamos daganattipusban — tobbek kozott gasztrointesztinalis, hepatobiliris, endokrin és
kdzponti idegrendszeri tumorokban — is igazoltak [110, 111].

A CCK-rendszer funkcidja az emésztérendszeri valaszoktdl a kozponti idegrendszeri
szabalyozason 4t a proliferacios folyamatok befolyasolasaig terjed, ami indokolja széleskorii

kutatési jelentOségét.

CCK receptorok és hatasaik

CCK termeléhelyei
I L 1
Stimulusok Szulfatalt CCK
« Epehdlyag
CC K‘I R Osszehuzodas
0 Enteroendokrin Agy Endokrin (periférias, —»  * Hasnydimirigy-
Szabad zsirsavak | -sejt mirigyek emésztérendszeri enzim-szekrécio
[ ) hatésok) « Gyomoriiriilés
| Aminosavak (duodenum/ lassitésa
gl jejunum) « Jéllakottsagérzet
& .Keserl‘] vegyiiletek : |
CCK peptidek Nem szulfatdlt GCK
| « Fajdalomérzet
ggi gg CCKZR modulacidja
" Kozponti idegrendszeri — » Szorongés
CCK-22 és endokrin hatdsok szabélyozdsa
CCK-8 « Energia-
Enteroendokrin | -sejt (CCK-5) l homeosztazis

CCK szekrécio

CCK-8/
CCK-5 (CNS)

5. abra. A CCK felszabadulasa, valamint a CCKiR ¢és CCK:R receptorokon keresztiil
kozvetitett £6 periférias és kozponti hatasok. (BioRender, sajat készitésii abra)

2.7 Kozos sejtszinti mechanizmusok obezitasban

A kolecisztokinin rendszer korélettani szerepének értelmezéséhez fontos figyelembe venni

azokat a metabolikus allapotokat is, amelyek a sejtes jelatviteli folyamatokat befolyasoljak.
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Az obezitas (elhizds) olyan komplex metabolikus allapot, amely krénikus, alacsony foku
gyulladassal, oxidativ stresszel ¢és Kkiterjedt jelatviteli zavarokkal tarsul. Az obezitas
patomechanizmusainak ismertetése a teljesség igénye nélkiil torténik, a tovabbiakban a vizsgalt
modellek szempontjabdl relevans sejtszintli mechanizmusokra fokuszalva.

kronikus gyulladés, valamint oxidativ és endoplazmatikus retikulum (ER)-stressz all [112,
113]. A tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a) és interleukin-6 (IL-6) medialt gyulladas a JNK és
IKKB jelatviteli Otvonalakon keresztiil rontja az inzulinérzékenységet [114, 115], mig
leptinrezisztencidban fokozodik a reaktiv oxigénszarmazék-képzddés, csokken a nitrogén-
monoxid biohasznosulésa, és fokozodik az adhézids molekulak expresszioja [116, 117].
Obezitasban kialakuldé gyulladasos allapot (,,meta-inflammaci6”) az adipdzus szovet
atépiilésének kovetkezménye, amely fokozott citokin- és kemokin-termeléssel, valamint az
immunsejt-Osszetétel proinflammatorikus irdnyu eltolodéasaval jar [118, 119]. A gyulladéssal
parhuzamosan oxidativ stressz alakul ki, amelynek f6 forrasai a mitokondrium, a NADPH-
oxidaz és a xantin-oxidaz [120]. A reaktiv oxigénszarmazékok az NF-kB és JNK tutvonalak
aktivalasan keresztiil fenntartjak a gyulladds—redox visszacsatolasi hurkot [121], mig az ER-
stressz (PERK, IRE1, ATF6) az unfolded protein response (UPR) aktivacidjan keresztiil
proinflammatorikus génexpressziot indukal és rontja az inzulinjelatvitelt [122] (6. abra).

Az oxidativ stressz és gyulladas biomarkerei obezitdsban emelkedettek és korrelalnak az
inzulinrezisztencia mértékével [123]. Az obezitasban fennalld gyulladas és oxidativ stressz
csokkenti a nitrogén-monoxid biohasznosulasat, fokozza az adhézios molekulak expresszigjat

¢s a leukocita—endotél interakciokat, ami a mikrokeringés karosodasahoz vezet [117, 124, 125].
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Ezen gyulladasos ¢és redox egyensulyzavarok olyan alapvetd sejtszintli mechanizmusokat
érintenek, amelyek az iszkémia—reperfiizios sériilés és a citotoxikus agensek altal indukalt

sejtkarosodas kialakuldsaban is meghatarozo szerepet jatszanak.

@)

Oxidativ stressz
(ROS)

Inzulinrezisztencia

Mitokondrium NADPH-oxid4z  Xantin-oxidaz
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s —
Erendotél diszfunkcié
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UPR:
(PERKIRE1,ATF6)

M1 Makrofag
TNF-a ,IL-6

Adipozus szovet
Hipertrofia
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6. abra. Az obezitasban kialakuld gyulladas—oxidativ stressz visszacsatolasi kor és annak

sejtszintli kovetkezményei. (BioRender, sajat készitésti abra)

2.8 CCK-receptor-antagonistak

A CCK-receptorok farmakologiai gatlasa hatékony eszkozt jelent a kolecisztokinin altal
kozvetitett jelatviteli folyamatok moddositasara. A CCK-receptor-antagonistdk a CCKiR és
CCK:R aktivacidjanak gatlasaval csokkentik a CCK-fliggd jelatvitelt. Farmakoldgiailag harom
csoport kiilonithetd el: nem szelektiv antagonistak (pl. proglumid), CCKiR-szelektiv szerek
(lorglumid, devazepid) (7. abra), valamint CCK:R-szelektiv antagonistak (pl. L-365,260,
LY225910). A szelektivitas jelentdsége abbodl fakad, hogy a CCKiR elsOsorban periférids
emésztorendszeri és metabolikus valaszokat, mig a CCK:R kozponti idegrendszeri és

proliferacids folyamatokat kozvetit.
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A transzlacios érdeklddés alapja, hogy a CCK-jelatvitel tobb tumorban proliferativ és fibrotikus
mikrokdrnyezetet tamogatd, valamint immunmodulalé hatasokat fejt ki, ezért antagonistait
onmagukban ¢és kombindcioban is vizsgaljak onkoldgiai modellekben [104, 126, 127].

A receptorblokad kovetkeztében kialakulod antikarcinogén hatés tobb, egymassal Osszefiiggd
molekuléaris mechanizmuson keresztiil érvényesiil. A CCK-medialt proliferaciés jelatviteli
utvonalak — kiilondsen a MAPK/ERK ¢és PI3K/AKT tengelyek — gatldsa a sejtciklus Gi/S
atmenetének lassuldsdhoz, a cyclin D1 expresszid csokkenéséhez ¢és a proliferacio
mérséklodéséhez vezet [128]. Ezzel parhuzamosan fokozddhat az apoptdzis, amelyet a
Bax/Bcl-2 arany eltolodasa ¢és a kaszpaz kaszkad aktivacidja kozvetit, els6sorban a
mitokondrialis apoptézis utvonalon keresztiill. A CCK-jelatvitel blokkolasa megszakitja a
tumorsejtek autokrin és parakrin novekedési hurkait, ezaltal csokkenti az Onfenntartd
proliferacids stimulusokat [129]. Emellett mérséklédik az angiogenezis, részben a VEGF-
vaszkularizacidjanak és tapanyagellatdsanak korlatozasdhoz vezet. A receptorantagonizmus
tovabba gatolja az extracellularis matrix lebontdsdban szerepet jatszd metalloproteinazok
aktivitasat, ezaltal csokkenti a sejtmigraciot és az invaziv fenotipus kialakulasat. A
tumormikrokornyezet szintjén befolydsoljak a stromalis és immunsejtek kozotti interakciokat,
ezaltal a daganat novekedése szempontjabdl kedvezoétlenebb mikro-kornyezetet alakitanak
ki.[130] Ezen tilmenden a CCK-jelatvitel gatlasa indirekt mddon a hormonalis és metabolikus
szabalyozas modositasan keresztiil is hozzédjarulhat a tumorndvekedést tamogatd szignalok
csokkentéséhez [110, 131]. Preklinikai és korai klinikai adatok alapjan tobb malignus
sejtvonalon antiproliferativ hatas igazolhat6, €s in vivo is mérséklodik a tumorprogresszio. A
nem szelektiv proglumid — bar viszonylag gyenge antagonista — csokkentette a hasnyalmirigy
intraepithelialis neoplazia novekedését és a tumorhoz tarsul6 fibrozist [132], hepatokarcinéma-
modellekben lassitotta a progressziot [ 133] valamint immune checkpoint-gatlokkal kombinalva
javitotta a talélést human hepatocellularis karcinoma modellben [134]. A CCKiR-szelektiv
lorglumid és devazepid hasnyalmirigy karcinogenezisben mutatott gatlo hatast [135, 136], mig
CCK:R-antagonistdkat hasnyalmirigyrak klinikai vizsgalataiban is teszteltek [137, 138].
Gasztrektomiat kovetden a gyomor adenokarcindmaban szenvedd betegek adjuvans
proglumidkezelése kedvezObb hosszu tavh tuléléssel tarsult [139].

A CCK-antagonistak hatdsa nem korlatozodik a szolid tumorokra. Bar a hemopoézisre
gyakorolt hatasukat kevés vizsgélat elemezte, ismert, hogy érett neutrofilek és makrofagok —a
granulocita—makrofag progenitorok (CFU-GM) leszdrmazottai — reagalhatnak CCK-ra és

antagonistaira [140, 141]. A CCK:R mieloid és limfoid eredetli leukémids sejtvonalakon is
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kimutathaté [129], és CCK:R-antagonistdkat antileukémids szerként is vizsgaltak [142].
Kisérletes adatok arra utalnak, hogy a CCK-jeldtvitel a csontveld-eredetli immunsejteken

keresztiil befolyasolhatja a gyulladasos és granulopoetikus folyamatokat.

7. abra. A proglumid (PubChem CID: 4922) ¢s a lorglumid (PubChem CID: 3960) kémiai
szerkezete. Adaptalt forrds: PubChem Compound Database.

2.9 A csontveloi sejtképzés folyamata

A csontvel6ben zajlo hemopoézis biztositja a vérsejtek folyamatos utanpotlasat, fenntartva a
gazcsere, az immunvédelem és a hemosztazis élettani egyensulyat. A hierarchia cslicsan
elhelyezkedd multipotens hematopoetikus Ossejtek (HSC-k) onfenntartasra és valamennyi
hematopoetikus vonal irdnyaba torténd differenciaciora képesek (8. abra). A HSC-kbdl két {6
progenitorpopulaci6 alakul ki: a k6z6s mieloid progenitor (CMP) és a kozds limfoid progenitor
(CLP). A CMP tovabb differencialodik megakariocita—eritroid progenitorra (MEP) és
granulocita—makrofag progenitorrd (CFU-GM), melybdl granulocitadk, monocita/makrofagok
differencialodnak. [143].

A HSC-k miikodését a csontvel6i mikrokdrnyezet, a niche szabalyozza. A stromalis sejtek altal
termelt jelzémolekuldk — példaul a dssejt-faktor (Stem Cell Factor, SCF) és a C—X—C motivumu
kemokin ligandum 12 (CXCL12) — el6segitik az dssejtek csontveldben maradasat, tilélését és
funkciondlis aktivitasat. [144]. A differenciacidt vonalspecifikus citokinek iranyitjak: az
eritropoietin az eritropoézist, a trombopoietin a megakariopoézist, a G-CSF pedig a

granulopoézist tamogatja [143].
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A granulopoézis soran a CFU-GM-bdl mieloblaszt, promielocita, mielocita, metamyelocita és
stab forma alakul ki, amelyet érett neutrofil, eozinofil vagy bazofil granulocita kdvet.
Gyulladasos vagy toxikus inger esetén ,,siirgdsségi” granulopoézis aktivalddik, és a periférian
¢éretlenebb alakok is megjelenhetnek.

Az eritropoezis a CMP-bol kiindulva megakariocita—eritroid eldalak kialakulasaval indul, majd
proeritroblaszt és tovabbi érési stadiumok utan retikulocita, végiil érett vorosvérsejt képzodik;
a folyamat kulcsregulatorai az eritropoietin-jelatvitel és a vas-homeosztézis.

A megakariopoézis soran az elOalak endomitozison megy at, poliploiddad valik, majd
proplatelet-nytulvanyokat képez, amelyekbdl vérlemezkék szabadulnak fel; a programot
dontden a trombopoietin és megakariocita-specifikus transzkripcios hdlozat szabalyozza.

A CLP-bdl indul6 limfopoézis soran a B- és T-sejtes, valamint velesziiletett limfoid sejtvonalak
egymast a nehéz- ¢s konnyli immunglobulin-lancok rendezett génatrendezddésével; a pozitiv
szelekcion atesett éretlen B-sejtek a periféridban fejezik be érésiiket és funkciondlis
szelekcios folyamatok a csecsemOmirigyben zajlanak.

A hemopoézis adaptiv és életkori dinamikat mutat. Akut vérvesztés, hipoxia vagy fertdzés
esetén a niche citokin- és kemokinprofilja moédosul, ami gyorsitott vonalkimenetet eredményez.
Id6skorban mieloid iranyu eltoloédas (,,myeloid bias™) figyelheté meg, mikdzben a limfoid

termelés csokken, hozzajarulva az immunrendszer funkcionalis hanyatlasdhoz [145, 146].
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8. abra. A hematopoetikus sejtvonalak fobb Iépései és a CFU-GM helye a mieloid
differenciacio soran. (BioRender, sajat készitésii abra)
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2.10 Karboplatin

A karboplatin intravénasan alkalmazhato platina-komplex €s a ciszplatin analogja, amelyben a
kloridligandumokat a karboxi-ciklobutan-dikarbonsav (CBDCA) keléatligandum helyettesiti (9.
abra). Alkilezé agensként DNS-lancon beliili és lancok kozotti keresztktéseket hoz 1étre,
gatolja a DNS-, RNS- és fehérjeszintézist, €s elsdsorban a gyorsan oszt6do sejtekben apoptdzist
indukal. Klinikai alkalmazéasat 1989-ben engedélyezték; leggyakrabban eldrehaladott
petefészek-karcinomaban hasznaljak, de fej-nyaki €s tiidotumorok kezelésében is elterjedt.
Mellékhatasprofilja a platina-szdrmazékokra jellemzd gasztrointesztindlis és szervtoxikus
tiineteket foglalja magéaban (neuro-, oto- és nefrotoxicitds), ugyanakkor altaldban kedvezdbb
toleralhatosagu, mint a ciszplatin [147, 148].

A karboplatin dozislimitaloé toxicitdsa a csontvel6-szupresszio. A kialakuld neutropénia,
trombocitopénia és anémia mértékét az alkalmazott dozis, az expozicid €s a csontveldi tartalék
hatarozza meg. A granulopoézis kiilondsen érzékeny a platinaalapu citotoxikus agensekre; a
korai és kifejezett neutropénia a karboplatin-indukalta csontveld-karosodas megbizhatd
indikatora, ami a CFU-GM kozponti szerepére utal a csontveld-toxicitas patomechanizmusaban
[147].

Kisérletes és klinikai adatok alapjan a metabolikus allapot jelentésen befolyédsolja a
kemoterapidra adott hematoldgiai valaszt. Az elhizdshoz és 2-es tipusu diabéteszhez tarsuld
inzulinrezisztencia médositja a csontveld mikrokornyezetét, €s fokozhatja a progenitorsejtek
citotoxikus agensekkel szembeni sériilékenységét. Obezitasban a CFU-GM populacio
funkciondlis érzékenysége, sériilékenysége fokozodhat, ami a granulopoézis zavardra és a
csontveldi jelatvitel athangolddasara utal [185] [149]. Mindez arra hivja fel a figyelmet, hogy

a karboplatin mielotoxicitasa nem csupan ddzis-, hanem allapotfiiggd jelenség [143].
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9. abra. A karboplatin (PubChem CID: 56840877) kémiai szerkezete. Adaptalt forras:
PubChem Compound Database.
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3

Célkituzeések:

Az alébbi célokat fogalmaztuk meg:

1.

A pterostilbén retina-védd hatasdnak vizsgalata egészséges koriilmények kozott,
valamint iszkémia—reperfizids karosodast kovetden, kiilonds tekintettel a retindlis
ganglionsejtek tulélésére, a glidlis reakcidk alakuldsara, a gyulladdsos ¢és
sejtkarosodassal Osszefiiggd molekularis folyamatokra, a retina szerkezeti valtozasaira,

valamint az elektroretinografidval mérhetd funkcionalis eltérésekre.

A vizsgalat célja a kolecisztokinin (CCK) jelatvitel szerepének feltarasa a csontvel6i
granulocita—makrofag progenitorsejteck (CFU-GM) citotoxikus sériilékenységének
alakulasaban. Ennek soran elemeztiik a CCK-1 receptorhiany és a farmakologiai CCK-
antagonizmus hatdsat, valamint vizsgaltuk ezek kolcsonhatdsat a karboplatin altal

kivaltott citotoxikus terheléssel.
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4  Anyagok és modszerek

4.1 A pterostilbén hatasa retinalis iszkémia—-reperfizios
modellben

4.1.1 Kisérleti allatok és kezelések

A vizsgalatokhoz 18 hetes, 500600 g testtomegli, him Sprague—Dawley (SD) patkanyokat
alkalmaztunk (Charles River Laboratories International, Inc., Wilmington, MA, Egyesiilt
Allamok). A Sprague-Dawley torzs széles korben alkalmazott farmakologiai és toxikologiai
vizsgalatokban, valamint jol validalt retinalis iszkémia—reperfuzios modellekben.

Az allatokat a Debreceni Egyetem Farmakologiai és Farmakoterdpiai Intézet allathazaban,
standard laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk (22—-24 °C, 12 6ras vilagos—sotét ciklus),
vizhez és standard ragcsalotaphoz korlatlan hozzaféréssel. A kisérlet megkezdése elott két hét
akklimatizacids iddszakot biztositottunk.

Az allatokat ezt kovetden véletlenszeriien két csoportba osztottuk (n = 10/csoport). A
kontrollcsoport hidroxi-etil-cellulozt tartalmazo, vizbazisi mucilagé vivéanyagot (MUCI)
kapott (Formulae Normales VIII, Debreceni Egyetem Gyogyszertara), mig a kezelt csoport az
emlitett vivbanyagban oldott pterostilbén-kezelésben részesiilt (PTER).

A pterostilbént (Apollo Scientific, BIP1700, HPLC tisztasag >97%) napi 5 mg/kg do6zisban,
gyomorszondan keresztiil adagoltuk, napi egyszeri beadéssal, 6t héten keresztiil.

A pterostilbén szisztémas hatasainak kizarasa érdekében az iszkémia—reperfuzios (I/R) sériilést
kizarolag a bal szemen hoztuk 1étre, mig a jobb szemek belsd kontrollként szolgaltak (NO IR).
A csoportbeosztast €és a kezelési protokoll részleteit az 1. tablazat tartalmazza. Valamennyi
beavatkozast az érvényben 1év0 intézményi és etikai irdnyelveknek megfelelden végeztiik, az
allatlétszam minimalizalasara és a 3R-elv betartasara torekedve.

A kisérleti tervet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga vette
nyilvantartasba (regisztraciés szam: 14/2022/DEMAB), és a Hajdi- Bihar Megyei
Kormanyhivatal, Agrariigyi Féosztaly, Elelmiszerlanc- biztonsagi és

Allategészségiigyi Osztaly engedélyezte. A kisérleti protokoll idSbeli felépitését a 10. abra

szemlélteti.
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Csoport Allatok szdma Kezelés Vizsgalatok

Pterostilbénnel kezelt csoport: Elektroretinografia (ERG)
1 10 db him Sprague—Dawley patkany  |Bal (ligalt) szem: PTER IR Western blot
Jobb (nem ligalt) szem: PTER NO IR Hisztologia

Vivéanyaggal (mucilago) kezelt csoport:  |Elektroretinografia (ERG)
2 10 db him Sprague—Dawley patkany  |Bal (ligalt) szem: MUCI IR Western blot
Jobb (nem ligalt) szem: MUCI NO IR Hisztologia

1. tablazat. A kisérleti csoportok, kezelések €s vizsgalatok attekintése a retina iszkémia—
reperfuzidos modellben.

Kezelések 5 héten &t 36.nap- A
~18hetes A kezelések
allatok érkezése o A \29.nap Vege

napja ST
0.00.0)

NV VY VY Y VY VOOV YO
.0.0,0,8,008,8; X

A A

- 2.nap-A Y-~ 37.nap-A
2hét  kezelések Thét yisérlet vége
akklimatizacio yesdete reperfazio

@ Testtomeg mérés [2] 60 perces iszkémias periodus

@) Elektroretinografia @] 1 hét reperfuzios periddus
Anesztézia ketamin/xylazin Posztoperativ

@  kombinacioval © fajdalomcsillapitas

O Csoportbeosztasnak megfeleld 5] Exterminalas, mintavételek

kezelések
10. abra. A Kkisérleti protokoll iddbeli felépitése a retina I/R modellben. (BioRender, sajat

készitésli abra)

4.1.2 Retinalis iszkémia—reperfazios modell

Az Aaltalanos érzéstelenitést ketamin—xilazin kombinacioval végeztik (100/10 mg/kg,
intraperitonealisan (i.p.). Az anesztézia megfelel6 mélységét a tajdalomingerre adott reakciod
hianya jelezte. A bal szem felszinére lokalis érzéstelenités céljabol oxibuprokain-tartalmu

szemcseppet alkalmaztunk (Humacain 4 mg/ml, Teva Zrt., Debrecen, Magyarorszag).
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Az iszkémias modell kivitelezéséhez kordbban k6zolt protokollt alkalmaztunk [150]. A bal
szemgolyot ovatosan eldemeltiik az orbitdbdl, majd polietilén kaniil segitségével poliészter-
rostos fonalbél (Mersilene, 2 mm, Ethicon Inc., Cincinnati, OH, Egyesiilt Allamok) slip-knot
hurkot helyeztiink a szem mogé ugy, hogy a ligatura a latoideget, a retinalis ereket és a
retrobulbaris kotoszovetet egyarant korbefogja (11. abra).

A csomo6 fokozatos meghuzasaval a retina vérellatasa megsziint, amely globalis retinalis
iszkémiat eredményezett. Az iszkémia kialakuldsat oftalmoszkdpos vizsgalattal ellendriztiik; a
szemfenék elsdpadasa a keringés megsziinését jelezte. Az altatas ideje alatt a szemfelszint
karbomeralapu géllel védtiik a kiszaradastol (Vidisic, Bausch & Lomb, Berlin, Németorszag).
Az iszkémids periddust 60 percen keresztiil tartottuk fenn, ezt kovetéen a ligaturat

crer

ismételt szemfenékvizsgalattal erdsitettilk meg.

Mersilene slip-knot ligatura

Iszkémia (60 perc) —— Reperfuzio

11. abra. A retina iszkémia kivaltasara alkalmazott retrobulbaris Mersilene slip-knot ligatra
patkanyban. (BioRender, sajat készitésli dbra)

4.1.3 Elektroretinografia

A retina funkciondlis vizsgalatdit Ganzfeld-tipusu flash elektroretinograffal végeztiik
(HMSERG, OcuScience, Henderson, NV, Egyesiilt Allamok) kordbban kozolt protokoll alapjan
[151].

Az éllatokat ketamin—xilazin kombinécioval altattuk (100/10 mg/kg, i.p.). A pupillatagitast
ciklopentolat-tartalmu szemcseppel végeztiik (Humapent, Teva Zrt., Debrecen, Magyarorszag),
majd az allatokat 20 percen at sotétadaptaltuk. A mérések soran az allatokat hason fekvd
helyzetben, fiitheté padon (ATC 2000, WPI, Sarasota, FL, Egyesiilt Allamok) tartottuk, a

testhémérsékletet 37 °C-on fenntartva.
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Mindkét szemre aranybevonati szaruhartya-kontaktlencse elektrodat helyeztiink (ERG-jet,
Fabrinal SA, La Chaux-De-Fonds, Svéjc). Referencia- és foldelektrédaként rozsdamentes acél
tlielektrodakat alkalmaztunk, amelyeket szubkutan (s.c.) az allkapocs f61¢, illetve a farok tovébe
helyeztiink. A megfeleld kontaktus és a szaruhartya hidrataltsaganak biztositasara vezetoképes
gélt alkalmaztunk.

A felvételek mindkét szembdl egyidejlileg, Ganzfeld-kamraban késziiltek. Flash-stimuldcidkat
alkalmaztunk sotétadaptalt (szkotopikus) és fényadaptalt (fotopikus) koriilmények kozott. A
fehér fényt flash intenzitdsa —2,5 és +1 log cd-s/m? k6zott valtozott. A fotopikus mérések elott
30 cd-s/m? hattérvilagitas mellett 10 perces fényadaptaciot végeztiink.

A jelfeldolgozéas sordn 1-300 Hz savszélességili sziirést alkalmaztunk. Minden intenzitasi
szinten tiz valaszt atlagoltunk; az ingerlések kozotti idokoz az inger erdsségétol fliggden 2—-20
masodperc volt.

Az oszcillalios potencidlok (OP) értékelését 3000 med-s/m? intenzitast ingerre adott valaszok
alapjan végeztiik, a felvételek utdlagos 100300 Hz tartoméanyban torténd sziirésével. Az OP
amplituddjat a legmagasabb pozitiv €s a legmélyebb negativ cstcs kiillonbségeként, az implicit
1d6t a pozitiv cstics megjelenéséig eltelt idoként hataroztuk meg. Szemenként négy atlagolt OP-
értéket vettiink figyelembe.

Az adatok feldolgozasat az ERG rendszerhez biztositott szoftverrel végeztiik (ERGView 4.380,
OcuScience, Henderson, NV, Egyesiilt Allamok).

4.1.4 Western blot

Az elsd kisérlet lezarasat kovetden az allatokat anesztetikum tiladagoldsaval eutanizaltuk, majd
a szemgolyokat eltavolitottuk és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk a feldolgozasig (n =
4/csoport).

A mintakat porra zaztuk, majd homogenizal6 pufferben szuszpendaltuk (25 mM Tris, 25 mM
NaCl, I mM Na-ortovanadat, 10 mM NaF, 10 mM Na-pirofoszfat, 10 mM okadainsav, 0,5 mM
etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), 1 mM fenilmetil-szulfonil-fluorid (PMSF), proteaz
inhibitor koktél, Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). Az elsd centrifugalas
(2000 rpm, 10 perc, 4 °C) utan a feliilusz6 a citoplazmatikus €s mitokondridlis fehérjéket
tartalmazta, mig a pelletben a nuklearis komponensek maradtak. A pelletet Triton X-100-at

tartalmaz6 pufferben oldottuk, 1 6ran at jégen inkubaltuk, majd 14 000 rpm-en 10 percig
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centrifugaltuk (4 °C). A kapott feliiluszo a nuklearis frakciot képezte. A citoszolos frakciot a
korabbi feliiliszd tovabbi centrifugalasaval (10 000 rpm, 20 perc, 4 °C) nyertiik.

A fehérjekoncentraciot bicinkoninsav-probaval (BCA) hataroztuk meg (QuantiPro BCA Assay
Kit, Sigma-Aldrich Merck KGaA), FLUOstar Optima spektrofotométerrel (BMG Labtech,
Ortenberg, Németorszag).

A mintdkat Laemmli pufferrel 1:1 ardnyban elegyitettiik, 5 percig forraltuk, majd natrium-
dodecil-szulfat—poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) vizsgdlatnak vetettiik ald. A
fehérjék elvalasztasat 12%-os poliakrilamid gélen végeztiik (25 mA, ~220 perc; Hoefer miniVE
PAGE SE300, Hoefer Inc., Holliston, MA, USA).

A fehérjéket nitrocellul6z membranra transzferaltuk (25 V, 90 perc; GE Healthcare, Darmstadt,
Németorszag) majd a membranokat 5%-os szarvasmarha-szérumalbumin (BSA) -oldattal
blokkoltuk. Ezt kovetden Tween-20-szal kiegészitett Tris-pufferolt soéoldatban (TBST-
oldatban) feloldott primer antitestekkel inkubaltuk egy éjszakén 4t, 4 °C-on.

Az alkalmazott primer antitestek: anti-hiszton H3 (ab1791, Abcam), anti-p-aktin (A5316,
Sigma-Aldrich), anti-PARP1 (ab227244, Abcam), anti-GFAP (ab7260, Abcam), anti-NFkB
(ab16502, Abcam), anti-HSP70 (SAB4200714, Merck).

A membranokat haromszor, 10 percig mostuk TBST-ben, majd torma-peroxidaz (horseradish
peroxidase, HRP) -konjugalt szekunder antitestekkel inkubaltuk 45 percig (A4416 és A0545,
Sigma-Aldrich).

A jelet ECL Prime detekcios oldattal (Cytiva, Amersham, Egyesiilt Kiralysag) tettiik lathatova
és LI-COR C-DiGit® blot szkennerrel rogzitettikk (LI-COR Inc., Lincoln, NE, Egyesiilt
Allamok).

A blotokat Imagel szoftverrel (NIH, Bethesda, MD, Egyesiilt Allamok) elemeztiik.

A savintenzitdsokat hattérkorrekcido utdn hiszton H3-hoz vagy B-aktinhoz normalizaltuk.

Csoportonként 4 allat harom fliggetlen blotjanak eredményeit értékeltiik.

4.1.5 Hisztologiai vizsgalatok

crer

Az allatok eutandzidjat kovetden csoportonként négy szemgolydt tavolitottunk el (n =
4/csoport). A pontos orientacio biztositasa érdekében a szemek felsd polusat jeloltiik.

A mintdkat 4%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk (10 g paraformaldehid, 50 pLL 10 N
NaOH, 25 mL 10x PBS, 200 mL desztillalt viz; pH 7,4) 24 6ran keresztiil, 4 °C-on. A fixalast
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kovetden a szaruhartyan apré bemetszést végeztiink, majd a szemeket 1 6ran at folyd vizben
oblitettiik, ezt kovetden 70%-o0s etanolban taroltuk a feldolgozasig.

attisztitottuk, majd paraffinba &agyaztuk (Histowax, Histolab Products AB, Goteborg,
Svédorszag). A paraffinba dgyazott szemgolyokbol 5 um vastagsagu frontalis metszeteket
készitettiink mikrotom segitségével.

A kiértékeléshez minden esetben az optikai papilla kornyékérdl szarmazd metszeteket
hasznaltuk. A metszetek deparaffinizalasat és rehidratalasat kovetden hematoxilin—eozin festést
végeztiink. A szoveteket Gill-tipusu hematoxilinnel kezeltiik (1,5 perc; GHS2128, Sigma-
Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), majd csapvizzel oblitettiik a kék szin
kialakulasaig. Ezt kovetden 3 masodperces eozinfestést alkalmaztunk (Eosin Y alkoholos oldat,
3801600E, Leica Biosystems, Richmond, India).

A retina alsdé szegmensébdl, a latoidegfé kozelében, 40x-es objektivvel készitettiink
mikroszkopos felvételeket (Nikon Eclipse 80i mikroszkdp, Nikon DS-Fi3 kamera, Nikon Plan
Fluor 40%/0.75 DIC M/N2 «/0.17 WD 0.66 objektiv, Nikon Europe B.V., Amstelveen,
Hollandia).

A képfeldolgozast és a méréseket Nikon NIS-Elements BR szoftverrel (verzido 5.41.00)

végeztik.

4.1.6 Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag + a kozépérték standard hibdja (SEM) forméjaban fejeztiik ki. Az adatok
normalitasat D’Agostino—Pearson-teszttel ellendriztilk. A csoportok kozotti kiilonbségek
vizsgalatdra egyutas varianciaanalizist [one-way varianciaanalizis (ANOVA)] alkalmaztunk,
Tukey-féle post hoc teszttel. Nem normal eloszlas esetén Mann—Whitney-probat hasznaltunk.
A p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak. A statisztikai elemzéseket GraphPad Prism
szoftverrel végeztiik (verzid 7.00, Windows; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, Egyesiilt
Allamok).
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4.2 OLETF-LETO patkanymodell

4.2.1 Kisérleti allatok

Az OLETF-LETO modellben alkalmazott Long Evans Tokushima Otsuka (LETO) és Otsuka
Long Evans Tokushima Fatty (OLETF) patkanytorzseket Kazuya Kawano professzor
(Tokushima Research Institute, Otsuka Pharmaceutical, Tokushima, Japan) bocsatotta
rendelkezésiinkre.

Valamennyi allat himivart és 8 hetes kort volt. A LETO patkanyok testtomege 256 + 28 g, az
OLETF patkanyoké 331 + 34 g volt a kisérlet kezdetén.

A vércukorszint meghatarozasat egy éjszakas éheztetést kovetden végeztiik, csapvizhez valod
szabad hozzaférés mellett, glikométerrel (Accu-Chek, Roche Diagnostics, Budaors,
Magyarorszag).

Az allatokat az intézetiink allathazaban helyeztiik el, 12 oras vilagos—sotét ciklus, 23 + 2 °C
hémérséklet és 60 £ 10% relativ paratartalom mellett. Ketrecenként 3—5 allatot tartottunk,
standard laboratoriumi tapot és csapvizet ad libitum biztositva.

A Kkisérleti tervet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga vette
nyilvantartisba (regisztracidés szam: 13/2022/DEMAB), és a Hajdi- Bihar Megyei
Kormanyhivatal, Agrariigyi Féosztaly, Elelmiszerlinc- biztonsigi és Allategészségiigyi

Osztaly engedélyezte.

4.2.2 Kisérleti terv

A hemopoézist 8 hetes, elhizott OLETF ¢€s sovany, nem elhizott LETO patkanyok combcsonti
csontveldjében vizsgaltuk (n=10-10). Az A&llatokat intravénasan adott, 100 mg/kg dozisu
tiopental-natrium tualadagoldssal (Thiopental Sandoz, Sandoz Pharmaceutical PLC, Svijc)
humanusan eutanizaltuk. Az intravénas beadas a patkdny lateralis farokvéndjan keresztiil
tortént. A combcsontokat steril koriilmények kozott preparaltuk, majd a csontvel6t teljesen
kimostuk McCoy’s 5A taptalajjal (Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A
csontveldmintakbol vékony tlivel ellatott fecskendd segitségével homogén egysejtes

szuszpenzidt allitottunk eld, amelyet mikroszkép alatt ellendriztiink. Ficoll-jodamid
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gradienscentrifugalds utan a csontveld mononuklearis sejtes frakcidjat hasznaltuk fel CFU-GM
vizsgalathoz.

A csontvel6-funkciodt a teljes femoralis cellularitas, a CFU-GM koloniaszam, valamint a teljes
femoralis CFU-GM tartalom meghatarozasaval jellemeztilkk. A femoralis cellularitas a
mononukledris sejtek teljes szamat jelzi, amely jol tiikkr6zi a hemopoézis intenzitasat
valamennyi sejtvonalra kiterjedéen. A cellularitdst a csontveld sejtszdmlalasa €s a mintak
térfogatadatai alapjan szamitottuk. A CFU-GM progenitorok koloniaszamat specialis lagy-gél
tenyészetekben (CFU-GM assay) hataroztuk meg, majd a teljes femoralis CFU-GM tartalmat a
cellularitas és a koloniaszdm alapjan meghatarozott gyakorisadg szorzataként szamoltuk ki. Ez
utobbi paraméter a granulopoézis intenzitasat tiikrozi. A patkdnyok csontvel6-mononukledris
sejtjeit normal korilmények kozott, illetve karboplatin jelenlétében (0,2-3 mg/L végso
koncentraciok) tenyésztettiik. A karboplatint (Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) minden kisérlet soran frissen oldottuk fel steril desztillalt vizben, 50 °C-on
ultrahangos fiirddben (XUBS, Bio-Science Ltd., Budapest, Magyarorszag). A teljes oldddast

« ey

higitottunk McCoy’s 5A taptalajjal a CFU-GM assay-hez (12. abra).

A tovabbi kisérletekben LETO patkanyokat CCK receptorantagonistakkal kezeltiink,
proglumid és lorglumid ekvimolaris dozisaiban, kétféle szinten. Az éllatok 6t csoportba
keriiltek (n = 12/csoport): az elsé csoport fizioldgias sooldatot (0,9% NaCl) kapott, a masodik
¢és harmadik csoport 3 vagy 10 mg/kg proglumidot (proglumide sodium, Mw = 356,39 g/mol;
Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), mig a negyedik €s 6todik csoport 4
vagy 13 mg/kg lorglumidot (lorglumide sodium, Mw = 481,39 g/mol; Sigma-Aldrich Merck
KGaA, Darmstadt, Németorszag) kapott, napi egyszeri beadassal, egymast kovetd 6t napon at.
A vélasztott 2-2 dozisszint a proglumid és a lorglumid 8,4-10°¢ mol/kg, illetve 2,7-107° mol/kg
ekvimolaris mennyiségeinek feleltek meg, igy biztositva a gyodgyszerek hatdsainak pontos,
molekularis szintli 6sszehasonlitasat. A CCK-antagonistakat lassu intravénas bolus formajaban
adtuk be (3—4 masodperc), miutan az allatok farkat 1-2 percre meleg vizbe meritettiik a vénak
tagitasa érdekében. Az injekciok beadasa minden nap pontosan azonos idében (9 orai kezdettel)
tortént, allatrol allatra haladva, ugyanabban a sorrendben (2. tablazat).

A 6. napon az allatokat tiopental-natrium taladagolassal eutanizaltuk (100 mg/kg, intravéndsan,
lateralis farokvénan keresztiil.). A csontveld kinyerése és feldolgozasa az el6z6 kisérletben
leirtakkal megegyezden zajlott, a hemopoézisre és granulopoézisre kifejtett hatdsok vizsgéalata
céljabol.
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Annak meghatarozasara, hogy a CCK-antagonistdkkal torténd eldkezelés befolyasolja-e a
CFU-GM progenitorok karboplatinnal szembeni érzékenységét, a csontveld mononuklearis
sejtjeit normal korilmények kozott, illetve 1 vagy 2 mg/l végsd koncentracidban adott
karboplatin jelenlétében tenyésztettiik. A karboplatin minden kisérletben frissen, a fentiek

szerint kertlt feloldasra.

OLETF patkany (CCKaR hianyos ,n=10) LETO patkany (CCKiR pozitiv, n=10)

Combcsonti csontvelc’y

Mononuklearis sejtes frakcié
(csontveld)

CFUGM}S@

H
Kontroll tenyésztés Karboplatin expozicio
(Karboplatin nélkil) invitro (0,2-3 mg/l) =

+ femoralis cellularitas
¢ CFU-GM koléniaszam
o teljes femoralis CFU-GM tartalom

12. abra. Az OLETF és LETO patkanyok combcsonti csontveldjébdl szarmazé mononuklearis
sejtes frakcion végzett CFU-GM vizsgalat kisérleti felépitése és a mért hemopoetikus
paraméterek. (BioRender, sajat készitésti abra)

CCK-antagonista-kezelés Dozis (mg/kg)  Ekvimolaris dozis (mol/ttkg) Beadds modja  Kezelés idotartama Allatok szdma

i Kontroll (0,9% NaCl) imtravendas S nap, napi Ix, 9:00 |12
- - bolus

2 Proglumid 3 mg/lkg 84 %10 Zer;svenas 5 nap, napi Ix, 9:15 |12

3 Proglumid 10 mg/lkg 2,7 x 107 lblz)tlr;svenas 5 nap, napi Ix, 9:30 12

4 Lorglumid 4 mg/kg 8410 g s nap, napi Ix, 9:45 |12

5 Lorglumid 13 mg/kg 2,7 %107 ZZZSW"“S 5 nap, napi Ix, 10:00 |12

2. tablazat. A LETO patkdnyok CCK-receptor-antagonista kezelési csoportjai és az
alkalmazott ekvimolaris dozisok.
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4.2.3 CFU-GM koloniaszam meghatarozasa

A lagy-gél kulturdkat a CFU-GM progenitor sejtekbdl szarmazod kolonidk szelektalasara és
fenntartasara készitettiik, amelyekbdl a CFU-GM sejtek eléfordulasi gyakorisagat allapithattuk
meg az inokulumként beoltott csontveldi sejtek kozott [152].

A csontvel6-sejtszuszpenzidkat 0,9%-os NaCl-dal 1:1 aranyban higitottuk, majd a
mononukledris sejtes frakciot Ficoll-jodamid gradienscentrifugalassal (1077 g/ml; Sigma-
Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszadg) nyertiik ki. A buffy coat ¢l6 sejtjeit
hemocitométerrel szamoltuk meg, 0,04%-os tripankékkel torténd festést alkalmazva. A sejtek
¢letképessége minden esetben 99—-100% volt.

Az inokulumokat 1 x 10°/mL koncentraciéban, 35 mm atmérdjii Petri-csészékben (Greiner,
Niirtingen, Németorszag) tenyésztettiik McCoy’s SA modositott taptalajban (Sigma-Aldrich
Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), amelyet aminosavakkal, Na-piruvattal, NaHCOs-tal,
antibiotikumokkal (sztreptomicin, penicillin), 20% magzati borjiszérummal (fetal bovine
serum-mal ,FBS; Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), valamint kolonia-
stimulald faktorokkal (rrGM-CSF ¢s rhG-CSF; Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) egészitettiink ki.

A lagy-gél kulturdkhoz 1,2%-o0s metilcellulozt (Methocel, 3000-5000 centipoise; FLUKA,
Buchs, Svijc) hasznaltunk extracellularis matrixként. A tenyészeteket duplikdtumban, 14
napon at inkubaltuk 37 °C-on, 100% relativ paratartalom mellett, 5% CO.-t tartalmazé
légkorben.

Az inkubécio végén a kolonidkat sztereomikroszkoppal (Olympus, Hamburg, Németorszag)
szdmoltuk meg. Kolonidnak legalabb 50 sejtbdl alld, granulocitdkat és/vagy monocitakat
tartalmazo sejtcsoportot tekintettiink, amelyet kenetekkel vagy cytospin preparatumokkal

igazoltunk.

4.2.4 CFU-GM progenitor sejtek in vitro kezelése LETO patkanyok
csontvelo-tenyészeteiben

Annak vizsgalatara, hogy a CCK-receptor-antagonistak hatasai kdzvetleniil érvényesiilnek-e a
hemopoetikus progenitorsejteken, (nem elhizott) LETO patkédnyok csontvel6jébdl szarmazo
mononukledris sejteket hasznaltunk. A sejteket a kordbban ismertetett modszerrel izolaltuk,

majd primer lagy-gél kultardkat hoztunk létre CFU-GM tenyésztés céljabol. A tenyészeteket
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proglumid vagy lorglumid jelenlétében, illetve azok nélkiil inkubaltuk. A vegytiletek hatasat 12

kiilonb6z6 koncentracidoban vizsgaltuk, széles, 0,1-15 000 pM koncentracidtartomanyban.

4.2.5 CCK-1 és CCK-2 receptorok vizsgalata csontveldi sejtekben

A CCKi és CCKa receptorok jelenlétét LETO és OLETF patkanyok femoralis csontvel$jébdl
szarmazo6 mononukledris sejtekben vizsgaltuk (n = 10/csoport). Az allatok négy héten keresztiil
napi egyszer, per os 10 mg/kg proglumidot, illetve vivéanyagot (0,9% NaCl) kaptak.

A csontvelObdl szarmazd egysejtes szuszpenziokbol a mononuklearis sejtes frakcidt Ficoll—
jodamid gradienscentrifugalassal (1077 g/ml) izolaltuk, majd hemocitométerrel, tripankék
festés mellett meghataroztuk a sejtszdmot €s az életképességet. A megfeleld sejtmennyiség
biztositdsa érdekében két allat mintajat 0sszevontuk, igy csoportonként 5 minta képezte az
analizis alapjat.

Az ¢életképes, magvas sejteket 5 x 10%ml koncentracioban, 10 ml teljes, mdodositott McCoy’s
5A taptalajban tenyésztettiik kolonia-stimulalé faktorok jelenlétében, metilcelluloz hozzaadasa
nélkiil, szuszpenzios tenyésztOflaskdban (Greiner Bio-One Ltd., Mosonmagyardvar,
Magyarorszag). A tenyészeteket 37 °C-on, 5% CO:-t tartalmazo, 100% relativ paratartalma
légkorben inkubaltuk.

A folyadékkultarakbol naponta cytospin preparatumokat készitettiink a sejtmorfologia
kovetésére. Az 5. napon jelentésen megnovekedett sejtszamot és dontéen mononukledris
sejtpopuldciot figyeltiink meg, amely kis szamban mieloblasztokat tartalmazott, azonban
differencidltabb vagy szegmentalt magvu sejtek nem voltak jelen.

Az 5. napon a nem tapadd sejtes frakciot gyljtottiik Ossze, kizdrva a stromalis és
elérehaladottabb differencialodasu sejteket. Az igy nyert sejtszuszpenzi6 CFU-GM sejtekben
gazdag, differencidlatlan populaciot képviselt, amely alkalmas volt a CCK-receptorok

vizsgalatara.

4.2.6 RNS izolalas és reverz transzkripcio

A fent ismertetett kulturakbdl szarmazé csontveldi sejteket RNAlater oldatban (Qiagen, Hilden,

A teljes RNS izolalasit RNA Protect Mini Kit segitségével (Qiagen) végeztikk, a gyarto
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crcr

(Bio-Rad, Hercules, Egyesiilt Allamok) hataroztuk meg. Az egyszala cDNS szintézisét 2 pg
teljes RNS felhasznaldsaval, véletlenszerii primerekkel (Invitrogen Life Technologies,
Karlsruhe, Németorszag) és SuperScript™ II RNase H™ reverz transzkriptazzal (Invitrogen)

végeztiik, a korabban leirt modszer szerint [153].

4.2.7 Valos ideji kvantitativ PCR

A valds idejii PCR vizsgéalatokat ABI PRISM® 7900 HT Sequence Detection System
késziilékkel (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) végeztik, 10 pl végsod
reakciotérfogatban. A reakcidelegy 2x FastStart® TagMan Master Mixet (ROX) (Roche
Applied Science, Mannheim, Németorszag), 4,5 ul cDNS templatot, valamint 0,5 pl elére
validalt TagMan® Gene Expression assay-t tartalmazott a CCK-1 és CCK-2 receptorok
meghatarozasahoz.

Bels6 kontrollként 18S rRNS-re tervezett oligonukleotidokat alkalmaztunk, 500 nM
A TagMan probak 5" végén 6-karboxi-fluoreszcein (FAM) jeldlést, mig 3’ végiikon minor
groove binder (MGB) és nem fluoreszkald quencher molekulat tartalmaztak. Az 18S rRNS-hez
alkalmazott proba tetrametil-rodaminnal (TAMRA) konjugélt quencherrel volt ellatva.

A felhasznalt TagMan® Gene Expression assay azonositok a kovetkezk voltak:
Rn00562164 ml a CCK-1 receptorhoz (Acc. No.: NM_012688) és Rn00565867 m1 a CCK-
2 receptorhoz (Acc. No.: NM_013165). A referencia-génként alkalmazott 18S rRNS (Acc. No.:
EF060919) kimutatasahoz sziikséges oligonukleotid primereket a qPCR Primer version 1.2
szoftverrel terveztik, €s a Bio-Science Kft.-t61 (Budapest, Magyarorszag) rendeltiik.

Az amplifikacios protokoll 95 °C-on 10 perces enzimaktivalassal kombinalt denaturaciobol allt,
amelyet 40 ciklus kovetett: 95 °C-on 15 masodpercig tarté denaturacio, majd 60 °C-on 1 percig

tartd annealing és amplifikacio.

4.2.8 TaqMan assay kiértékelése

A CCK-1R, CCK-2R ¢s a referencia génként alkalmazott 18S rRNS expressziojat valos ideji
PCR-rel hataroztuk meg. Minden mintat harom technikai parhuzamosban, 384 lyuku PCR-
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lemezen vizsgaltunk. A reagensek szennyezddésének kizardsara no template control (NTC)
mintakat is alkalmaztunk. A kiiszobciklus (Ct) értékek meghatarozasa az Applied Biosystems
SDS 2.1 szoftverrel tortént. A relativ génexpresszio szamitasat a Livak és Schmittgen altal leirt

AACt modszerrel végeztiik az értékeket a 18S rRNS referencia génhez normalizalva[154].

4.2.9 Statisztikai analizis

Az egyes allatokbodl vagy mintakbol szarmazo6 adatokat hasznaltuk fel a statisztikai elemzéshez.
Az eredményeket atlag £ SD formdjaban adtuk meg. A csoportok kozotti kiillonbségeket
Kruskal-Wallis-féle varianciaanalizissel értékeltiik, két csoport Osszehasonlitasira Mann—
Whitney U-probat alkalmazva. A kiilonbségeket P <0,05 esetén tekintettiik statisztikailag
szignifikansnak (P <0,05; P <0,01; P <0,001; P <0,0001). Az adatok feldolgozasat GraphPad
Prism szoftverrel végeztiik (8.0.1; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, Egyesiilt Allamok).

Az mRNS-expresszio elemzését a Livak és Schmittgen altal leirt 2-AACt médszerrel végeztiik.
A CCK-IR ¢és CCK-2R transzkriptumszinteket az 18S rRNS referencia génhez normalizaltuk
(ACt), majd a ACt értékeket a kezeletlen LETO és OLETF csoportok megfeleld értékeihez
viszonyitottuk (AACt). A kezeletlen kontroll csoportok relativ expresszios értékét 1-nek (100%)
tekintettiik. A kapott 2-AACt értékeket atlag + SEM formajaban adtuk meg, és Kruskal-Wallis
varianciaanalizissel, majd Mann—Whitney U-probaval értékeltiik. A kiilonbségeket P <0,05

esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

5  Eredmények

5.1 A pterostilbén hatasa retinalis iszkémia—reperfuzios
modellben

5.1.1 Elektroretinografia

Az ERG vizsgalatok soran szignifikans kiilonbségek voltak megfigyelheték a kisérleti
csoportok kozott. Mind az a-hulldm, mind a b-hulldm amplitddoja a MUCI IR csoport mutatta
a legalacsonyabb értékeket, amelyek szignifikansan elmaradtak a tobbi vizsgalati csoportban

mért valaszoktol (13.A—B abra).
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A b-hullam atlagos amplitadoja szignifikansan csokkent a MUCI IR csoportban, a MUCI NO
IR, valamint a PTER IR csoportokhoz képest. A PTER IR csoportban a b-hullam amplitaddja
szignifikansan magasabb volt a MUCI IR csoporthoz viszonyitva (14.A—C abra).

Az a-hullam és b-hullam valaszok implicit idejének elemzése soran nem talaltunk statisztikailag

szignifikans kiilonbséget a kiilonb6zo kezelési csoportok kozott (15.A—B abra).
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13.  abra. Az a-hullam és b-hullam amplitudoinak 6sszehasonlitasa az ERG-vizsgalatokban
I/R modellben. (A) Az a-hullam amplituddjanak elemzése a kiilonbozd kisérleti csoportokban.
(B) A b-hulldm amplitudojanak elemzése a kiilonbozo kisérleti csoportokban. Az adatok atlag
+ SEM forméjaban keriilnek bemutatasra. *p<0,05 a MUCI NO IR csoporthoz viszonyitva.
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14. abra. Szkotopikus ERG-mérések soran rogzitett b-hullam amplitadok kiillonb6zo
fényintenzitasok mellett. (A) 1000 mcd*s/m?, (B) 3000 mcd*s/m? és (C) 25 000 mcd*s/m?
fényintenzitdson mért atlagos b-hullam amplitadok (uV). Az adatok atlag =+ SEM formdjaban
keriilnek bemutatasra. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; ns = nem
szignifikans kiilonbség.
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15. abra. Az a-hullam és b-hullam implicit idejének alakuldsa ERG vizsgalatok soran. (A)
Az a-hulldm, valamint (B) a b-hullam implicit idejének 6sszehasonlitasa a kiilonb6zd kezelési
csoportok kozott. Az adatok atlag + SEM formdjaban keriilnek bemutatasra.

5.1.2 Western blot

A Western blot analizis soran a GFAP ¢és a HSP70 expresszids szintje szignifikdnsan
megemelkedett a MUCI IR csoportban. Ezek az expresszios értékek mind a MUCI NO IR, mind
pedig a PTER IR csoportokhoz viszonyitva szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak (16.A-B
abra). Hasonlo tendenciat mutatott a PARP1 és az NFkB expresszigja is. Mindkét fehérje
szintje szignifikdnsan emelkedett a MUCI IR csoportban a MUCI NO IR, valamint a PTER IR
csoportokhoz képest (16.C-D abra).
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16.  abra. Western blot analizis retina szovetmintakbol. (A) GFAP-, (B) HSP70-, (C)
PARPI- és (D) NFkB-expresszio a kiilonbozd kisérleti csoportokban. Az adatok atlag = SEM
formajaban keriilnek bemutatasra.**p < 0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001; n = 4/csopor.

A pterostilbén kezelés minden vizsgalt fehérje esetében szignifikdns expresszidcsokkenést
eredményezett a vivoanyaggal kezelt allatokhoz viszonyitva, fliggetleniil att6l, hogy az allatok

MUCI IR, vagy MUCI NO IR csoportba tartoztak.
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5.1.3 Hisztologia

A szdvettani vizsgalatok szignifikans kiilonbségeket tartak fel a teljes retinaréteg vastagsagaban
anégy vizsgalati csoport kozott. A legkisebb retina-vastagsagot a MUCI IR csoportban mértiik,
amely szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a MUCI NO IR csoporthoz képest. A nem
iszkémias csoportok dsszehasonlitasa soran a PTER NO IR csoportban szignifikdnsan nagyobb
retinavastagsadg volt kimutathatd, mint a MUCI NO IR csoportban. Hasonld tendencia
érvényesiilt az iszkémias szemek esetében is, ahol a PTER IR csoport értékei szignifikdnsan
meghaladtdk a MUCI IR csoportban mért vastagsagot. A PTER csoportokon beliil az iszkémia—
reperfuzid hatdsa szintén egyértelmiien kimutathatd volt, mivel a PTER IR csoport retina-
vastagsaga szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a PTER NO IR csoporthoz viszonyitva.
Mindezek alapjan a legnagyobb retinaréteg-vastagsagot a PTER NO IR csoportban mértiik
(17.A-B abra).

E 3001
s = 03 MUCINO IR
‘3 = MUCI IR
& 200 B3 PTERNO IR
g = PTER IR
©
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g
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17.  abra. Patkédny retina szovettani elemzése. (A) Reprezentativ hematoxilin—eozin festett

retinametszetek a kiilonbozo kisérleti csoportokban (balrdl jobbra: MUCI NO IR, MUCI IR,
PTER NO IR, PTER IR). (B) A teljes retina vastagsaganak kvantitativ 0sszehasonlitasa a
vizsgalt csoportok kozott. Az adatokat atlag + SEM formdajadban mutatjuk be. ****p < 0,0001.
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5.2 CCK-1R antagonizmus hatasa OLETF-LETO
patkanymodellben

5.2.1 Hemopoézis vizsgalata CCK-1R hianyos, elhizott OLETF és nem
elhizott LETO patkanyokban

Az OLETF patkanyok vizsgalata soran azt elemeztiik, hogy a CCK-1R hiadnya befolyésolja-e a
hemopoézis folyamatat. A csontveld miikodését a teljes sejtszam, a CFU-GM koloniaképzo
képesség, valamint a femoralis csontvel6 CFU-GM tartalmanak meghatarozasaval értékeltiik.
Eredményeink alapjan az OLETF patkanyokban sem a csontveldi sejtszam, sem a CFU-GM
kolonidk szdma, sem pedig a femurbol szarmazo Osszes CFU-GM tartalom nem mutatott
szignifikans eltérést a vad tipusu, azonos genetikai hattérrel rendelkez6 LETO patkanyokhoz
viszonyitva. Ugyanakkor az in vitro vizsgalatok soran, a karboplatin toxicitasanak
értekelésekor a CFU-GM sejtek fokozott érzékenysége volt megfigyelhetd az OLETF
csoportban.

A karboplatin dozis—valasz gorbéje balra tolodott, az 50%-o0s gatlast okozd koncentracid (ICso
) értéke az OLETF patkanyok CFU-GM sejtjeiben 0,62 mg/1 volt, mig a nem elhizott LETO
patkanyok CFU-GM sejtjeiben 1,16 mg/lI-nek adodott (18. abra).
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18.  abra. A csontveldi CFU-GM progenitor sejtek karboplatin-érzékenysége elhizott
OLETF és nem elhizott LETO patkdnyokban. Az adatok atlag + SEM formajaban keriilnek
bemutatdsra. **** p <0,0001; n = 10.
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5.2.2 A proglumid és a lorglumid hatasa a csontveloi CFU-GM progenitor
sejtekre in vivo

A femoralis csontveld sejtstirisége a mononuklearis sejtek teljes szdmat tiikkrozi, amely
magaban foglalja a hemopoetikus €és stromalis dssejteket, valamint azok kiilonb6z6 vérképzo
sejtvonalakba tartozd leszarmazottait. Vizsgalataink alapjan egyik CCK-antagonista sem
befolyasolta szignifikdnsan a LETO patkdnyok csontveldjének cellularitasat, teljes sejt-
tartalmat (19. A abra).

Ezzel szemben mindkét CCK-antagonista karos hatast gyakorolt a granulopoézisre in vivo. Bar
a differencialodo granulocitdk nem tartoznak a csontvelé mononuklearis sejtfrakcidjaba,
eldalakjaik, a CFU-GM, a hemopoetikus éssejtrendszer morfologiailag el nem kiilonithetd, de
eléfordulasi gyakorisdga, valamint a femurbdl nyert teljes CFU-GM sejtszam szignifikdnsan
csokkent a kontrollcsoporthoz képest mind a proglumid 10 mg/kg-os (2,7 x 10~° mol/kg; p <
0,0001), mind a lorglumid 13 mg/kg-os (2,7 x 10~ mol/kg; p <0,0001) ekvimolaris, magasabb
dozisanak alkalmazasa mellett.

Emellett a CCK-1R-szelektiv lorglumid mar az alacsonyabb, 4 mg/kg-os dozisban is
csokkentette a CFU-GM sejtek szamat, mig a proglumid ekvimoldris, 3 mg/kg-os adagban nem

fejtett ki hasonlo hatast (19. B—C abra).
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19. abra. A proglumid és a lorglumid in vivo kezelések hatisa a hemopoézisre LETO
CFU-GM koloniaszam, (C) a
femoralis csontveld6 CFU-GM tartalma. A kontrollcsoport allatai vivéanyagot kaptak, mig a
kezelt csoportok ekvimolaris dozisban részestiltek CCK-antagonistakban (proglumid: 3 vagy
10 mg/kg; lorglumid: 4 vagy 13 mg/kg), intravéndsan, 5 egymast kovetd napon. **p < 0,01;
*E%p <0,001; ****p <0,0001 a vivéanyaggal kezelt kontroll LETO patkanyokhoz viszonyitva;
++p < 0,01, +++p < 0,001 az azonos gyogyszer eltérd dozisai kozotti kiilonbségekre; n =

patkanyokban. (A) Csontveldi sejtstirtiség (cellularity), (B)

lorglumid

12/csoport. Az adatok atlag + SEM formdjaban keriilnek bemutatasra.
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5.2.3 A proglumid és a lorglumid in vivo elokezelésének hatasa a
karboplatin in vitro toxicitasara CFU-GM progenitor sejtekben

A CFU-GM kolonidk szamat LETO patkanyok csontvel6i mononuklearis sejtjeibdl 1étrehozott
in vitro tenyészetekben hataroztuk meg (20-21. abra).

mg/kg és 10 mg/kg) a CFU-GM koloéniaszam szignifikansan alacsonyabb volt a vivéanyaggal
kezelt allatokbol szarmazé sejtekhez viszonyitva (p < 0,0001). A két proglumid doézis kozott
szintén szignifikans kiilonbség volt kimutathat6 (p < 0,0001) (20.A abra).

2 mg/l karboplatin mellett mindkét proglumid doézis esetén alacsonyabb koloniaszam volt
mérhetd a vivoanyaggal kezelt csoporthoz képest (p < 0,0001), valamint mindkét proglumid
dozissal elkezelt allatcsoport csontveldi CFU-GM koloniaszama szignifikdnsan alacsonyabb
volt a 2 mg/l karboplatinban tenyésztve mint az 1 mg/1 karboplatint tartalmazoé tenyészetekben
(p <0,001) (20.A és B abra).

Lorglumid eldkezelést kovetden 1 mg/l karboplatin jelenlétében (4 mg/kg és 13 mg/kg) a
koloniaszam szignifikdnsan alacsonyabb volt a vivdanyaggal kezelt allatokbol szdrmazo
sejtekhez viszonyitva (p < 0,0001), és a két dozis kozott is szignifikans kiilonbség volt
megfigyelhetd (p < 0,0001) (21.A abra).

2 mg/l karboplatin mellett mindkét lorglumid dézis esetén alacsonyabb koloniaszam volt
mérhetd a vivoanyaggal kezelt csoporthoz képest (p < 0,0001), mindkét lorglumid dézissal
elokezelt allatcsoport csontveldi CFU-GM koloniaszdma szignifikansan alacsonyabb volt a 2
mg/l karboplatinban tenyésztve mint az 1 mg/l karboplatint tartalmazé tenyészetekben
ugyanakkor mar az alacsonyabb, 4 mg/kg lorglumiddal eldkezelt allatok CFU-GM
progenitorain is teljes gatlast okozott a karboplatin 2mg/1 koncentracioban (21.A és B abra).
A karboplatin dozisfiiggd modon csokkentette a CFU-GM kolonidk szamat LETO patkanyok
csontveld-tenyészeteiben. Az in vivo proglumid- vagy lorglumid-elkezelés tovabb fokozta a
CFU-GM progenitor sejtek karboplatinnal szembeni érzékenységét. A 4 mg/kg CCK-1
szelektiv lorglumid eldkezelés hatdsa szignifikdnsan kifejezettebbnek mutatkozott, mint az
ekvimolaris 3 mg/kg proglumid dozissal el6kezelt patkanyok sejtjei esetében (p <0,001) (20.A
és 21.A abra).
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20. abra. A CFU-GM progenitor sejtek karboplatinnal szembeni viselkedése proglumiddal
(CCK-1 receptor- nem szelektiv CCK-antagonista) in vivo el6kezelt, vad tipust, nem obez
LETO patkanyok csontveld-tenyészeteiben. (A) A vivoanyaggal in vivo kezelt allatokbol
szarmazo csontveléi mononukledris sejtek CFU-GM koloniaszamai karboplatin hianyéban,
valamint 1 mg/l koncentracioju karboplatin jelenlétében. A proglumiddal eldkezelt allatokbol
szarmaz6 sejtek koloniaszdmai ugyanezen karboplatin-koncentracio mellett keriiltek
meghatarozasra. (B) A vivéanyaggal in vivo kezelt allatokbdl szarmaz6 csontveldi
mononukledris sejtek CFU-GM koloniaszamai karboplatin hianyaban, valamint 2 mg/l
koncentracioju karboplatin jelenlétében. A proglumiddal el6kezelt allatokbol szarmazo sejtek
koloniaszamai ugyanezen karboplatin-koncentracié mellett keriiltek meghatarozasra. Az
adatokat atlag + SEM forméban abrazoltuk (n = 12). **** p < 0,0001 a vivoanyaggal kezelt
LETO patkényokbol szarmazo6, azonos karboplatin-koncentracié mellett tenyésztett sejtek
koldniaszamaihoz viszonyitva. ns = nem szignifikéns kiilonbség.
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21. abra. A CFU-GM progenitor sejtek karboplatinnal szembeni viselkedése lorglumiddal
(CCK-1 receptor-szelektiv CCK-antagonista) in vivo eldkezelt, vad tipusti, nem obez LETO
patkanyok csontveld-tenyészeteiben. (A) A vivOanyaggal in vivo kezelt LETO patkanyokbol
szarmazo csontveldi mononuklearis sejtek CFU-GM koloniaszamai karboplatin hianyaban,

crer

szarmazd sejtek koloniaszdmai ugyanezen karboplatin-koncentracio mellett kertiltek
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meghatarozasra. (B) A vivoanyaggal in vivo kezelt LETO patkanyokbol szarmazo csontveldi
mononukledris sejtek CFU-GM koloniaszamai karboplatin hianyaban, valamint 2 mg/l

crer

koloniaszamai ugyanezen karboplatin-koncentracio mellett keriiltek meghatérozasra. Az
adatokat atlag + SEM forméban abrazoltuk (n = 12). **** p < 0,0001 a vivéanyaggal kezelt
LETO patkényokbol szarmazo6, azonos karboplatin-koncentracié mellett tenyésztett sejtek
koléniaszamaihoz viszonyitva. ns = nem szignifikans kiilonbség.

5.2.4 A proglumid és a lorglumid hatasa a CFU-GM progenitor sejtek
koloniaképzésére LETO patkanyok csontvel6-tenyészeteiben in vitro

A LETO patkdnyok csontveléi mononuklearis sejtjeibdl 1étrehozott CFU-GM tenyészeteket
Mindkét CCK-antagonista esetében koncentraciofiiggd csokkenés volt megfigyelheté a CFU-
GM kolonidk szamaban. A lorglumid alkalmazasa mellett a CFU-GM koloniaszam csokkenése
kifejezettebbnek bizonyult, mint proglumid jelenlétében.

A dézis—hatas gorbe csokkend szigmoid lefutdst mutatott mind proglumid (22.A abra), mind
lorglumid (22.B abra) esetében. A d6zis—hatas elemzés alapjan a proglumid ICso értéke 76,82
UM, mig a lorglumid ICso értéke 47,37 uM volt.
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22. abra. A proglumid (A) és a lorglumid (B) in vitro dozis—hatds gorbéje a CFU-GM
progenitor sejtek koloniaképzd képességére nem obez, vad tipustt LETO patkanyok csontvel6i
mononukledris sejtjeibdl létrehozott CFU-GM tenyészetekben. Az adatokat atlag + SEM
formaban abrazoltuk (n = 10).
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5.2.5 Kolecisztokinin-receptorok vizsgalata csontvel6i sejtekben

A CCK-1R és CCK-2R relativ mRNS-expresszidjat LETO és OLETF patkanyok csontvel6i
mononukledris sejtjeiben kvantitativ  RT-PCR modszerrel hataroztuk meg, 4 héten at
alkalmazott, napi 10 mg/kg dozisu per os proglumid kezelést kovetden (23. abra).

LETO patkanyok esetében a proglumid kezelés szignifikansan csokkentette mind a CCK-1R
(*p < 0,05), mind a CCK-2R (**p < 0,01) relativ mRNS-szintjét a kontrollcsoporthoz
viszonyitva (23.A abra).

Az OLETF torzsben a CCK-1R expresszid nem volt detektalhato. A CCK-2R esetében a
proglumid kezelés szignifikdnsan alacsonyabb relativ. mRNS-szintet eredményezett a

kontrollcsoporthoz képest (**p < 0,01) (23.B abra).
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23. abra. A CCK-1 és CCK-2 receptorok relativ mRNS-expresszidja csontveldi progenitor
sejtekben. (A) LETO patkanyok csontvel6i mononukledris sejtjeiben mind a CCK-1R, mind a
CCK-2R mRNS-expresszidja kimutathat6. (B) OLETF patkanyok csontveldi mononuklearis
sejtjeiben kizarolag a CCK-2R mRNS-expresszid detektalhatd. A proglumid kezelés (10
mg/kg, per os, 4 hét) hatasa a relativ mRNS-szintekre * p < 0,05; ** p < 0,01 a vivoanyaggal
kezelt és a proglumiddal kezelt csoportok dsszehasonlitdsaban; n=5. Az adatokat atlag + SEM
formaban abrazoltuk.
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6  Megbeszélés

Els6é kisérletiink célja annak tisztazasa volt, hogy a pterostilbén milyen mértékben képes
befolyésolni az I/R altal kivaltott retinalis karosodas patomechanizmusat, valamint, hogy a
hatdsa miként érvényesiil egészséges retindban. Kiilonds figyelmet forditottunk a retina
ganglionsejtek (RGC) apoptoézisara, a reaktiv gliozis kialakulasara és a gyulladasos
folyamatokra, mivel ezek az I/R sériilést kdvetd retinalis degeneracié meghatarozé eseményei.
Az eredmények alapjan a pterostilbén kezelés funkcionalis, strukturalis és molekularis szinten
egyarant kedvezd iranyu valtozasokat eredményezett, ami arra utal, hogy a vegytlet tobb,
egymassal 0sszefonodo koros jelatviteli utvonal modulélasan keresztiil fejti ki retinoprotektiv
hatasat.

A pterostilbén-kezelés szignifikdnsan javitotta a retinalis funkcidt, amit az ERG-felvételeken
mért b-hulldm amplitidé névekedése igazolt, mivel a pterostilbén hozzajarul a retinalis sejtek
— kiilonosen a bipolaris és Miiller-sejtek — funkcionalis integritdsdnak megorzéséhez, amelyek
kulcsszerepet jatszanak a vizualis jelatvitelben [155, 156]. A funkcionalis paraméterek javulasa
arra enged kovetkeztetni, hogy a pterostilbén az akut sejtkarosodds mérséklése mellett, a
vizudlis informdaciofeldolgozas alapjat képezd sejthalozat miikddési stabilitasanak
fenntartasaban is szerepet jatszik.

A hisztologiai vizsgalatok alapjan a pterostilbén kezelés mérsékelte az I/R karosodas
kovetkeztében kialakulod retinaelvékonyodast, és hozzajarult a retinalis rétegzddés szerkezeti
megorzéséhez. I/R soran elsdsorban a ganglionsejtek és a belsd retinalis neuronok kérosodasa
figyelhetd meg, amely a retina belso rétegeinek progressziv elvékonyodasahoz és a retina belsd
rétegeinek szerkezeti karosodasat eredményezi [157, 158]. Ezek a strukturdlis valtozasok
szoros Osszefliggést mutatnak a funkcionalis karosodas mértékével, igy a morfologiai integritas
megdrzése nem pusztan anatomiai jelentdségli, hanem a késdbbi vizualis teljesitmény egyik
meghataroz6 tényezdje is.

A Western blot vizsgéalatokban a GFAP expresszidjanak csokkenése pterostilbén-kezelést
kovetden a reaktiv gliaaktivacio mérséklddésére utal [159, 160]. A GFAP a Miiller-sejtek ¢€s
asztrocitak aktivacigjanak egyik legfontosabb markere, amelynek fokozott expresszioja az I/R
hipertrofiagjaval és funkciondlis atrendezddésével jar, €s bar kezdetben protektiv adaptiv
mechanizmusként jelenhet meg, tartés fennéallasa hozzdjarulhat a gyulladdsos mediatorok

felszaporodasahoz, a retinalis mikrokdrnyezet destabilizaloddsédhoz és a mésodlagos neuronalis
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karosodas fokozodasahoz [161]. A GFAP expresszid csokkenése arra utal, hogy a pterostilbén
képes mérsékelni ezt a maladaptiv glialis valaszt, ezéltal kedvezébb mikrokdrnyezetet
biztositva a neurondlis tulélés és a retinalis funkcid megoérzése szempontjabol. A sejtes
stresszvalasz egyik kulcsfontossagi molekuldja a HSP70, melynek expresszidja csOkkent a
pterostilbénnel kezelt csoportban. Ellenben oxidativ terhelés, fehérjekarosodas vagy
energiahomeosztazis-zavar esetén fokozottan expresszalodik. Emelkedett szintje altalaban a
sejtek fokozott stresszallapotat tiikrozi, igy csokkent expresszidja arra utal, hogy a pterostilbén
kezelés mérsékelte az I/R altal kivaltott sejtes karosodast [162]. I/R soran jelentés mennyiségu
ROS keletkezik, amelyek lipidperoxidaciot, fehérje- €s DNS-karosodast indukalnak. A HSP70-
szint mérséklddése ezért Osszefliggésbe hozhatd a pterostilbén antioxidans tulajdonsagaival,
amelyek révén csokkentheti a ROS-felhalmozodast és mérsékelheti az oxidativ stressz altal
kivaltott sejtes valaszreakcidkat [163-165]. Az altalunk megfigyelt molekularis valtozasok
Osszhangban 4llnak azokkal a kordbbi eredményekkel, amelyek a pterostilbén
gyulladascsokkentd, antioxidans és antiapoptotikus hatésait irtak le [165, 166]. A Western blot
vizsgalatok soran az NFkB expresszio csokkenése is kimutathatd volt a kezelt allatokban. Az
NF«B a gyulladasos valasz egyik kdzponti transzkripcios szabalyozoja, amely aktivacidja révén
szamos proinflammatorikus citokin, kemokin és adhéziés molekula expresszidjat indukalja
[167]. I/R karosodas esetén az NFkB-utvonal aktivalodasa jelentésen hozzajarul a masodlagos
szoveti sériilés fenntartdsahoz és progresszidjahoz [93, 168]. Az NFxB expresszio
mérséklddése arra utal, hogy a pterostilbén a gyulladasos jelatvitel gatlasan keresztiil is
csokkenti a retinalis karosodas sulyossagat, ezaltal mérsékelve a reperfiizios fazisban kialakulo
gyulladasos kaszkadot. A PARP1 expresszio csokkenése tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy
a pterostilbén az apoptotikus és energiafiiggd sejthalal-mechanizmusokat is befolyasolja. A
PARP1 a DNS-karosodas érzékelésében és javitasaban részt vevd enzim, amely talzott
aktivacio esetén a sejtek NAD*- és ATP-készleteinek csokkenéséhez vezet, végsd soron pedig
sejthalalt idéz eld [93, 169, 170]. I/R karosodas soran az oxidativ stressz altal kivaltott DNS-
sériilések a PARPI tulaktivaciojat indukalhatjdk, amely az intracellularis energiaegyensuly
megbomléasan keresztiil fokozza a sejtkarosodast. A PARP1 expresszio mérséklddése arra utal,
hogy a pterostilbén képes mérsékelni ezt a karosodasi folyamatot, ezaltal hozzajarulva a sejtek
¢letképességének és funkciondlis stabilitasdnak megdrzéséhez.

A jelen eredmények illeszkednek a pterostilbénnel kapcsolatos korabbi kutatdsokhoz, amelyek
antioxidans, gyulladascsokkentd €s neuroprotektiv hatasokat irtak le [85, 98, 163]. Ugyanakkor
jelen munka kifejezetten a retina I/R karosodas kontextusaban igazolja ezen hatdsokat. Fontos

hangsulyozni, hogy a vizsgalat tobb, a karosodas kialakulasaban szerepet jatszé molekularis
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folyamat egyidejli elemzésével atfogdbb képet ad a vegyiilet hatdismechanizmusarél, mint az
egyetlen biomarkerre korlatozoddé megkozelités. A gyulladés, az oxidativ stressz és az
apoptozis egyidejii mérséklddése arra utal, hogy a pterostilbén tobb, egymassal 6sszefiiggd
koros mechanizmust befolydsol. Az eredmények lehetséges klinikai jelentdségét tamasztja ala,
hogy az I/R mechanizmusa szdmos retinalis korkép patogenezisében kdzponti szerepet jatszik,
igy tobbek kozott a diabéteszes retinopatidban, az idéskori makuladegenerdcidban, a
glaukomaban ¢€s a centralis retinaartéria-elzarédas esetében is [158, 171, 172]. Ugyanakkor
hangsulyozand6, hogy a vizsgalat allatkisérletes modellen alapult, ami az eredmények
kozvetlen human alkalmazhatosagat korlatozza.

A pterostilbén klinikai felhasznalhatésdganak megitéléséhez elengedhetetlen a megfeleld
dozistartomany meghatarozasa, az alkalmazasi mod optimalizaldsa, a biohasznosulas
vizsgalata, valamint a hosszl tdva biztonsagossag értékelése. Tovabbi korlatozé tényezd, hogy
a jelen munka elsésorban az akut I/R fazisra fokuszalt, annak igazolasahoz, hogy a megfigyelt
molekularis és funkcionalis valtozdsok tartds neuroprotektiv elényt eredményeznek-e,
hosszabb tavu utankovetés sziikséges. Az eredmények alapjan a pterostilbén mérsékelte az I/R
karosodéashoz tarsuld oxidativ stresszt, gyulladasos jelatvitelt és apoptotikus aktivitast, ami
Osszhangban 4ll a megfigyelt funkciondlis és morfoldgiai javulassal. Az oxidativ stressz, a
gyulladésos jelatvitel €s az apoptotikus aktivitds mérséklodése egylittesen arra utal, hogy a
vegyiilet képes csokkenteni a retindlis karosodas stlyossagat és hozzajarulni a funkcionalis
integritds megdrzéséhez. A latdsromlas és a kognitiv hanyatlas kozotti klinikailag igazolt
Osszefiiggés alapjan a retinélis funkcié megdrzése nem kizarolag szemészeti szempontbdl bir
jelentéséggel, hanem az életmindség hosszabb tava alakulaséra is kedvezd hatassal lehet [173,

174]. A megfigyelt hatismechanizmus 0sszefoglalasat a 24. abra szemlélteti.
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24. abra. A pterostilbén hatdsdnak Osszefoglaldo 4abraja retina iszkémia—reperfuzids
karosodasban. (BioRender, sajat készitésti abra)

Az értekezés masodik kisérletében a CCK jelatvitel szerepét vizsgaltuk a csontveldi CFU-GM
karboplatin altal kivaltott karosodadssal szembeni sériilékenységének alakuldsaban, kiilonds
tekintettel a granulopoézis szabalyozasara. A mielotoxicitas a karboplatin egyik doéziskorlatozo
mellékhatasa, amely jelentdsen hozzdjarul az onkologiai gyogyszerek sziik terdpias ablakahoz.
A vérképzés valamennyi sejtvonala érintett lehet, ugyanakkor a CFU-GM populacié az egyik
legfontosabb célpont, mivel karosodasuk kozvetleniil korlatozza a kezelési protokollokban
alkalmazhat6 dozisokat. Elhizott betegekben bizonyos daganattipusok kockdzata magasabb, és

a betegség kimenetele is kedvezbtlenebb, mint a normal teststilytiaknal [175].
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A CCK- antagonistakat elsOsorban a pancreas- és hepatokarcindmak kezelésére vizsgaljak,
amelyek gyakorisaga obezitdsban fokozott, és prognodzisuk is kedvezoétlenebb, mint a nem
elhizott betegek esetében [176, 177]. Az inzulin, a leptin és a CCK szerepet jatszanak a
jollakottsag szabalyozasaban, és e hormonok miikddészavarai szoros Osszefiiggést mutatnak az
obezitas ¢s szovodményeinek kialakulasaval [178, 179]. Szdmos citokin irdnyitja €s tAmogatja
a CFU-GM és elddsejtjeik proliferaciojat, differencidciojat és tilélését. A GM-CSF és a G-CSF
elnevezése is e kozponti szereplikre utal a granulopoézisben. Kevésbé ismert ugyanakkor, hogy
az inzulin és a leptin szintén serkentd €s védo hatast gyakorolnak a hemopoetikus dssejtekre,
valamint a progenitor sejtek széles korére, beleértve a CFU-GM-et is [180, 181].

A leptin serkenti a kolecisztokinin felszabaduldsat a bélbdl, mig a kolecisztokinin befolyésolja
a leptin eloszlasat, valamint szabalyozza az inzulin felszabadulasat a hasnyalmirigybdl. Az
emlitett harom hormon kozott szdmos szovetben kifejezett szinergista kolcsonhatdsok
figyelhetok meg [182, 183]. A CCK szerepe a hematopoézisben eddig nem volt ismert,
ugyanakkor Miyamoto és mtsai [184] kimutattdk, hogy CCK-1 receptor-hidnyos egerekbdl
szarmazo6 csontveld-transzplantacid proinflammatorikus makrofagok kialakulasahoz vezetett,
¢s sulyosbitotta a diabéteszes vese karosodasat, ami arra utal, hogy a kolecisztokinin a
granulopoézist a CCK-1R-fiiggd jelatviteli itvonalon keresztiil befolyésolja.

Vizsgaltuk az OLETF patkdnyok hematopoézisét, amelyekben genetikai eredetii CCK-1R-
hiany all fenn, valamint a vad LETO patkanyokét is, amely torzsbol az OLETF patkanyok
szarmaznak. Az OLETF patkanyokat az obezitds és a nem-inzulin-dependens diabétesz
mellitusz jol jellemzett allatmodelljeként hoztdk létre [101]. Korabbi kisérleteinkben a
karboplatin csontveld-toxicitasa fokozott volt in vivo db/db egerekben, amelyek az obezitassal
tarsult diabétesz mellitusz modelljeként szolgéalnak [185]. Az OLETF patkdnyokban koriilbeliil
18 hetes korban alakul ki diabétesz mellitusz, ezért a diabetesz mellitus hatasainak kizarasara
kisérleteinkben 8 hetes, normal éhomi vércukorszinttel rendelkez6 allatokat hasznaltunk.
Ugyanakkor az inzulinrezisztencia teljes kizardsa ebben az életkorban sem volt lehetséges,
mivel az allatok ekkorra mar talstilyosak voltak. Bar a hematopoézis kezdetben megdrzottnek
tlint az obez OLETF patkdnyokban, CFU-GM progenitoraik érzékenysége szignifikdnsan
nagyobb volt a karboplatin toxicitdsara, mint a LETO patkanyoké. Az inzulinrezisztencia
onmagaban is csokkenti a karboplatin-toxicitassal szembeni érzékenységi kiiszobot [186]. Ezért
a tovabbi kisérletekben vad tipusi, nem obez LETO patkanyokat alkalmaztunk annak
vizsgélatara, hogy fiziologias koriilmények kozott hogyan befolyasoljak a CCK-antagonistak a

CCK-receptorokon keresztiil a granulopoézist.
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Korabbi vizsgalatainkban a proglumid gatolta az étkezést kovetd teljes test inzulin-
szenzitizaciot 10 mg/kg feletti dozisban [187], mig a lorglumid 10 mg/kg dozisban gatolta a
cerulein altal kivaltott pancreas-amildz szekréciot patkanyokban [188]. Ennek megfeleléen 10
mg/kg proglumidot és 13 mg/kg lorglumidot alkalmaztunk, amelyek ekvimolaris adagolast
¢lettani hatdssal bir6 dozistartomanyba esnek. Az inzulinérzékenységhez/-rezisztencidhoz
kapcsolodo kozvetett hatdsok, valamint a CCK-antagonistak csontveldi sejtekre gyakorolt
kozvetlen hatasainak elkiilonitése érdekében egy alacsonyabb, 8,4-10° mol/kg dozist is
alkalmaztunk, amely 3 mg/kg proglumidnak, illetve 4 mg/kg lorglumidnak felel meg. Tovabba
a proglumid és a lorglumid kozvetlen hatdsait in vitro is vizsgaltuk csontveldi
sejttenyészetekben. Megallapitottuk, hogy a CCK-antagonistak szignifikdns gatld hatést
fejtettek ki a CFU-GM progenitorokra mind in vivo, mind in vitro koriilmények kozott.
Nemcsak a nem szelektiv proglumid, hanem a CCK-1R-szelektiv lorglumid is karositotta a
CFU-GM sejteket, ugyanakkor a lorglumid hatdsa kifejezettebbnek bizonyult, mint a
proglumidé. A lorglumid mar 4 mg/kg dézisban is mérhetden rontotta a granulopoézist, mig a
proglumid az ekvimolaris ddzistartomanyban nem fejtett ki kimutathaté hatdst. Magasabb
dozisok alkalmazésa esetén azonban mindkét CCK-antagonista gatolta a CFU-GM progenitor
sejtek miikodését.

In vitro koriilmények kozott a CCK-antagonistak dézisfiiggé médon csokkentették a CFU-GM
progenitor sejtek aktivitasat, ami egyértelmiien aldtdmasztotta a csontveldi progenitorokra
kifejtett kozvetlen sejtszintli hatdsukat. Az ICso értékek a lorglumid és proglumid esetében
sorrendben 47,37 uM ¢és 76,82 uM voltak.

Mindkét CCK-receptor szerepet jatszik a hasnyalmirigy-daganatok karcinogenezisében,
ugyanakkor a rendelkezésre allo klinikai adatok alapjan a CCK-1 receptor specifikusabb
jelentdsége valdsziniisithetd, mivel egy rendkiviil szelektiv CCK-2R-antagonista (Z-360) nem
bizonyult hatékonynak attétes hasnyalmirigy-karcinomaban egy II. fazisu klinikai vizsgalat
soran [189]. Mind a proglumid, mind a lorglumid hatékonynak bizonyult in vivo allatkisérletes
modellekben a hasnyalmirigy -karcindma ellen [135]. A devazepid, amely a lorglumidtol és a
proglumidtol eltérd kémiai szerkezetli, CCK-1R-szelektiv antagonista, szintén szignifikansan
csokkentette a hasnyalmirigy-daganatos sejtek invazivitasat egérmodellekben [136], ami a
CCK-1 receptor kozvetitett, specifikus hatdsmechanizmusra utal.

Tehat megallapithatd, hogy az allatkisérletekben antitumor hatékonysagot mutato

dozistartoméanyok atfedést mutattak azokkal a dozisokkal, amelyek sajat kisérleteinkben a

crer
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lorglumid 10 mg/kg parenteralis adagolas mellett gatolta a hasnyalmirigy-karcinogenezist
patkanyokban [135, 188], mig a proglumid pancreas- és hepatokarcindémaval szemben mutatott
hatékonysagot 0,1 mg/ml koncentracidban az ivovizben, ami egérmodellben megkozelitdleg 30
mg/kg oralis dozisnak felelt meg [133, 190, 191]. Ezenfeliil a CCK-antagonistakkal végzett
elokezelés fokozta a CFU-GM progenitor sejtek karboplatinnal szembeni érzékenységét. A
platinaalapti gyodgyszerek a daganatellenes kezelések egyik alapvetd pillérét képezik, és a
kemoterapidban részesiild betegek mintegy fele részesiil ilyen tipust kezelésben. A karboplatin
a platinaszarmazékok kozott kedvezObb nem-hematoldgiai toxicitasi profillal rendelkezik,
mivel a nefro- €s neurotoxicitds mértéke mérsékeltebb, mint mas platina-vegyiiletek esetében.
Paklitaxellel kombinalva a karboplatint szamos szolid tumor kezelésében alkalmazzik, igy
példaul petefészek-, endometrium-, nem kissejtes tiido- és méhnyak-daganatokban [192-195].
Valamint hatékonynak bizonyult elérehaladott pancreas adenokarcindémak ¢€s hepatocellularis
A karboplatin doéziskorlatozé mellékhatdsa ugyanakkor a mielotoxicitas, amely
trombocitopénidban és kifejezett neutropénidban nyilvanul meg. Paklitaxellel torténd
kombinacié esetén a trombocitopénia mértéke mérsékelhetd, azonban a karboplatin altal
indukalt neutropénia érdemben nem befolydsolhat6 [198].

Sajat eredményeink alapjan a CCK-1R-szelektiv lorglumiddal végzett eldkezelés a CFU-GM
progenitor sejtek érzékenységét nagyobb mértékben fokozta, és a karboplatin myelotoxikus
hatasat kifejezettebben erdsitette, mint a nem-szelektiv proglumid. A proglumid, mint nem
szelektiv CCK-receptor-antagonista, szeptikus allapotban csokkentette a neutrofilek és
periférids vér mononukledris sejtjeiben [200, 201], valamint periférids vérbol szarmazo
polimorfonuklearis leukocitakon is igazoltdk [129]. Patkany tiid6 intersticialis makrofagjaiban
mind a CCK-1R, mind a CCK-2R expresszidjat kimutattak, és lipopoliszacharid-stimuléacio
hataséara ezen receptorok génexpresszioja fokozodott [202]. Peritonealis makrofagokban ezzel
szemben kizarolag CCK-1R volt detektalhatd, mig a CCK-2R jelenléte nem volt kimutathato,
és a CCK-1R génexpresszidja lipopoliszacharid hatdséara szignifikansan emelkedett. A CCK
gyulladascsokkentd és immunmoduldlo hatdsai tilnyomoérészt a CCK-1 receptor kozvetitésével
érvényesiilnek, beleértve az iNOS expresszido csokkentését, az NF-kB-jelatviteli utvonal
aktivitasanak mérséklését, valamint a fagocitozis és a makrofagok altal kozvetitett szoveti
infiltraci6 gatlasat, amelyek potencialisan kedvezd hatdssal birhatnak szeptikus allapotokban.
Ezzel szemben a devazepid, egy CCK-1R-szelektiv antagonista, képes volt ezen

immunmodulalé hatdsok egy részének gatlasara [130] [141]. Azonban a HL-60 promielocitas
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leukémias sejtvonalban kimutattadk a CCK-2R jelenlétét [129]. Ugyanakkor jelenleg nem allnak
rendelkezésre egyértelmli adatok arra vonatkozoan, hogy ezek a receptorok normal
hematopoetikus sejtekben is megtalalhatok-e. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a
normdl CFU-GM progenitor sejtekben nemcsak a CCK-2R, hanem a CCK-1R is
expresszalodik, és potencidlisan védo szerepet tolthet be. Mindkét receptort kimutattuk a LETO
patkanyok CFU-GM-ben gazdag csontveldjében. A proglumid 10 mg/kg dozist, négy héten at
alkalmazott oralis kezelése mindkét receptor expressziodjat csokkentette. Az OLETF
patkanyokban, ahol genetikai okb6ol a CCK-1R funkciondlisan hianyzik, kizarélag a CCK-2R
volt kimutathat6. A LETO patkanyok CFU-GM sejtjeiben mindkét CCK-receptort detektaltuk,
¢s a CCK-antagonistakkal végzett kisérleteink arra utaltak, hogy az obez OLETF patkanyokban
fennalld6 CCK-1R-hiany legalabb részben hozzéajarulhat a csontveldi progenitor sejtek
karboplatinnal szembeni fokozott érzékenységéhez. Erdemes megemliteni, hogy az anorexigén
hatast inzulin és leptin is szerepet jatszik a limfo- és mielopoézis fenntartdsdban [180, 181], és
korabbi vizsgalatainkban az inzulin granulopoézist védo hatasat is igazoltuk [203].

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a CCK szintén véddé szerepet tdlthet be a
granulopoézisben. A jelen vizsgalat adatai Osszességében arra utalnak, hogy a CCK-1
receptorok szerepet jatszanak a granulopoézis szabalyozdsdban. Az a tény, hogy a leptin- vagy
CCK-agonistakkal végzett terapids probalkozasok nem bizonyultak hatékonynak az
obezitasban jelentkezo étvagyfokozodas csokkentésében, arra utal, hogy az inzulinrezisztencia
mellett mas citokinekkel szembeni csokkent érzékenység kialakuldsa is feltételezhetd [204].
Ezt tamasztjak ald Desai és mtsai. [205] eredményei is, akik kimutattak, hogy a CCK-1
valaszkészsége populacion beliil valtozo, és obez betegekben csokkent a normal stlyu
betegekhez képest. Korabban kimutattuk, hogy az inzulinrezisztencia a csontveldi progenitor
sejtek miikodését is érinti, €s hogy a rosiglitazon, egy inzulinérzékenyitd szer, véddhatassal bir
a 5-fluorouracil altal kivaltott mielotoxicitassal szemben [203, 206]. Legutobbi eredményeink
Osszhangban allnak Miyamoto €s munkatarsai [184] megfigyeléseivel, amelyek szerint a CCK
védo szerepet jatszik a granulopoézisben a CCK-1 receptor kozvetitésével, a normal csontveld-
eredeti makrofagok képzddése soran. A CCK-antagonistdk alkalmazédsa befolyasolta a
granulopoézist, és érzékenyebbé tette a CFU-GM sejteket a karboplatin toxicitasaval szemben,
feltehetden azéltal, hogy gatolta a kolecisztokinin CCK-1 receptoron keresztiil érvényesiild
védOhatasat, amely a funkcionalisan relevans, specifikus kolecisztokinin-receptor.
Osszhangban a korabbi publikaciokkal, amelyek a kolecisztokinin immunmodullo hatésait
irtak le az érett makrofdgokon [129, 141, 199, 202], vizsgalataink igazoltak, hogy ezek a

szabalyozd funkcidk a csontveldi progenitor sejtek szintjén is érvényesiilnek.
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Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a CCK-receptorok CFU-GM sejtekben betoltott funkciondlis

szerepének ¢€s biologiai jelentéségének pontosabb megértéséhez.

Amennyiben a CCK védo szerepe kiilonboz

lettani és koros allapotokban is megerdsitést

nyer, annak szadmottevd klinikai relevancidja lehet, nemcsak a daganatok kezelésében

alkalmazott CCK-antagonistdk esetében, hanem egyéb indikacidkban is, példaul elhizdsban

vagy immunszuppressziv terapiak soran.

A masodik kisérletsorozat soran feltart eredmények és dsszefiiggések osszefoglalasat a 25. abra

mutatja be.
A Patkanymodellek
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é CCK-1R X é CCK-1R 7
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T CFU-GM karboplatin- normal granulopoézis
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Genetikai CCK-1R hiany - fokozott CFU-GM
sériilékenység

C In vitro CFU-GM assay
(o2 B ) CFU-GM progenitor sejtek
‘ : |+ proglumid / + lorglumid
S =/
Eredmény:

o dozisfiiggé CFU-GM gatlas
¢ Proglumid ICs0 = 76,82 uM
e Lorglumid ICso = 47,37 uM

A CCK-antagonistak kdzvetlen, sejtszintl hatast fejtenek ki a CFU-

GM progenitor populdcidra

B

LETO + CCK-antagonistak (in vivo)

&

¥ X
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3 /10 mg/kg 4 /13 mg/kg
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Eredmény:
\ e | CFU-GM
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e T karboplatin-
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e CCK-1R megléte —» CFU-GM védelem —
mérsékeltebb karboplatin-toxicitas
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A CCK-1 receptor védo szerepet tolt be
a granulopoézisben. Hianya vagy
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sejtek karboplatin-indukalt
karosodasat.

25. abra. A CCK-jelatvitel és a CFU-GM progenitor sejtek karboplatin-érzékenysége kozotti
Osszefliggések Osszefoglalasa. (BioRender, sajat készitésii abra)



7  Osszegzés - Summary

Kutatocsoportunk célja a pterostilbén, valamint a kolecisztokinin és antagonistai szerepének
vizsgalata volt kisérletes patkanymodellekben, eltérd korélettani kornyezetben. Munkank soran
olyan folyamatokat vizsgaltunk, amelyekben a sejtkarosodds mértéke kisérletesen
befolyasolhat6d egy természetes eredetli vegylilet alkalmazasaval, illetve endogén szabalyoz6
rendszerek mitkodésének modositasaval.

Az ¢értekezés elsd részében patkany retina iszkémia—reperfiiziés modellben elemeztiik a
pterostilbén hatdsat. Eredményeink alapjan a pterostilbén kedvezden befolyasolta a retina
funkcionalis allapotat, és csokkentette az iszkémia—reperfuziohoz tarsuld funkciondlis,
strukturalis és molekularis eltérések mértékét.

Az értekezés masodik részében a csontveldi CFU-GM karboplatinnal szembeni érzékenységét
vizsgaltuk kolecisztokinin receptor antagonistdk alkalmazasa, illetve CCK-1 receptorhiany
mellett. A kapott eredmények szerint mind a kolecisztokinin receptorok farmakoldgiai gatlasa,
mind a CCK-1 receptorhiany fokozta a progenitor sejtek citotoxikus hatdsokkal szembeni

érzékenységét, ami a kolecisztokinin granulopoézisben bet6ltott szerepét tdmasztja ala.

The aim of our research group was to investigate the role of pterostilbene, as well as
cholecystokinin and 1its antagonists, in experimental rat models under different
pathophysiological conditions. In our work, we examined processes in which the extent of
cellular damage can be experimentally modulated by the administration of a natural compound
and by the modification of endogenous regulatory systems.

In the first part of the dissertation, the effects of pterostilbene were analyzed in a rat model of
retinal ischemia—reperfusion injury. Based on our results, pterostilbene favorably influenced
retinal functional status and reduced the extent of ischemia—reperfusion—associated functional,
structural, and molecular alterations.

In the second part of the dissertation, we investigated the sensitivity of bone marrow CFU-GM
progenitors to carboplatin under conditions of cholecystokinin receptor antagonist treatment
and CCK-1 receptor deficiency. According to the obtained results, both factors increased the
sensitivity of progenitor cells to toxic insults, supporting the role of cholecystokinin in the

regulation of granulopoiesis.
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8 Az értekezés uj megallapitasai

Patkéany retinalis iszkémia—reperfizios modellben a retina funkcionalis allapota pterostilbén
kezelés hatdsara szignifikansan javul, amit az ERG vizsgalatok sordn mért szkotdpias b-hullam

amplitudok ndvekedése igazol a vivoanyaggal kezelt iszkémids csoporthoz viszonyitva.

A retina strukturalis integritasdnak megdrzése pterostilbén kezelés mellett mind iszkémias,
mind nem iszkémias koriilmények kozott kimutathatd, mivel a kezelés szignifikdnsan mérsékli

az iszkémia—reperfuzid kovetkeztében kialakul6 retinavékonyodast.

A retina I/R karosodésara jellemzd reaktiv gliozis és sejtes stresszvalasz pterostilbén kezelés
hatdsara szignifikdnsan csokken, amit a GFAP ¢és HSP70 fehérjék expressziojanak

mérséklodése tamaszt ala.

A gyulladasos ¢és apoptotikus jelatviteli folyamatok aktivacidja pterostilbén kezelés mellett
jelentdsen mérséklddik a retina szovetében, amit az NFkB és PARP1 fehérjék csokkent

expresszidja igazol.

CCK-1 receptorhianyos, elhizott OLETF patkdnyokban a CFU-GM karboplatinnal szembeni
érzékenysége szignifikansan fokozott, amit a dozis—hatas gorbe balra tolodasa és az ICso érték

csokkenése mutat.

CCK receptor antagonistak alkalmazdsa nem elhizott LETO patkanyokban szignifikdnsan

csokkenti a CFU-GM progenitor sejtek szamat in vivo, ami a granulopoézis karosodasat tiikrozi.

A CCK-1R-szelektiv lorglumid alacsony do6zisban is kifejezettebb CFU-GM-csokkentd hatast
fejt ki, mint az azonos molszamu, nem szelektiv proglumid, ami a CCK-1 receptor kiemelt

szerepét timasztja ala a granulopoézis szabalyozasaban.
Proglumid és lorglumid eldkezelés fokozza a CFU-GM progenitor sejtek karboplatinnal

szembeni érzékenységét, ami dozisfliggd modon csdkkent koloniaképzd képességben nyilvanul

meg.
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In vitro csontveldi sejttenyészetekben mindkét CCK antagonista kozvetlen, dozisfiiggd gatlo

crer

mechanizmusok elsddleges szerepét.

CFU-GM progenitor sejtekben mind a CCK-1R, mind a CCK-2R expresszidja kimutathato,
mig CCK-1R-hianyos OLETF patkényokban kizarolag a CCK-2R van jelen. Eredményeink
arra utalnak, hogy a kolecisztokinin protektiv hatast fejt ki a granulopoézis soran, amely

dontéen CCK-1R-medialt mechanizmusokon keresztiil érvényesiil.
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