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Gyakran hasznalt roviditések jegyzéke

5-HT — 5-hidroxi-triptamin = szerotonin

AMD - Age-related Macular Disease — idéskori makuladegeneracio
BDNF - Brain-Derived Neurotrophic Factor (agyi eredetii novekedési faktor)
BK — beteg (iszkémias, vivéanyaggal kezelt) kontroll

DHK — DMT + harmalin kezelt csoport

DMT - N'N-dimetiltriptamin

EK — egészséges (nem iszkémids, vivoanyaggal kezelt) kontroll
ERG - elektroretinografia

FK — fiatal kontroll csoport

GFAP — glial fibrillary acidic protein = gliafibrillaris savas fehérje
HK — harmalin kezelt csoport

Hsp70 — 70kDa Heat Shock Protein = 70 kDa molekulatomegii hésokkfehérje
IEF — 1dds, erdltetett futd csoport

1K — 1dds, inaktiv kontroll csoport

IRF — 1d&s, rekreécios futd csoport

I/R — iszkémia-reperfuzid

KIR — kozponti idegrendszer

NF«B - nuklearis faktor-kappa B

MAO — monoamin-oxidaz

MMP — matrix metalloproteinaz

PARP - poli-ADP-rib6z polimeraz

ROS — reactive oxygen species = reaktiv oxigén gyok

SIG1R — Sigma-1 receptor

SIRT6 — szirtuin 6 fehérje

SOD - szuperoxid dizmutéz



1. Bevezetés

»Az Oregedés az id0 mulasaval megallithatatlanul felhalmozodd valtozasok
Osszessége, amelyek Osszefliggnek vagy felelések a folyamatosan novekvo
betegségekkel vagy halallal szembeni fogékonysagért és ezen valtozasok kéz a

kézben jarnak az elérehaladott életkorral.,,

Dr. Denham Harman 1981.

A vérhato élettartam dramaian megnétt az elmlt évtizedekben. A legijabb becslések szerint
2050-re a 60 év felettick szama vilagszerte csaknem megharomszorozodhat (1). A hosszabb
¢lettartam azonban gyakran egylitt jar az ¢életmindséget korlatozo korallapotok és
kisérobetegségek terhével (2). A kor elérehaladtaval parhozamosan né a szem degenerativ
betegségeinek kockazata, a 80 év felettiek korében a latasromlas prevalenciaja meghaladja a
20%-ot (3, 4).

A latoszerviink kiemelt fontossagat mutatja a tény, hogy az emberi agy altal feldolgozott
informaciok 90%-a vizualis forrasokbol szarmazik (5). A retina egy érzékeny idegszovet, amely
a kornyezetlinkbdl szarmaz6 fényt detektalja, majd vizudlis jeleket allit eld, amelyeket az agy
nyakszirti lebenyébe tovabbit. Eletiink soran allandé fényexpozicionak vagyunk kitéve, ami
oxidativ stressz provokald hatasa miatt hosszii tdvon kumulativ retinakarosodast
eredményezhet (6, 7). Az dregedéshez tarsulo szembetegségek jelent6s hanyada ellen a klinikai
gyakorlatban még nem 4all rendelkezésre hatékony kezelés, ezért kiemelt fontossagli olyan
terapias modszer feltarasa, ami alkalmas lehet a retina funkciojanak megérzésére és az iddskori
latasvesztés megeldzésére (8).

Az ayahuasca egy tradicionalis fézet, amelyet évszazadok 6Ota alkalmaznak elsésorban Dél-
Amerikaban vallasi szertartasokon hallucinogén hatasa miatt. Ez a pszichoaktiv tulajdonsag
tobb novény egyiittes hatasanak koszonhetd. A tradicionalis ayahuasca ital f-karbolinokban
gazdag gyogynovényekbdl (pl. Banisteriopsis caapi, Peganum harmala) all, amelyeket
hagyomanyosan N'N-dimetiltriptamin (DMT) tartalmu novénnyel (pl. Psychotria viridis,
Diplopterys cabrerana) kombinalnak, igy érve el a legintenzivebb és leghosszabb pszichoaktiv
hatast (9, 10).

Az elmult évtizedekben a DMT igéretes jeloltté valt szamos betegség kezelésében. Sigma-1

(Sig-1R) receptor agonista aktivitasa révén, felmeriilt neuroprotektiv hatasa is (11). A Sig-1R



"pluripotens modulatorként"” funkciondl, amely szabalyozza a sejtek talélését ¢és
differencidlodésat, valamint az endoplazmatikus retikulumot ért stressz esetén a sejtmagban
citoprotektiv és antioxidans fehérjék szintézisét inditja el. Ennek megfeleléen a Sig-1R
aktivalasa csokkenti a hipoxia és az oxidativ stressz okozta karosodast (11, 12). Ezen hatasok
miatt feltételeztiik és vizsgaltuk retinoprotektiv hatasat.

A B-karbolinokhoz tartozé harmalin a monoamino-oxidaz enzim A-tipusanak (MAO-A)
reverzibilis gatloszere ezért képes a triptaminok (pl. a DMT) hatasat potencirozni a lebomlasuk
gatlasa altal (11). A harmalin az elmult évtizedben nagy figyelmet kapott, alkalmazasa felmeriilt
daganatos, gyulladdsos és neurodegenerativ korképekben, valamint a kognitiv hanyatlas
kezelésében (13-15). A leglijabb vizsgalatok kimutattak, hogy a MAO enzimek fontos szerepet
jatszanak az oxidativ stressz kivaltasaban, mivel a neurotranszmitterek lebontasa kozben
hidrogén-peroxid és reaktiv oxigéngyokok keletkeznek. Ennek kdszonhetden az enzim gatlasa
antioxidans hatast kozvetithet (16, 17).

Az oxidativ stressz elleni védekezés fokozasaban, vagyis az antioxidans rendszer
aktivaldsdban nagy szerepe van a rendszeres fizikai aktivitadsnak. A testmozgas okozta stressz
(pl. hipoxia, hd, szabad gyokok stb.) olyan protektiv és reparativ funkciokat aktival a
szervezetben, melyek szamos endogén mediator felszabaditasaval és a génexpresszid
megvaltoztatasaval gyulladascsokkenté és antioxidans hatasokat kozvetitenek, valamint
javitjak az energiahomeosztazist (18). Szamos tanulmany feltételezi, hogy a testmozgas
dozisfiiggd hatdsu, ami arra utal, hogy a testmozgas intenzitdsdnak ndvekedésével a sport
jotékony hatasai is fokozodnak (19-21). Ujabb kutatasok azonban ramutattak az életkor
fontossagara is, melyek szerint idds korban a magas intenzitasu testmozgas nem jar érzékelhetd
elényokkel az alacsony intenzitasu testmozgassal szemben, S6t negativ hatasai is lehetnek (22-
24). Az ilyen intenziv terhelés nagy mértékii szabadgyoktermeléshez, és oxidativ stresszhez
vezethet, ezaltal karosithatja a makromolekulakat és a biologiai folyamatokat a szervezetben.
Ennek kovetkeztében azt feltételezhetjiik, hogy az erdltetett fizikai aktivitas felgyorsithatja az

egészséges oregedés folyamatat (2, 25).
2. Célkitiizés

Vizsgalataink f0 céljaul tiztiik ki, hogy potencialis terdpids intervencidok hatékonysagat
teszteljiik idoskorral 6sszefiiggd szemészeti betegségek kivédésében. Tovabba célunk volt ezen
preventiv. modszerek funkciondlis ¢és molekularis hatdsainak pontos feltarasa. Els6

kisérletiinkben az ayahuasca két f6 Gsszetevdjének, a DMT-nek és a harmalinnak bioldgiai



hatasait vizsgaltuk a szem iszkémia-reperfizios (I/R) karosodasaban, amely szamos idéskorban
annak megallapitasa volt, hogy a nagy intenzitas testmozgas vagy a szabadidds, rekreacios
tevékenység elonydsebb 1dds allatok szemében és azonositani kivantuk a szem molekuléris és
funkcionalis valtozasait az eltérd aktivitdsu csoportokban. Mindkét vizsgalat sordn a szem
ideghartyajanak funkcionalis vizsgalatat elektroretinografias mérésekkel teszteltiik, a retina
analizissel vizsgalatuk, mely soran nagy hangsulyt fektettiink a sejthalalban, az oxidativ stressz

kivaltasaban, az antioxidans hatasok kozvetitésében fontos fehérjékre.

3. Irodalmi attekintés

Az Oregedés a kronikus betegségek legnagyobb rizikofaktora (26). A varhat6 élettartam
novekedése magaval vonja a kronikus (nem-fert6zd) betegségek - ugy mint cukorbetegség,
sziv-érrendszeri és 1égzOszervi betegségek, daganatos megbetegedések - emelkedett

prevalenciajat és parhuzamosan a szemet érinté degenerativ betegségek kockazatat (3, 27, 28).

3.1. Statisztikai adatok

Egy 2020-as statisztika alapjan a latdsromlds megkdzelitéleg 1,1 millidrd embert érint
vilagszerte, amely becslések szerint 2050-re elérheti az 1,8 milliard fét (29). A retina vagyis az
ideghartya oregedése elkeriilhetetlentil annak funkcionalis hanyatldshoz, tehat latasromlashoz
vezet. Az 1d0s0d6 népesség latasvesztése a kognitiv hanyatlas, a tdrsadalmi elszigetelddés €s
egyéb szervrendszereket érintd megbetegedések fokozott kockdzataval jar egylitt, ami
jelentdsen rontja az életmindséget és noveli az egészségligyi szolgaltatokra nehezedd terheket
(3). Az 50 éves és annal id6sebb populacioban a glaukoma, a diabéteszes retinopatia valamint
az idéskori makuladegeneracio (a sziirkehalyog €s a szem torési hibai mellett) vezetd okként

crer

19 milli6 ember életét korlatozza vilagszerte (2020-as adatok alapjan) (lasd 1. abra).
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1. dbra: Egyes szemészeti korképek szerepe a latdsromlés etioldgidjaban az 50 éves

¢és annal idésebb populacioban globalis adatok alapjan (29).

Ezen korképek el6forduldsa novekszik az életkorral (lasd 2. dbra), kezelésiik a mai napig

nagy kihivast jelent az egészségligyben (29).
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2. abra: A szemészeti korképek prevalenciaja vilagszerte 50 éves életkorban és
afelett 1000 fére vonatkoztatva (KSLV = kozepesen stlyos vagy sulyos
latasvesztés), 2020-as adatok alapjan. A folytonos vonalak jelzik a nemekre
vonatkoztatott adatokat, mig a szinezett teriiletek a 95%-0s bizonytalansagi

intervallumokat (29).



3.2. A szem felépitése

A szemet mint funkciondlis egységet a szemgolyo, a latdideg, a szemmozgatd izmok, a
szemhéj, a kotohartya ¢és a konnymirigyek alkotjak, melyek az arckoponya csontos
bemélyedésében, a szemgddorben helyezkednek el. Az csontos konkav iireg anatomiai
szempontbol komplex képzddmény, ragcsalok esetében 8 csont alkotja: os maxillis, 0s
lacrimale, os zygomaticum, os frontale, os temporale, os sphenoidale, os ethmoidale és os
palatinum (30). A ragcsalok szemének és latopalyajanak felépitését a 3. és 4. abra szemlélteti.

A latds a szem azon képessége, hogy a lathatd fényt fokuszalja az ideghértyan és lehetdvé
tegye ezaltal egy kép leképezését az agyban. Ezt a szem hatso szegmensében talalhato retinalis
fotoreceptorok teszik lehetévé. Miel6tt azonban a lathatod fény hullamhossza elérné a retinat, at
kell haladnia a szem eliils6 részein: a szaruhartyan, a szemlencsén €s a transzparens livegtesten.
Miutan a fény eléri a retinat, penetralnia kell annak teljes vastagsdgat, hogy elérje a
fotoreceptorok rétegét, mivel azok az ilivegtesthez képest a neurondlis retina legtavolabbi
rétegében helyezkednek el. Anatomiai szempontbdl a fotoreceptorok rétege €s azok szinaptikus
rendszere alkotja a "kiilsd retindt", mig az interneuronok (bipolaris, horizontalis és amakrin
sejtek), a ganglionsejtek valamint azok szinaptikus hdlozata hozza 1étre a "belsd retina” rétegét
(31). A fotoreceptorok metabolikus aktivitasa rendkiviil magas, egyes becslések szerint 3-4-
szer meghaladja a kozponti idegrendszeri neuronokét, ezért fundamentdlis a megfeleld
vérellatas biztositdsa. Ragcsalok esetén, az emberi szemhez hasonléan a retina kettds
vérellatassal rendelkezik. Az a. centralis retinae — az a. ophtalmica aga - és annak agai latjak el
a neuroszenzoros retina belsé kétharmadat. A kiilsé egyharmadot a choriocapillaris rendszer (a.
ciliaris agai) latja el (lasd 5.abra). Ragcsalokban altalaban négy-hat retinalis arteriola van, de
ez a szam igen nagy variabilitast mutat. A fotoreceptorok kdzvetlen tapanyagellatasat a retinalis
pigmentham alatti choroidalis érrendszer biztositja, amely mar az érhartya (uvea, tunica
vasculosa) része.

Az érhartya 3 részbdl all, a choroidea rétegébdl, a sugartestbdl €s az iriszbdl. Az irisz egy
gylrli forméju képzédmény, melynek kozépso részén talalhato a pupilla, és kiilon valasztja az
eliilsé és hatulsd csarnokot. A sugartest a hatulsd csarnokban talalhaté és izomrostokbol
valamint két réteg epitéliumbdl all, egy kiils6 pigmentalt és egy belsd nem-pigmentalt
epitéliumbol, amely a retinalis pigment epitéliumban és a retinaban folytatodik. Az emberi
szem esetében a sugartestben talalhatdo izomrostok a szemlencséhez kapcsolddnak és
szabalyozzak annak feszességét, ezaltal a kozeli targyakra torténd fokuszalast teszik lehetdve,
mely folyamatot akkomodacionak neveziink. A ragcsalok sugarizom hidnyaban képtelenek az

akkomodaciora. A patkanyok szemében a szemlencse a Szem 75%-at foglalja el, mely



jelentdsen eltér a human szemben lathato aranyoktol (1asd 3. abra). A sugartest nem-pigmentalt
epitélium rétege felelds a csarnokviz termelddéséért.

A csarnokviz termel6désénck és elvezetésénck szabalyozasa felel6s a szem intraokularis
nyomasanak fenntartasaért és szabalyozasaért. A csarnokviz a hatulsé csarnokbol az eliilsd
iranyaba aramlik, ahol a cornea és irisz hataran 1évo elvezetérendszer (trabekularis hélozat,
Schlemm csatorna, uveosclera utvonal) segitségével tavozik.

A szemet kiviilrdl egy rostos burok veszi korbe, amelyet a szem eliils0 részén
szaruhartyanak, cornednak neveziink, mig a bulbus tobbi részét koriildleld szakaszat scleranak
nevezzik. A sclera rétegében tapadnak a szemmozgat6é izmok, melyekbdl a ragesalok esetén 7
talalhato (4 egyenes, 2 ferde, 1 szemhéjemeld). Az emberi latoszervtdl eltéréen, a szemmozgatd
izmok kornyezetében a bulbus mogott taldlhaté a Harder-mirigy, amely az un. ,.harmadik
szemh¢j” kiindulasi pontjaként szolgdl. Lipid és porfirin gazdag szekrétumaval lubrikélja a
szemet és a szemhéjat. A szem jarulékos szervei koz¢ tartoznak még a szemhéjak, a ktohartya

valamint a konnymirigyek, melyek a szem mechanikai és kiszaradas elleni védelmét biztositjak.

Anatémiajuk az emberi szemhez hasonl6 (30).

A

eliilsé csarnok iivegtest

f

szaruhartya
lencse

3. abra: A ragcsalok szemének, latopalydjanak felépitése €s a retina rétegei. Az
angol roviditések jelentése: RPE = retindlis pigment epitélium; POS/PIS =
photoreceptor outer/inner segment/fotoreceptorok kiilsd/belsd szegmentuma;
ONL/INL = outer/inner nuclear layer, kiilsé/belsé magvas réteg; OPL/IPL =
outer/inner plexiform layer, kiilsé/belsd szinaptikus réteg; RGCL = retinal ganglion

cell layer, ganglion sejtek sejtmagjainak rétege (31).



(A) A szem eliilso szegmentuma
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4, abra: A szemgolyo¢ eliils6 szegmentuma (30).

3.3. Az ideghartya szerkezete

A szem belsO rétege a retina, egy Osszetett, tobb sejtrétegbdl alloé szovet, amely a fény
elnyeléséért és a keletkezd szignal agyba torténd tovabbitasaért felelds, és magaban foglalja a
neuroszenzoros retinat (neuronalis rétegek) €s a retinalis pigment epitéliumot is (30). A retina
szerkezetét €s a rétegek vérellatasat az 5. abra szemlélteti.

A neuroszenzoros retinaban oOtféle neuron talalhato: fotoreceptorok, bipolaris sejtek,
ganglionsejtek, horizontalis sejtek és amakrin sejtek. Ezen sejtek rétegekbe rendezddnek,
kialakitva igy a retina 10 rétegét. A szem belsejétdl kifelé haladva a kovetkezd rétegek
kiilonithetdk el: belsé hatarhartya (membrana limitans interna), latorostok rétege (stratum
neurofibrarum), ganglionsejtek rétege (str. ganglionare), belsé szinaptikus réteg (str. plexiforme
interna), belsd magvas réteg (str. granulosum interna), kiilsé szinaptikus réteg (str. plexiforme
externa), kiils6 magvas réteg (str. granulosum externa), kiilsé hatarhartya (membrana limitans
externa) és fotoreceptorok rétege. A neuroszenzoros retinan kiviil talalhato a retinalis pigment
epitélium (str. pigmentosum retinae), amelyet a Bruch-membran valaszt el a choroid rétegtdl.

A belso és kiilsé hatarmembrant a belsé magvas rétegben elhelyezkedé Miiller-sejtek
nyulvanyai alkotjdk. A latérostok rétege a ganglionsejtek nem-mielinizalt axonjainak
gylijteménye. Réagcsalokban ez a réteg a latdideg felé megvastagszik. Ezen idegrostok az
inhartya egy specidlis teriiletén, a lamina cribrosa-n at lépnek ki a szemgolyobol és

extraokularisan mar mielinhiivellyel rendelkeznek. A latdéideg kilépési helyét a retindn
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vakfoltnak nevezziik. Az emberi szemben a sargafolt (macula) részét képezod fovea centralis az
¢leslatas helye, amely egy avaszkularis tertilet, ahol a fotoreceptorok, ezen belill is a csapok
nagy sliriségben, szorosan egymas mellett helyezkednek el. Ragcsalokban nem létezik
¢leslatasra specializalt teriilet, mas néven sargafolt (macula) a szemfenéken (32).

A ragcsalokban a ganglionsejtek a str. ganglionare teriiletén egy rétegben helyezkednek el
¢s a legnagyobb stiriségben a latdéideg temporalis részén talalhatok, a dorzalis és periférias
retina felé csokkend stirtiséggel (30). A retina asztrocitai a latorostok és a ganglionsejtek
rétegében helyezkednek el (33). A bels6 szinaptikus réteg a bipolaris sejtek, ganglionsejtek és
amakrin sejtek kozotti szinapszisokbol all. Itt  helyezkednek el leggyakrabban az
immunrendszer részét képez6 mikroglia sejtek is (34). A bels6 magvas réteg a bipolaris, Miiller-
sejtek, horizontalis és amakrin sejtek sejttestjeit tartalmazza, és altalaban 6-9 réteg vastagsagu.
A retina rétegeit a bels6é magvas réteg belsé harmadaig a retina artériai taplaljak, mig a kiilsé
retina rétegeket a bels6 magvas réteg kiils6 kétharmadatol kezdédéen a chorioidealis erek latjak
el.

A kiilsé szinaptikus réteget a horizontalis €s a bipolaris sejtek kozotti szinaptikus
kapcsolatok hozzak létre. A kiils6 magvas réteg a fotoreceptorok (csapok és palcikak)
sejttestjeit tartalmazza. A palcikdk emberben és ragcsalokban egyarant a fotoreceptorok kb.
95%-at teszik ki, és ezen sejtek hatdrozzdk meg a kiils6 magvas réteg vastagsagat.
Ragcsalokban ez a réteg megkozelitéleg 10-12 sejt vastagsagu. A csapok sejttestei egyetlen
rétegben helyezkednek el a kiilsé hatarmembran mellett (30).

A fotoreceptorok koziil a palcikak érzékenyebbek, melyek az éjszakai (szkotopikus) latasért
felelosek, mig a csapok csak erdsebb megvilagitds mellett (fotopikus koriilmények)
aktivalodnak és a nappali, szines latasért feleldsek (35).

A kiils6 hatdrmembran nem valoédi bazalis membran, hanem a Miiller-sejtek és a
fotoreceptorsejtek apikalis nyllvanyai kozotti szoros kapcesolodas alakitja ki. Anatomiai
tajekozodasi pontként szolgal, amely elvalasztja a fotoreceptorok sejttestjeit a fény felfogasara
szolgalo belsd és kiilsd szegmensektdl. Ezek a szegmensek a fototranszdukcids szerkezetet
tartalmazé membrankorongok halmazaibol dallnak. A kiilsé szegmensek Uj lemezei
folyamatosan képzddnek a csillonal ugyanolyan iitemben, ahogy a régi lemezek a kiilsd
szegmens csucsarol levalnak, és az RPE rétegében megtorténik a fagocitozisuk (30).

Erdekes modon a lathato fénynek a retina teljes vastagsagan at kell haladnia, hogy elérje a
fotoreceptorok fényérzékeld részeit. A fotoreceptorokban keletkezd akcids potencial eldszor a

bipolaris sejtekre keriil at, majd ezt kdveti a ganglionsejtek aktivacidja, ahonnan az ingeriilet a
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ganglionsejtek axonjainak Osszetomoriiléseként 1étrejové nervus opticus altal tavozik a
szemserlegbdl (36).

Az RPE pigmentalt epitelsejtek egyetlen rétegébdl all, amelyek a neuroszenzoros retinan
kiviil helyezkednek el, és az alatta 1évd choroideahoz kapcsolodnak. A vakfolttél az ora serrata-
ig terjed, ahol a ciliaris test pigmentalt epiteliumaval egyesiil. Az RPE-sejtek apikalis oldala a
fotoreceptorok kiilsé szegmentumahoz simul, mig az RPE alaphartyaja a Bruch-membran belso
lamell4jat alkotja. Az RPE-sejtek kozotti szoros kapesolddas (zonulae occludentes) hozza 1étre
a kiils6 vér-retina gatat. Az RPE-nek szamos funkcidja van: fagocitéalja a fotoreceptorok kiilso
szegmenseinek elhasznalodott részeit, regeneralja a fotoaktiv 11-cis retinalt, kialakitja a kiilsé

vér-retina gatat, elnyeli a fényt, ionokat és tépanyagokat szallit, és fenntartja a retina megfeleld

crer
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5. abra: Az ideghdartya rétegei

3.4. A latas ¢élettana

A latas, vagyis a fényérzékelés f0 teriilete a retina, amely a lathato fényt detektalja, majd
elektromos jeleket allit eld, melyeket az agy nyakszirti lebenyébe tovabbit a latépalyan
keresztiil (6, 7). A fény érzékelésének és az elektromos szignalok generalasanak alapja a
fotoreceptorok belsejében zajlo biokémiai folyamat, melynek fOszerepldje egy A-vitamin
szarmazgk, a retinaldehid, vagy mas néven retinal (37). Ez a kromofor molekula a szervezetben
11-cis konfiguracidban taldlhato, amely egy proton befogadasara képes és a folyamat soran

konformaciot valt, majd all-transz izomerré alakul. Ez a szerkezeti valtozas inditja el a masik

crer
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ugynevezett fotopigmentet, vagy rodopszint. A latdszervben tobbféle opszin fehérje fordul eld,
melyek bar csak néhany aminosavban kiillonboznek egymastol, a retinallal komplexben a fény
eltér6 hullamhosszanak detektalasara alkalmas fotopigmenteket alkotnak (38). Az emberi szem
trikromatikus, ami azt jelenti, hogy harom tipusu, a rovid, kdzepes vagy hossz hullamhosszu
fény érzékelésére specializadlodott csapot tartalmaz az ideghartydban. Ezzel szemben a
ragcsalok szemében taldlhatd csapok csak a rovid vagy a kozepes hullamhosszi fény
feldolgozasara alkalmas pigmenteket tartalmaznak (dikromatikus latas) (30). Az opszin egy G-
fehérjéhez kotott receptor, melyhez rendhagyd modon a ligand, a retinal folyamatosan kotve
van. A receptorhoz kotott G-fehérjét transzducinnak nevezziik, melyet az opszin
konformaciovaltozasa (az un. ,,photobleaching”) aktival (39). A G-fehérje (transzducin) a
foszfodiészteraz 6 (PDE6) enzimet aktivalja, amely bontja a cGMP-t. A cGMP-szint
csokkenése a cGMP-fiiggd Na-csatorndk zarodasat eredményezi, tehat a fény hatdsara a
fotoreceptorok membranja hiperpolarizalodik. Fény hianyaban a magas cGMP szint
kovetkeztében a Na-csatorndk nyitott allapotban vannak, ezért a fotoreceptorokba szabadon
aramlik be a Na®. Ezt a jelenséget ,,s6tét aram”-nak is nevezik. A Na® bearamlas a
fotoreceptorok depolarizaciojat okozza, amely jelentds glutamat felszabadulast eredményez. A
glutamat eltéré hatast fejt ki az egyes retinalis sejteken. Az un. OFF-bipolaris sejteken
excitatoros hatasa van, tehat aktivalja azokat, mig az ON-bipolaris neuronokat gatolja. Fény
jelenlétében a Na-csatorndk zarddasa miatt bekdvetkezé hiperpolarizacio a glutamat-
felszabadulas csokkenését eredményezi. A csokkend glutamat szint eredményeként az elézdvel
ellentétes folyamat indul el. Az OFF-bipolaris neuronok hiperpolarizacidja kovetkezik be, mig
az ON-bipolaris sejtek depolarizadlodnak, tehat aktivalddnak. A szakirodalom ez a jelenséget

,fény-aram”-nak nevezi (40).

3.5. Az elektroretinografia

Az elektroretinografia (ERG) a retina rovid fényfelvillanasra adott elektromos
tevékenységének a leképezése. Az elektroretinogram rogzitéséhez legalabb egy aktiv
elektrodara (amely a szem felszinére simuld kontaktlencse) €és egy referenciaelektrodara (a
kiils6 szemzug kozelében) van sziikség (41). Az ERG mérés soran detektalt kitérések, vagyis
hullamok, kiilonb6zé komponensekre oszthatok, melyeknek elemzése betekintést nyujthat az

egyes retinalis neuronok allapotaba és miikodésébe (42).
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6. abra: Az elektroretinogram: Az a-hullam nagysagat a bazisvonalt6l a hullam
mélypontjaig mérik. A b-hulldm nagysagat az a-hullam mélypontjatol a b-hullam
csucsaig mérik. Mindkét hullam (La és Lb) implicit idejét az inger kezdetétol a

hullamok mélypontjaig vagy csucsaig eltelt idében hatarozzak meg (40).

Az negativ a-hullam a fotoreceptorok allapotardl és mitkodésérdl, mig a sokkal nagyobb
amplitudo6ju pozitiv b-hullam a retina mélyebb rétegeinek sejtjeirdl, ugymint bipolaris, amakrin,
horizontalis, Miiller-és ganglionsejtekrél ad informaciot (43-45). A hullamok morfoldgiaja a 6.
abran lathato.

A szem stimuléciojatol és adaptacios allapotatdl fiiggden lehetséges a palcikdk és csapok
funkcidjanak szeparalt vizsgalata. Ez alapjan beszélhetiink sotétadaptalt (szkotopikus) és
fényadaptalt (fotopikus) mérésrdl. Szkotopikus mérés soran alacsony megvilagitas esetén a
palcikak, nagyobb fénysiirliség esetén pedig a csapok és palcikak egylittes miikodésérdl kapunk
informaciot. A fotopikus koriilmények kozott rogzitett elektroretinogram pedig leginkabb a
csapok allapotarol ad felvilagositast. A kozepesen erés fényfelvillanasara megjelend elsd
hullam negativ irdnya fesziiltségvaltozast jelez, melyet a-hulldmnak neveziink. Ennek

hatterében — a fotoreceptorokra nyugalmi allapotban jellemzd — ,,s6tét &ram” lecsokkenése all.
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A kovetkez6 hullamkomponens — a b-hullam — egy jelentds pozitiv iranyt fesziiltségvaltozas.
Ennek alapja elsdsorban a ,,fény aram”-ra aktivalodd ON-bipolaris sejtek depolarizacioja. Mind
az a-hulldm, mind a b-hullam amplitadéja ndvekszik az ingererdsséggel, ami jol modellezi a
retina ingerelhetdségét és utal a sejtek allapotara. Az a- és b-hullamok a retina miikodésének
értékelésére hasznalt elsddleges ERG-komponensek (40, 42).

A hulldmamplitadok csokkenése és az implicit id0 megnyuldsa a szem degenerativ
allapotanak indikatora lehet (46, 47). Az a-és b-hullamok amplitadoja jelentésen csokken a
szem iszkémias karosodasaban, diabéteszes retinopatiaban €s idéskori makuladegeneracidoban.
Az amplitudok valtozasanak monitorozasa alkalmas a terdpia hatékonysaganak megitélésére is
(48-50).

Az ERG mérések sordn hasznos informaciot szolgaltat az ideghartya sejtjeinek
valaszkészségérdl az implicit id6, melyet mind az a-€és b-hulldmok esetén meg lehet hatarozni.
Az a-hullam esetén az implicit id6n a bazisvonaltdl az a-hullam csucsaig (legnegativabb pont)
eltelt iddt értjik, mig b-hullam esetén az a-hulldm legmélyebb pontjatol a b-hullam
legmagasabb pontjaig eltelt id6t mérjiik (6. abra). Az implicit id6 megnytlasa szamos
szembetegség esetén megjelenik, igymint diabéteszes retinopatia, idéskori makuladegeneracio

valamint az idéskorral 6sszefliggd latasromlas esetén is (40, 49, 51, 52).

3.6. Az oregedés- €s az iszkémia-reperfuzid-okozta szemkarosodasok

A latas mindségének romlasa a természetes (nem patologids) 6regedés része. Idos életkorban
(>70 év) a latasélesség ¢és a térbeli kontraszt-szenzitivitas csokken kiilondsen alacsony
fényintenzitds mellett. Ennek hattere komplex. Egyrészt csokkenhet 6regedés sordan a pupilla
fényre adott reakcidja, valamint a szem ,,fényatereszté képessége” is romlik a lencse €s az
livegtest degenerativ folyamatai miatt. Ezzel egyiitt az ideghartya karosodasa is hozzéjarul a
latasromlashoz (53). Az oregedés és a karositd kornyezeti hatasok kivédésére a latoszerv
szamos mechanizmust fejlesztett ki, habar a szervezet stresszel, oxidativ karosodassal és
betegségekkel szembeni ellenalld képessége az 6regedéssel fokozatosan csokken. Az 6regedés
tovabba a génexpresszio €s a metabolikus szabalyozas megvaltozasaval, a gyulladds magasabb
szintjével és a reaktiv oxigén- és nitrozativ gyokok (ROS, RNS) fokozott képzddésével jar
egyiitt (54, 55).

Az 6regedés soran szignifikansan emelkedik a szisztémas kronikus betegségek eléfordulasa,
melyek kihatnak a latoszerv allapotara is, igy né a szemet €rinté degenerativ elvaltozasoknak,
ugymint idéskori makuladegeneracionak (AMD), a diabéteszes €s hipertenziv retinopatianak

¢és glaukomanak az eléfordulasa (3, 56). A fokozott gyulladasos valasz és a jelentOs oxidativ
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stressz mellett a retina iszkémia-reperfuzios (I/R) kéarosodasa is kiemelt fontossagi ezen
szembetegségek patomechanizmusaban (8, 54, 57). Az iszkémia alatt klasszikus értelemben az
artérias vérellatas akadalyozottsagat értjiilk, amely stlyos metabolikus deficitet és szoveti
hipoxiat eredményez. Reperfuzié fazisdban az artérias akadaly megsziinik, ami a véraramlés és
oxigén-ellatas helyreallasat vonja maga utan (58). Annak ellenére, hogy a reperfuzid
l1étfontossagu a sejtek talélése szempontjabol, a kovetkezményes oxidativ karosodas ¢€s az
abnormalis immunvalasz koOvetkeztében sulyos fokt degeneraciot is okozhat, amely

visszafordithatatlan lataskarosodashoz vezethet (8, 57, 59).

3.6.1. Az 6regedés és az I/R karosodas molekularis hattere

A reaktiv oxigéngyokok termelddésének fokozodasa dontd 1épés lehet a sejtek oregedésének
indukcidjaban és fenntartdsdban, ami a sejtek makromolekuldinak (fehérjék, DNS, lipidek) és
organellumainak karosodasahoz és pusztulasahoz vezet (54, 60). A fokozott oxidativ stressz
részben a mitokondridlis diszfunkcié kovetkezménye, mely sordn az elektrontranszportlanc
mikddése elégtélen. Ezzel tarsul dregedés soran a monoamino-oxiddz (MAO) enzimrendszer
fokozott aktivitasa és az antioxidans védelem elégtelen miikodése, mely folyamatok egyiittesen
oxidativ karosodast eredményeznek (61). Emellett az 6regedd sejtek gyulladasos citokineket,
matrix metalloproteinazokat (MMP) és novekedési faktorokat termelnek és az tgynevezett
szeneszcenciaval 0sszefiiggd szekrécids fenotipus alakul ki, ami kronikus, alacsony foku pro-
inflammatorikus allapotot eredményez (26, 62).

A poli-ADP-riboz polimerazok (PARP-0k) stressz-szenzorként miikddnek, és kiemelt
szerepilk van a DNS-kérosodas javitasdban, a transzkripci6é szabalyozasdban és a kromatin
szerkezetének = modifikaciojdban. A PARP-ok  kulcsfontossagu  fenntartoi  a
sejthomeosztazisnak, ¢és szamos sejtfunkcidt szabalyoznak, beleértve a proliferaciot,
differencidlodast, az apoptozist, a gyulladdsos valaszt, a mitokondridlis funkciot és a
metabolikus statuszt. A PARPI a legintenzivebben vizsgalt tagja a PARP szupercsaladnak (63).
Habar a PARP-1-nek fontos szerepe van a DNS-javitasban, tulzott miikodése egy specialis
programozott sejthalaltipushoz, ugynevezett PARthanatoshoz vezethet. Szamos tanulmany
szerint a PARthanatos kulcsszerepet jatszhat a retina karosodds patomechanizmuséban,
kiilondsen az 6roklott retinadegeneracio, az idéskori makuladegeneracio €s a szem iszkémia-
reperfuzids karosodasa esetén (64). Fokozott PARP1 aktivitas figyelheté meg neurodegenerativ
korképekben is, ugymint Alzheimer- ¢€s Parkinson-kérban. Ezen betegségekben az

aggregalodott és lerakodott patologias fehérjék (a-szinuklein, B-amiloid) aktivaljak a PARP1-

crer
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Ezzel szemben vannak olyan tudomanyos publikaciok is, melyek eredményei szerint a fokozott
PARP1 aktivitas pozitiv korrelaciét mutat a hossza varhaté élettartammal (65, 66). Alacsony
szintli oxidativ stressz esetén kimutattak, hogy a PARP1 citoprotektiv hatasa, ugyanis fokozza
a DNS javitasi mechanizmusokat és ezaltal mérsékeli genomi instabilitast. Ezen eredmények
az sugalljak, hogy a PARPI1 aktivitdsa rendkiviil finoman hangolt a szervezetben, mig a
fiziologias oOregedés soran enyhén megemelkedett oxidativ stressz altal kivaltott PARP1
expresszio-fokozdodas valoszinilileg protektiv hatast, addig a fokozott oxidativ stresszel és
jelentds PARP1 aktivacioval (PARilacioval) jaro folyamatokban (pl. I/R karosodas, B-amiloid
akkumulacid) inkabb a proapoptotikus hatas érvényesiilhet (lasd 7. abra) (67, 68).

a) b)
“TTTTTT TTTTTTT Enyhe DNS =T TTT TTTTTTT Silyos DNS
L1118 0311 111811 Kkiarosodas L1111 414 Aa Kkirosodis

| !

«
PARP1
YY)  PARPI aktivacio P  talaktivacio

1 Toborzas * l PAR
. C) . T* felszabadulas
Topoizomerazok Hisztonok  DNS helikazok Parthanatos
DNS javitas Stroke, trauma, neurodegenerativ betegségek, I'R karosodas

7. abra: A PARP1 Gsszetett szerepe enyhe (a) és sulyos (b) DNS kérosodas esetén.
PAR = Poli(ADP-rib6z)

Az oregedéshez tarsuld fokozott gyulladas és oxidativ kdrosodas telomer rovidiiléshez és
DNS karosodashoz vezet, ami sejthalalt eredményezhet (54). A genomi instabilitashoz
hozzajarul idds korban a SIRT6 szintjének csokkenése is, melynek nagy szerepe van az oxidativ
stressz soran a DNS javité enzimek aktivacidjaban és a DNS kettds szall torések javitasaban,
ezaltal megeldzve a sejthaldlt. A SIRT6 expresszojanak fokozasa hosszabb varhato
¢lettartammal hozhato Osszefiiggésbe, mig SIRT6 deficiens egerekben korai, felgyorsult
oregedést ¢és elhullast figyeltek meg. Kimutattak, hogy a SIRT6 kozvetlen aktivatora a PARP1-
nek. Ennek kovetkezményeként, az emelkedett SIRT6 aktivacid fokozott PARP1 aktivitassal
jar egyiitt, ami alatdmasztja a PARP1 eldny0s hatasat az oregedés folyamataban. A SIRT6
emellett mérsékeli a gyulladasos valaszt is, azaltal hogy gatolja a nuklearis faktor-kappa B

(NFxB) utvonalat (26, 69, 70).
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Az NFkB egy transzkripcios faktor, mely szamos patologias allapotban kulcsfontossagl
proapoptotikus és antiapoptotikus gén kifejez6dését modositja. Ezért az NFkB a PARP1-hez
hasonloan kettds funkciot 1at el: védelmi mechanizmusként szolgalhat segitve a sejtek talélését,
valamint elOsegitheti a sejthalalt azaltal, hogy stimuldlja a DNS-karosoddsban résztvevo
intracellularis Gtvonalakat (71). Ezért nem meglepd, hogy szabalyozasa szorosan Osszefiigg a
PARP1-gyel. Az acetilalt PARP1 fokozza a gyulladasos valaszt az NKkB-fiiggd gének
transzkripcidjanak szabalyozasa altal, valamint az NK«kB koaktivatora is egyben (67). Az NFxB
részt vesz az apoptdzis, a neurondlis talélés és proliferacid, a velesziiletett és adaptiv
immunvalasz valamint az immunsejtek véandorlasdnak ¢és érési  folyamatanak a
szabalyozasaban, mely folyamatok dsszefiiggésbe hozhatdk szamos neurodegenerativ betegség
patomechanizmusaval (72). Az NF«kB aktivacioja a mikroglia sejtekben alapvet6 fontossagu a
reaktiv oxigéngyokok és a gyulladaskeltd citokinek igy az IL-1p, interferon-y és TNF-a)
termelésében, amelyek neuronalis karosodast okozhatnak (73). Ennek kovetkeztében az NFkB
gatlasa vagy downregulacioja neuro- és retinoprotektiv hatassal bir (74, 75).

A PARP1 szerepét I/R karosodasban tovabb arnyalja, hogy az NF«B aktivator hatasa mellett
hozzajarulhat a vér-retina gat karosodasahoz a matrix metalloproteinazok (MMP-K)
stimulalasaval. Az MMP-k felelések az extracellularis matrix lebontasaért és a szoveti
atrendezd6désért (76). Az MMP-9 promoter régioja kotdhelyekkel rendelkezik az aktivator
protein 1 (AP-1), NFkB és specifikus protein 1 (SP-1) szamara, és expressziojat fokozhatja
mind az NFxB, mind az AP-1 kotodése. A PARP1 az NF«B ¢és az AP-1 koaktivatoranak
tekinthetd, ami kozvetve az MMP-k aktivaldsdhoz vezethet (77). Atmeneti intraokuléris
nyomasnovekedés esetén, amely retina iszkémidhoz vezet, az MMP-k expresszigja fokozodik
a trabekularis halozatban, a csarnokvizben, a retinaban és a latoidegben (78). Emellett fokozott
MMP9 expressziot mutattak ki id6s életkorban a kdzponti idegrendszerben is (79). Az MMP9
a legszélesebb korben vizsgalt MMP a retindban. Szakirodalmi adatok alapjan fokozott
kifejezddése hozzajarul a retina destrukciojahoz I/R karosodas esetén. Ennek eredményeként
az MMP-k gatlasa igéretes terapids megkozelitést jelenthet az iszkémias kéarosodassal
Osszefliggd szembetegségek kezelésében (76).

A szem I/R karosodasa aktivalja az asztrocitakat, amelyek ezaltal MMP-ket valasztanak ki.
Az MMP-k részt vehetnek a matrix remodellingben és a retina destrukcidjaban (76). A GFAP
egy széles korben hasznalt indikatora az asztrocitak aktivacidjanak, és szintje jelentdsen megnd
a legtobb idegrendszert érintd patologids allapotban, beleértve a kronikus neurodegenerativ és
a retinat érinté korképeket. Gyulladasos szignal hatdsara az asztrocitdk nemcsak novelik a

GFAP termelését, hanem megvaltoztatjak szerkezetiiket is, igy szabalytalan megjelenésiivé
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valnak, és gyakran mélyen penetrdlnak az ideghartya szovetébe. A GFAP expresszidjanak
csokkentése ezért neuroprotektiv hatassal birhat (80, 81). A megemelkedett GFAP szint
Osszefiiggésbe hozhatd az oregedéssel, az Alzheimer-korral, a Parkinson-koérral, a szklerdzis
multiplexszel és a glaukémaval (82-84). Az 6reged6 retinaban kimutathaté a mikroglia sejtek
diszfunkcidja is, ami fokozott aktivacidjukkal jar egyiitt. Emellett a fagocita funkcio is
karosodik mely gyakran egészséges neuronok karosoddsdhoz vagy a pusztuld sejtek nem
megfeleld eltavolitasahoz, lerakodasok kialakulasdhoz vezethet. A retina oxigén ellatasa is
csokken a Bruch-membran, a vaszkularis bazalmembran permeabilitdsanak csokkenése €s a
drusen depozitok felhalmozddasa miatt kronikus, alacsony szintli iszkémiat eredményezve,
amely hozzajarul a mitokondrialis diszfunkciohoz (3).

A kialakult depozitumok felszamoldsdban a HSP70 fehérjének lehet szerepe. A 70 kDa
molekulatomegli hdsokkfehérjék (HSP70) minden szdvetben jelenlévd chaperone molekulak,
melyek felelések a fehérje homeosztazis fenntartasaért. Biztositjdk az Gjonnan szintetizalt
proteinek térszerkezetének megfeleld kialakuldsat (folding), miikodésiiknek szabalyozasat,
gatoljdk a fehérje-aggregaciot, valamint segitik az abberans vagy aggregalddott proteinek
eltakaritasat (85). A HSP70 fehérjéknek bizonyitottan protektiv szerepe van szamos kozponti
idegrendszeri betegségben, amelyekben a kéros fehérjék aggregacidja lokalis gyulladasos
folyamatot indit el, melyet idegsejtpusztulas kovet. A HSP70 képes megakadalyozni vagy
visszaforditani ezen toxikus fehérje-konglomeratumok kialakulasat és felhalmozodasat, igy
fejtve ki antiapoptotikus és antinekrotikus hatasat. Neuroprotektiv hatidsa miatt felmeriilt a
hésokkfehérjék védd szerepe szembetegségekkel szemben (86-88). A HSP70 szintjének
novelése szamos terapids elénnyel jar, példaul segiti a sejthomeosztazis fenntartasat, gatolja a
gyulladasos folyamatokat az IKK-komplex (IkB-kinaz-komplex) aktivacié csokkentésével és
az azt kovetd NFkB-kozvetitett gyulladasos valasz inhibiciojaval. Emellett a HSP70 tamogatja
a proteosztazis fenntartdsat, valamint gatolja az asztrogliozist és a proinflammatorikus
citokinek felszabadulasat (89).

Az agyi eredetli névekedési faktor (BDNF), amely a neurotrofin csaldd sokoldalu tagja, nagy
mennyiségben fejezddik ki a kozponti idegrendszerben (ezzel egyiitt a retindban), és
kulcsszerepet jatszik az axonalis novekedés, a neuronalis differencialodés, a neuroprotekceio és
a szinaptikus plaszticitas szabalyozasaban (90). A szemben a retina ganglionsejtjei, az amakrin
sejtek, az asztrocitdk, a retinalis gliasejtek (Miiller-sejtek) és a fotoreceptorok termelik. A
BDNF atvitele a retindba az agybdl is lehetséges a latdidegen keresztiil. A retindban a BDNF
1étfontossagu szerepet jatszik a jelatviteli itvonalanak 1étrejottében azaltal, hogy szabélyozza a

ganglionsejtek dendritikus haldzatanak szervezOdését, ami biztositja az ideghartya
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szerkezetének megfeleld kialakuldsat. 1d6s6do életkorban az endogén BDNF neuroprotektiv
hatést fejt ki a ganglionsejtekre, megvédve a dendritikus haldzatot és mérsékelve a latasvesztést
a fokozott szemnyomas okozta karosodas esetén, amit glaukéma kisérletes allatmodellekben
igazoltak. Emellett a BDNF retinoprotektivnek bizonyult a hipoxia és glilkbzmegvonas altal
okozott karosodas esetén is (72, 91). Kimutattak, hogy a BDNF-medialta kaszkad védi az
A pszichiatriai ¢és neurodegenerativ korképekben szenvedd betegek vérében és agyaban
alacsonyabb BDNF koncentracido detektalhato, amely valdszintileg kronikus gyulladésos
allapot kovetkezménye (90).

A monoamin-oxidazok a kiils6 mitokondridlis membranban lokalizaldodnak, és a
kulcsfontossagii szerepiik van a neurotranszmitterek oxidativ lebontasaban. Két izoforma
létezik, a MAO-A és a MAO-B, amelyek jellegzetes szoveti eloszlassal, szubsztrat- és inhibitor-
szelektivitassal rendelkeznek. A MAO-A elsdsorban a noradrenalin és a szerotonin lebontasaért
felel6s, mig a MAO-B els6sorban a feniletilamin és a benzilamin oxidativ deaminalasat
katalizalja. Mindkét izoforma nagy affinitassal rendelkezik a dopamin és a tiramin irant. A
monoaminok MAO-k altali oxidativ deaminalasa soran aldehidek, hidrogén-peroxid és reaktiv
oxigéngyokok keletkeznek, amelyek oxidativ stresszt okoznak. Az aldehid intermedierek
karositd hatast fejtenek ki a bioldgiai rendszerekre és csokkenthetik az aldehid-dehidrogenaz
aktivitast, ami tovabb fokozza az oxidativ stressz mértékét. Ez a folyamat a neurodegenerativ
rendellenességeknél a neuronkarosodas potencialis kockazati tényezéje (16, 17). A MAO-A
enzimnek kiemelt szerepe lehet az apoptdzisban is. De Zutter és munkatarsai kisérlete szerint a
MAO-A enzim aktivitdsa megemelkedik a sejthalal soran, és az apoptdzis megeldzhetd6 MAO-
A gatld adasaval (93). Egy masik vizsgalatban a MAO-A célzott mikroRNS-sel (miRNS)
torténd inhibicidja csokkentette a ROS-termelést, és ndvelte a mitokondrialis 1égzési lanc elsd
enzimének (komplex I) aktivitasat és az ATP-szintézist, valamint az antioxidans glutation és a
citoprotektiv Bcl-2 szintjét, ami arra utal, hogy a MAO-A hozzajarulhat a mitokondrialis
diszfunkcio kialakulasahoz (94). Egy kozelmultban elvégzett vizsgalat szerint a MAO-A
upregulaciodja figyelheté meg glaukdmaban, ami megerdsiti azt az elképzelést, hogy a MAO-A
enzimnek kulcsszerepe van a degenerativ szembetegségekben (95).

A MAO-B fokozott expresszidja az dregedés, a neuroinflammatorikus és neurodegenerativ
allapotok fontos jellemzdje. Expresszidja bizonyitottan megemelkedik Alzheimer-korban és
Parkinson-korban és szintje kozvetleniil korrelal a kognitiv karosodas mértékével (96-98). Az

enzim gatlasa bizonyitottan neuroprotektiv hatasu az anti-apoptotikus mechanizmusok, a
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reaktiv oxigéngyokok termelésének csokkentése és a mitokondridlis membran stabilizalasa
révén (99).

Az oregedéssel jaro fokozott oxidativ stressz elleni védelemben kiemelt szerepe van az
antioxidans rendszernek. Az antioxidans védelem f6 részvevoi a szuperoxid diszmutaz (SOD)
enzimek, melyek a szuperoxid gyokok (O2 -—) hidrogén peroxidda (H202) és oxigénné (Oz)
intracellularis antioxidans enzim, amely a mitokondrialis és citoszolikus szuperoxid (02 .-)
termelésébOl eredd oxidativ stressz alapvetd szintjének szabalyozasaért felelds. Magas
citoszolikus szintje kiilonbozteti meg a SOD csaldd masik két tagjatdl: a kizarolagosan
mitokondriumokban lokalizalt Mn (mangan) szuperoxid dizmutaztél (SOD2) és az
extracellularis matrixhoz kotott réz és cink kotésére képes extracellularis szuperoxid
dizmutaztol (SOD3) (101). Szamos szembetegség, Ugymint idéskori makuladegeneracio,
sziirkehdlyog, szaraz szem szindréma, presbiopia prevalecidja magasabb idds életkorban.
Allatkisérletben kimutattak, hogy SODI deficiens egerekben drusen-szerii depozitumok
keletkeznek a retindn, choroidéalis neovaszkularizacié indul meg, és a retinalis pigment
epithelium diszfunkcidja alakul ki, ami idéskorral-6sszefiiggd retinalis degenerativ betegségek
kialakulasat eredményezi (100). Az id6skorral Gsszefiiggd folyamatok Gsszegzése a 8. abran

lathato.

Mitokondrialis
diszfunkcio

Sejtek

Az oregedés
] hatasa a
A proteosztazis Sejtek
felboruldsa lw‘@ szervezetre szeneszcenciéja
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Telomer m Gyulladas
rovidiilés S

Oxidativ stressz
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Antioxidans rendszer
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8. abra: Az dregedéssel Osszefliggd valtozasok a szervezetben
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3.6.2. Az dregedés ¢s az I/R karosodas kdvetkezménye a szemben

A sejtek pusztuldsa makroszkdoposan is detektalhatd. Idds korban a szemben megfigyelhetd
a ganglionsejtek pusztuldsa, a kornyezé idegrostok vakuolizacidja, valamint elindul a
neovaszkularizacio a retina rétegeiben. Emellett a belsd és kiils6 plexiform réteg spongiform
degeneracioja is kialakul a belsd ¢€s kiilsé nukledris rétegek jelentds elvékonyodasa mellett.
Ennek eredményeként a retina rétegvastagsaga jelentésen csokken (102).

Az ideghartya sejtjeinek degeneracioja elektroretinogramon is megfigyelhetd. Bizonyitott,
hogy a szem degenerativ elvaltozasa esetén a retina fényre adott valaszkészsége csokken, ezért
csOkkent hullamamplitidokat és megnyult implicit idot detektalhatunk az elektroretinogramon.
Az ERG ezért alkalmas noninvaziv modszer a retinoprotektiv vagy retinakarositd hatasok

vizsgalatara (47).

3.7. Az ayahuasca komponenseinek hatasa

Pszichedelikus hatdsanak koszonhetéen az ayahuascat évszazadok ota hasznaljak Dél-
Amerikaban vallési ritualékon €s napjainkban vilagszerte elterjedtté valt rekreacios hasznalata.
Az ayahuasca egy fOzet, amely két novény keverékébdl all. A Banisteriopsis caapi (vagy
Peganum harmala) gazdag -karbolinokban igy, mint harmin, harmalin és tetrahidroharmin, a
Psychotria viridis (Kabité hanytatogyokér) pedig tartalmazza a hallucinogén hatasi DMT-t (9.

abra).

9. abra: Psychotria viridis (A) és Banisteriopsis caapi (B,C), melyek a

leggyakrabban alkalmazott 6sszevevoi az ayahusaca fozetnek (103).

A DMT a szervezetben a monoamin-oxidaz A enzim altal gyorsan inaktivalodik, azonban a
B-karbolinok reverzibilis MAO-A inhibitorként funkcionalnak, ezért sziikséges a két novény
kombinacioja a DMT hatasanak fokozasahoz (9, 10). Kovetkezésképpen a DMT és a harmala
alkaloidok egylittes alkalmazdsa a DMT lebomlasdnak gatlasa miatt meghosszabbitott
pszichotrop hatast biztosit (104).

22



H;C

3C,
NH, N-CHs
OH

\ \

N N

H H

5-HT DMT
N N NH
Hsco‘@—;Q HacO@—Q Hsco/@:\Q
N CH, N CH, N CHy

Harmine Harmaline THH

10. abra: A szerotonin, a DMT és a B-karbolinok molekularis szerkezete (103).

3.7.1. N'N-dimetiltriptamin

Szerkezetileg a N,N-dimetiltriptamin (DMT) legmeglepdbb aspektusa az egyszerlisége.
Kicsi és hidrofob molekula, ami lehetévé teszi, hogy konnyen atjusson a vér-agy gaton. Kémiai
szempontbol a szerotoninhoz és a melatoninhoz hasonl6, mivel mindharom molekula triptamin
vazzal rendelkezik (10. abra), habar a DMT kdzponti idegrendszerre gyakorolt hatasa teljesen
eltér ezektdl a vegyiiletekétdl (105). Hatasat foként az 5-HT1a, 5-HT2a és 5-HT2c receptorokon
fejti ki. A szerkezeti hasonlosag és a hatasmechanizmus miatt az DMT a szerotoninerg
hallucinogének csoportjaba tartozik (9). Az anxiolitikus hatasa az 5-HT1a receptor altal valosul
meg, mig a pszichedelikus hatasat az 5-HT2a receptor kozvetiti (11). A szerotonin receptorokon
kifejtett hatdsa miatt felmeriilt hangulati zavarok, pl. depresszid kezelésében torténd
alkalmazasa (106). A DMT emellett hat Sigma-1 receptoron (Sig-1R) is.

A Sig-1R a mitokondrium asszocialt endoplazmatikus retikulum membranban (MAM)
helyezkedik el, valamint a plazma membranba transzlokdlodhat agonista aktivacio hatasara.
Megtalalhatd szamos szerviinkben gy, mint az agyban, a belekben, a m4jban, a vesékben
illetve az immunsejteken is fontos funkciot lat el. A Sig-1R-t ,,pluripotens modulatorként”
tartjak szamon, amely kontrollalja a sejtek talélését és differencialodasat. Emellett chaperon
funkcid részeként az endoplazmatikus retikulumot ért stressz esetén biztositja a citoprotektiv
(pl. antioxidans) fehérjék transzkripcidjat a sejtmagban. Ennek koszonhetden a Sig-1R
aktivacio csokkenti a hipoxia és az oxidativ stressz okozta karosodast.

Szabo. A. és munkatarsai igazoltak, hogy a DMT HIF-1a-t6l (hipoxia indukalt faktorla)

fliggetlen uton fejti ki védé hatasat a hipoxiaval szemben. A Ca?* szignalizacio szabdlyozasa
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révén befolyasolja a kindzok miikddését valamint az ATP szintézist, ezzel javitva a sejtek
tulélését a hipoxiaval szemben (12). Véd6 hatasat az iszkémia-reperfizios karosodassal
szemben vesén vizsgaltak, ahol nem védte ki, de mérsékelte az I/R soran fellépé metabolikus
valtozasokat (107). Neuroprotektiv tulajdonsagait tobb tanulmany is bizonyitotta. Sig-1R
agonista aktivitasanak koszonhetéen a DMT képes volt enyhiteni az iszkémias karosodast az
agyban epilepszia és fokalis iszkémia kivaltasa utan patkany modellen (108, 109). A retina a
kozponti idegrendszer része és a kiilonb6z6 sejttipusokon igazoltan talalhat6 Sig-1R, melynek
aktivalasa védo szerepet jatszhat a stressz altal kivaltott retinakarosodassal szemben (110).

A DMT citoprotektiv hatasa mellett a velesziiletett és szerzett immunitas szabalyozasadban
is részt vesz. Bizonyitottdk, hogy a sigma-1 receptor agonistdk csokkentik a
proinflammatorikus citokinek termel6dését (IL-1B, IL-6, TNFa) valamint novelik az anti-
inflammatorikus IL-10 képzédését. Emellett csokkentik az INFy és GM-CSF szintet és a
vagy autoimmun betegségekben, mivel gatolja a Thl és Thl7 sejtek keletkezését (CD4+
sejtekbol), melyeknek fontos szerepiik van ezen betegségek kialakitasaban (111). A CD4+
sejtvonallal ellentétesen, a daganatos sejtek eliminalasaban fontos NK-sejtek aranya megnd,
ezért felmeriilt az ayahuasca daganatterapias felhasznalasanak lehetdsége is (11).

A DMT-t nem csak exogén bevitel utan mutathatd ki a szervezetben, hanem jelen van
egészséges emberek vérében, agydban, agy- és gerincveldi folyadékaban és vizeletében, ami
endogén termelddésére utal (9, 11). A DMT fontos endogén molekula lehet
neurotranszmitterként, neuromodulatorként, hormonként, immunmodulatorként, terhesség
soran ¢és a fejlodésben (112).

Néhany triptamin derivatum, koztiikk a DMT is gyorsan inaktivalodik oxidativ deaminécio
altal, melyet a MAO-A enzim kozvetit. Eppen ezért célszerli a DMT-t MAO-A inhibitorral
egylittesen alkalmazni (harmin, harmalin) (9). Mindkét hatéanyag a szerotonerg miikodést
fokozza, ezért elméletileg fennall a szerotonin szindroma veszélye. Gyakorlatban azonban
extrém ritkan jelentkeztek a szerotonin toxicitas tiinetei valoszintileg a B-karbolinok reverzibilis

hatasa miatt (11).

3.7.2. Harmalin

A harmalin egy PB-karbolin, amely a monoamino-oxidaz enzim A-tipusanak (MAO-A)
reverzibilis gatlészere. A Banisteriopsis caapi vagy Peganum harmala ndvényekbdl nyerhetd
ki. A harmalin az elmult évtizedben nagy figyelmet kapott, és ismert, hogy szdmos

farmakologiai hatast fejt ki, beleértve az antimikrobialis, trombocita-gatld, tumorellenes,
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vazorelaxans és neuroprotektiv tulajdonsagokat (113). A harmalin emellett acetil-kolinészteraz-
gatlonak bizonyult, hasonl6é hatdsmechanizmussal, mint az FDA 4altal jovahagyott Alzheimer-
kolinerg rendszer mukodését, csokkenteni a gyulladasos valaszt ¢és fokozni a
neurotranszmissziot, mely hatasainak koszonhetGen javitotta a kognitiv funkciokat (15).
Antioxidans tulajdonsagat is leirtak MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) és oxidalt
LDL altal okozott sejtkarosodas kivédésében: mindkét tanulmanyban a harmalin hatékonyan
csOkkentette a reaktiv oxigéngyokok szintjét, melynek hatterében a MAO enzim gatlasa mellett
a harmalin ,,scavenger” funkcidja is allhat (114, 115). A harmalin hatékonynak bizonyult a
reumatoid artritis altal kivaltott gyulladasos valasz mérséklésében, azaltal, hogy gatolta az
NFkB utvonalat, valamint gatolta a sejtproliferaciét (14). Tumorellenes hatasat szamos
sejtvonalon vizsgaltadk. Ezen tanulmanyok eredménye szerint a harmalin ndveli a tumoros
sejtekben a p53, BAX és mTOR kindzok expresszidjat, fokozza az oxidativ stresszt, valamint
csokkenti a matrix metalloproteindzok képzddését, igy gatolva a migraciot ¢és
metasztazisképzést (13, 116, 117). A harmala alkaloidok az ayahuasca fézet {6 alkotoelemei,
¢s a DMT mellett ezek a ndvényi hatdéanyagok is erds pszichoaktiv tulajdonsdgokat mutattak.
MAO-A gatld és KIR stimuldlé hatdsuk miatt az ayahuasca antidepresszans tulajdonsagai

részben ezeknek az alkaloidoknak tulajdonithato (11).

3.8. A testmozgas ¢lettani hatéasai

A rendszeres testmozgés védohatast mutat az 6regedés jellemzdivel szemben, lassitja annak
folyamatat és szakirodalmi adatok alapjan 3-7 évvel megnyujtja a varhato élettartamot (1, 22).
Ez a protektiv hatds bizonyitott szdmos neurologiai és szemészeti korképben, tgymint
Alzheimer-kor, Parkinson-kor, amiotrofias lateralszklerozis, diabéteszes retinopatia, glaukéma,
1doskori makuladegeneracio, fény-indukalta retinakdrosodas €s retinitis pigmentoSa esetén.
Emellett a fizikai aktivitas javitja a vizudlis funkciot 6regedd allatokban €s befolyasolja a retina

Az aerob testmozgasnak szamos hatdsa van a latdszervre. Bizonyitott, hogy a gyaloglas,
kocogas, biciklizés és a turazas csokkenti a belsé szemnyomast, ezaltal elonyds hatasa van
glaukomaban. A fizikai aktivitds intenzitdsa forditottan aranyos a belsd szemnyomads
csokkenésével. Az elektroretinogramon is megfigyelhetdk valtozasok. A testmozgas noveli a
b-hullamok amplitadojat edzett és nem edzett egyének esetén is, azonban megerdltetd fizikai
aktivitas esetén, ami a laktat szint jelentds emelkedésével jar, a nem edzett alanyokban csokkent

b-hullam amplitadokat figyeltek meg. Alacsony intenzitasu aktivitas javitja a vazomotoros

25



valaszt, mig magas intenzitas esetén az drasztikusan csokken. A rendszeres testmozgas hatéassal
lehet a katarakta kialakulasara is (119). Megfigyelték, hogy a fizikalisan aktiv pacienseknél
kisebb eséllyel alakul ki lencsehomaly, ami feltehetéen a csokkent oxidativ stressznek és az
mozgas-indukalta ozmotikus valtozasoknak koszonheté (120). Cukorbeteg patkanyokban a
mozgas csOkkentette a VEGF termelddését, igy a koros neovaszkularizacidt. Fény-indukalta
retinakarosodasban pedig a neuroprotektiv BDNF termelddését novelte (118). A BDNF szintje
fligg a gliikokortikoid felszabadulds mértékétdl. Kimutattak, hogy a gliikokortikoidoknak
jelentds hatasa van a neuralis funkciokra, ugyanis stressz, vagy exogén kortikoszteron bevitel
hatasara csokken a neutrofinek, mint pl. a BDNF mRNS és protein szintje. Ebbél kdvetkezik,
hogy az erdltetett testmozgas hatasara csokken a BDNF szintézis a kdzponti idegrendszerben,
ami a neurogenezis €és neuroregeneracio elégtelenségéhez vezethet. Alacsonyabb szintii fizikai
aktivitds esetén kisebb mértékli a kortizol felszabadulas, melynek feltételezhetéen a
gyulladascsokkentd terapias hatasa érvényesiil, igy dozisfiiggd modon gatolja a komplement
aktivitast (121).

A rendszeres fizikai aktivitds csokkenti a diabéteszes retinopatia kialakulasanak
valosziniiségét. Egy kisérlet sordn, Streptozotocin altal kivaltott diabéteszes modellben a
futopadon végzett edzés csokkentette a pusztuld sejtek szamat azaltal, hogy mérsékelte a pro-
apoptotikus Bax fehérje expressziojat, és novelte az anti-apoptotikus hatasua Bcl-2 fehérje és a
sejttalélési faktor foszfo- Akt expresszidjat a retinaban (118).

Szamos tanulmény részletezi, hogy a testmozgéds dozisfiiggd hatist, igy a mozgas
intenzitasanak novekedésével a sport jotékony hatasai fokozodnak (19-21). Habar egyre tobb
vizsgalatot publikdlnak, amelyek azt mutatjak, hogy a nagy intenzitisi testmozgéasnak nincs
érzékelhetd eldnye az alacsony intenzitasu fizikai aktivitassal szemben az id6s6d6 felndtteknél,
s6t, akar negativ hatdsok is érvényesiilhetnek (22-24). A nagy intenzitasi testmozgas a
kiiszobértéket meghaladd mértékben fokozhatja a ROS-termelddést, és oxidativ stresszhez
vezethet, ezaltal karositja a makromolekuldkat és a biologiai folyamatokat, amely mechanizmus
kozvetleniil kapcsolodik szdmos olyan koros éllapot kialakuldsdhoz, amely korlatozza az
egészséges Oregedést (2, 25). A fokozott oxidativ stressz egy ongerjesztd folyamatot indit el a
szervezetben. Allatmodellben igazoltak, hogy a fokozott ROS termelés hatasira a
vorosvértestek (vvt) sériilékennyé valnak, amely fokozott hemolizishez vezet. Erdltett
testmozgast végzo allatok vérében alacsonyabb vvt €s magasabb hemoglobin koncentracio volt
kimutathat6. A hemolizis soran vasionok keriilnek a véraramba, melyek Fenton-reakcid soran

hidrogén-peroxiddal reagalva tovabb fokozzak az oxidativ karosodast (25).

26



Reaktiv oxigéngyokok
termelddése a sejtekben
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11. abra: A reaktiv oxigéngyokok keletkezésének egyik mechanizmusa a
sejtekben, a Fenton reakcio: XO: xantin-oxidaz; NOXs: NADPH oxidazok; ETC:
electron transport chain/elektrontranszportlanc; O2¢—: superoxid; SOD: superoxid
dizmutaz; H202: hidrogén-peroxid; Prx: peroxiredoxin; GPXs: glutation-
peroxidazok; HOe: hidroxilgyok (122).

3.9. A WHO ajanlésa feln6tt és 1d6s korban végzett testmozgasra vonatkozoan
18-64 éves életkorban:

Ennél a korcsoportndl a fizikai aktivitds magaban foglalja a szabadidés vagy rekreacios
tevékenységeket, a kozlekedést (pl. gyaloglas vagy kerékparozas), a munkavégzést, a
hazimunkat, a jatékot, sportot vagy tervezett testmozgast a napi, csaladi és kozosségi
tevékenységek részeként. A kovetkezdket ajanljak a 1€gz6- és izomrendszeri fittség, a csontok
egészségének javitdsa, valamint a nem fert6z0 betegségek és a depresszid kockazatanak

csOkkentése érdekében:

1. A 18-64 éves felndtteknek hetente legalabb 150 perc mérsékelt intenzitasti aerob
tevékenységet kell végezniiik, vagy hetente legaldbb 75 perc magas intenzitasu aerob
tevékenységet, vagy ezeknek a mérsékelt és magas intenzitasu tevékenységeknek az
egyenértékli kombinaciojat.

2. Az aerob tevékenységeket legalabb 10 perces szakaszokban kell végezni.

3. Tovabbi egészségiigyi eldnydk érdekében a felndttek noveljék a mérsékelt intenzitast
aerob tevékenységet hetente 300 percre, vagy végezzenek 150 perc magas intenzitast
aerob tevékenységet, vagy ezek egyenértékii kombinaciojat.

4. Az izomerositd tevékenységeket a nagy izomcsoportokat bevonva hetente legalabb 2

vagy tobb napon kell végezni.
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65 év és annal idésebb életkorban:

A 65 évnél idGsebb korcsoport esetén az ajanlas teljesen megegyezik a 18-64 éves
korosztalynal leirtakkal. A rendszeres fizikai aktivitdssal csokkentheté a nem fert6zo

betegségek, a depresszio és a kognitiv hanyatlas kockazata.
A javaslat az alabbi kiegészitést tartalmazza:

e Azoknak az idéseknek, akiknek gyenge a mozgasképességiik, hetente legalabb 3 napon

végezniiik kell egyenstlyjavito tevékenységeket az elesések megel6zése érdekében.

Ha az id6sebb felnéttek nem tudjak teljesiteni az ajanlott mennyiségii fizikai aktivitast
egészségi allapotuk miatt, akkor a képességeiknek ¢és allapotuknak megfeleléen annyi fizikai

aktivitast végezzenek, amennyit csak tudnak.

Osszességében, minden korcsoportnal a fenti ajanldsok betartisanak, valamint a fizikai
aktivitasnak a pozitiv hatdsai meghaladjak az esetleges karokat. A hetente ajanlott 150 perc
mérsékelt intenzitdsu aktivitdsndl a vazizomrendszeri sériilések el6fordulds ritka. A
vazizomrendszeri  sériillések kockazatanak csokkentése érdekében javasolt alacsony

intenzitassal kezdeni, majd fokozatosan emelni a terhelést (123).
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Kisérleti allatok

Els6é kisérletiinkhoz 12 hetes him Spargue Dawley (SD, 420-460 g) patkanyokat
alkalmaztunk, melyeket a Janvier Labs (Rte du Genest, 53940 Le Genest-Saint-Isle,
Franciaorszag) biztositott. Az allatok 10 hetes korukban érkeztek €és 2 hét akklimatizacios
id6szakot biztositottunk szamukra. Ezalatt a patkanyok ketrecben voltak elhelyezve egy olyan
ablak nélkiili allathdzi szobaban, ahol 12 o6rés vilagos/sotét ciklust és allando 24 °C
homérsékletet biztositottunk szamukra. Az allatok szabadon hozzaférhettek vizhez, valamint
ad libitum szabvanyos ragcsalotaphoz (Ssniff Standard ragcsalotakarmany). Az allatok az
ARVO (Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research) és az NIH
(National Institute of Health) iranymutatasainak megfeleléen humanus ellatasban részesiiltek.
A vizsgalat sordn alkalmazott valamennyi modszert a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsaga (engedélyszam: 12/2019/DEMAB) jovéhagyta.

Masodik vizsgalatunkba 3 és 18 honapos him Wistar patkdnyokat vontunk be, melyeket az
el6z6 kisérlethez hasonldan a Janvier Labs biztositott. A patkdnyok 10 hénapos korukban
érkeztek az allathazba és 18 honapos korukig semmilyen elékezelésben nem részesiiltek, mig a
fiatal allatok 10 hetes korukban érkeztek és 2 hét akklimatizacids periddust biztositottunk
szamukra. Az allatok tartasi koriilményei és taplalasa megegyezett a korabban leirtakkal,
azonban figyelembe véve, hogy a tervezett futokerékben toltott aktiv ciklusokat a reggeli orakra
terveztiik, ezért a kisérlet koriilményeinek optimalizaldsa érdekében a 12 6ras sotét/vilagos
ciklust mesterségesen felcseréltiik. A patkdnyok az ¢éjszakai orakban aktivak, ezért az aktiv
futasi ciklusra a Wistar patkanyok szamara az "¢€jszakai, tehat aktiv idoszak" kezdetén kertilt
sor. A Wistar patkdnyok humdanus bandsmodban részesiiltek, az ARVO és NIH iranyelvei
szerint. A Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiga (engedélyszam:
3/2022/DEMAB) elfogadta és jovahagyta a vizsgalat soran alkalmazott valamennyi kisérleti

modszert.

4.2. Kisérleti protokollok €s csoportok

4.2.1. A DMT és harmalin anti-iszkémias hatasanak vizsgalata Sprague Dawley patkanyokon
Els6 kisérletiink célja az volt, hogy megvizsgaljuk az ayahuasca fézet két legfontosabb

komponensének, az N'N-dimetiltriptaminnak és a harmalinnak biologiai hatdsait a szem

iIszkémia-reperfuzios karosodasaban.
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Kéthetes akklimatizacios idészakot kovetden (12 hetes korukban) az allatokat
véletlenszeriien csoportokra osztottuk (n = 10 minden csoportban): vivéanyaggal kezelt (a
lekotott szem szolgalt a beteg kontrollként — BK; mig az iszkémianak nem kitett szemet
hasznaltuk egészséges kontrollként —EK), DMT-vel (Lipomed, DMT-943-FB-1000, Lot:
943.1B0.2) és harmalinnal (Sigma—Aldrich, 51330-1G, Lot#BCCC2186) kezelt (DHK) és
harmalinnal (HK) kezelt csoportok (lasd 1. tablazat).

Csoport Iszkémia Reperflzio Allatok Kezelés Elvégzett
modell és kezelés szama vizsgalatok
hossza
1. Ligacio (60 7 nap 10 him SD DMT (sc. 10 mg/ttkg/nap) + Szem ultrahang
perc) patkany harmalin (po. 10

mg/ttkg/nap) =DHK csoport

Elektroretinografia
2. Ligdcio (60 10 him SD  harmalin (po. 10

+
perc) patkany mg/ttkg/nap) = HK csoport Szévettan
3. Ligdcio (60 10 him SD Kezeletlen (viv6anyaggal *
. _ Western Blot
perc) patkany kezelt) = BK csoport

1. tablazat: Kezelési csoportok az els6 kisérletben. Roviditések jelentése: SD =

Sprague Dawley patkany; sc. = subkutan; po. = per os = sz4jon 4at.

A DMT oldatot ozmotikus minipumpaval (ALZET Osmotic Pump, Model 2ML1) juttattuk
be, amely 1 héten keresztiil képes volt folyamatosan, allando sebességgel szubkutan adagolni a
hatéanyagot. F6 célunk az volt, hogy alland6 DMT-koncentraciot tartsunk fenn, é¢s megeldzziik
a DMT erds hallucinogén €s szerotonerg mellékhatasait. A DMT alkalmazott napi dozisa 10
mg/kg/nap volt [30829033, 29664276]. A harmalin és a vivoéanyag beadasat naponta kétszer
rozsdamentes acél gyomorszonddn keresztiil valdsitottuk meg. A mini pumpéak korlatozott
térfogata (2 ml) miatt nem tudtuk a harmalint a pumpakba tolteni. Figyelembe véve a harmalin
viszonylag rovid felezési idejét és a MAO-A enzimre gyakorolt reverzibilis gatlo hatasat, a szert
mindkét kezelési csoportnak naponta kétszer, 10 mg/kg/nap adagban, szajon at torténd
szondazassal adtuk be. A harmalint mucilago hydroxethylcellulosiban diszpergaltuk, ezért a
mucilagot a vivoanyaggal kezelt csoportban is alkalmaztuk. Tekintettel arra, hogy a DMT
felezési ideje MAO-A gatlas nélkiil rendkiviil rovid, az allatok életét kimélve nem hoztunk 1étre
csak DMT-vel kezelt csoportot (3R allatetikai szabaly). Egészséges kontroll (EK) csoportként
a kezeletlen Sprague-Dawley patkanyok jobb (nem lekdtott) szemét hasznaltuk, amivel tovabb

tudtuk csokkenteni a felaldozott allatok szamat.
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Szem ultrahang

Sprague Dawley 60 perc iszkémia

~ patkanyok kivaltdsa és a Elektroretinografia
érkezése 10 hetes kezelés kezdete -
korban T Szovettan
| ] L1
| T |
' — ' ' 't Western blot
2 hét 7 nap reperfuzié és Akisérlet
akklimatizacio / kezelés \végpontja
VivGanyaggal kezelt Harmalin kezelt DMT + harmalin
beteg kontroll (BK) és (HK) csoport kezelt (DHK) csoport
egeszséges kontroll (EK)
csoport

12. abra: Az els6 kisérlet menete, és az elvégzett vizsgalatok

4.2.1.1. Iszkemia modell

Az allatoknal a mély anesztéziat Ketamin/xilazin kombinacié (100/10 mg/kg)
intramuszkuldris beadéasaval értiik el. Az altalanos anesztézia mellett lokalis érzéstelenitést is
alkalmaztunk az allatok bal szemén oxibuprokain tartalmu szemcseppel (Humacain 4 mg/ml,
Teva Ltd., Debrecen, Magyarorszag). Amikor az allatok fajdalomingerre mar nem reagaltak,
kisérleti uton iszkémias 4&llapotot idéztiink el az SD patkdnyok bal szemén ligacios
technikaval, a korabban leirt protokoll szerint [15452083]. A ligacio soran a szemgolyokat kissé
kiemeltilk a szemiiregb6l, majd a szemgolyok mogé egy vastag, atraumatikus sebészi
varroanyagbol (Mersilene; 2 mm) késziilt ligaturat helyeztiink, melynél egy polietilén kaniil
segitségével egy cstiszocsomot alakitottunk ki. A ligatura koriilvette a latoideget, a retina ereit
¢s a retrobulbaris kotdszovetet. Az iszkémiat a csomd meghtizasaval és rogzitésével inditottuk
el, nyomdast gyakorolva a retinalis erekre. A vérellatdas megsziinését makroszkoposan,
oftalmoszkop segitségével is ellendriztiik. A szemfen¢k elfehéredése jelezte a globalis iszkémia
kezdetét. Az allatok szemét az altatés alatt karbomer alapt szemgéllel védtiik a kiszaradas ellen
(Vidisic, Bausch & Lomb, Berlin, Németorszag). Az iszkémia idGtartama 60 perc volt. Az
1szkémids idészak végén a csomot feloldottuk €s a ligaturat eltavolitottuk, hogy a véraramlas

ujra elindulhasson.

4.2.1.2. A szem ultrahang vizsgalata

A retina véraramlasat a Vevo 3100 ultrahangrendszer (Fujifilm Visualsonics Inc., Toronto,

ON, Kanada) segitségével hataroztuk meg, amely egy 32 MHz-es MX550D transzducerrel volt
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felszerelve. A vizsgalatot soran az allatok mély altatasban voltak, a megfeleld testhomérséklet
biztositidsa érdekében 39 °C homérsékletli fiitott melegitdpadra helyeztiik dket (hason fekvd
pozicidban). Vizalapt, inert ultrahanggélt (Aquasonic 100, Parkerlab Inc., Fairfield, NJ, USA)
vittiink fel a szaruhartya felszinére, és a szemet az ugynevezett hosszanti makula (LMAC)
nézetben vizualizaltuk. A méréseket akkor rogzitettik, amikor a szaruhartya, a
szivarvanyhartya és az livegtest a maximalis térfogatban volt lathato. A standard Color Doppler
jeleket 9 mm mélységben vettiik fel, valamint impulzushullam (PW) Doppler-képeket
rogzitettlink a hatsé rovid ciliaris artéria véraramlasanak értékelésére (55, kapuméret: 0,27
mm). A véraramlast az 1 6ras I/R-sériilés el6tt (alapallapot) és utan (reperfuzio alatt) értékeltiik.
A képeket félkvantitativ modon elemeztiik (VevoLAB ver. 5.1., Fuyjifilm Visualsonics Inc.,
Toronto, ON, Kanada), hogy értékeljiik az aramlas jelenlétét a kiindulasi koriilmények kozott

¢és a reperfuzios fazisban.

4.2.1.3. Az ozmotikus minipumpa beiiltetése

crer

be kozvetleniil az iszkémids iddszak lezarasa utdn, kihaszndlva a még fenndll6 mély anesztézia
allapotat. Az allatok hatat a beiiltetés helyén leborotvaltuk, és a bért 10%-0s povidon-
jodoldattal (Betadine, Egis Pharmaceuticals PLC, Budapest, Magyarorszag) lefert6tlenitettiik.
Elsé 1épésként a lapocka kozotti teriilet kozépvonalaban egy 1 centiméter hossziisagu
bemetszést ejtettiink, majd egy hemosztatot helyeztiink a bér alatti kotészovetbe. A hemosztat
széarainak folyamatos nyitasaval és zarasaval 1étrehoztunk egy zsebet a pumpa szamara. Amikor
a zseb mérete megfeleld volt, behelyeztiik a minipumpat és sebet nem felszivodo varroanyaggal
bezartuk, majd 0jbol fertdtlenitettiik a feliiletet. Ezt az eljarast nem csak a DMT és harmalin
kezelt csoportnal végeztiik el, hanem a harmalinnal és a vivOanyaggal kezelt allatoknal is
minipumpa beliltetése nélkiil (almitét). Ezzel biztositottuk, hogy minden kezelési csoport

azonos stressz-terhelésnek legyen kitéve.

4.2.2. A rendszeres testmozgas dozis-fliggd hatasanak vizsgalata aging patkdnymodellen

A masodik kisérletiinknek a f6 célkitiizése az volt, hogy megvizsgaljuk az id6s6dd korban
elkezdett kiilonb6z0 intenzitast testmozgas hatasat a latdszerven.

A kisérlet menete a 12. abran lathato. A vizsgalatunkhoz az alabbi csoportokat hoztuk 1étre:

I. csoport: fiatal, 3 honapos patkanyok = fiatal kontroll (FK) csoport (testmozgas nélkiil)
(n=10);

32



II. csoport: id6s6d6 (18 honapos), inaktiv (fizikai aktivitas nélkiili) kontrollcsoport (11K): a
kisérlet sordan egy futokerék nélkiili ketrecben lettek elhelyezve, ez a csoport képviselte a
fizikailag inaktiv populéaciot (n=12);

III. csoport: id6s6d6é dnkéntes/rekreacios futd (18 honapos) (IRF) csoport: futokerékkel ellatott
ketrecben lettek elhelyezve, ahol a futokereket onként hasznalhattdk (2 db allat/ ketrec, n=12);
IV. csoport: id6s6d6 (18 honapos) erdltetett futd (IEF) csoport: az allatok 6 nap/hét gyakorisaggal
végeztek magas intenzitdsu testmozgast egy zart futokerékben folyamatos feliigyelet mellett

(n=12).

1dds6d6 allatok

Id8s6dé Wistar csoportbeosztdsa 18 10 hetes Wistar
patkanyok érkezése hénapos korban és a patkanyok érkezése
10 honapos korban kisérlet kezdete (fiatal kontroll,

(n=36) n=10)

Western blot

| |
L |

[

II. csoport: id8s Szovettan

testmozgdst nem végzd

csoport (n=12) A kisérlet vége az
Ill. csoport: idds rekreacios 4llatok 3 (fiatal
futé csoport (n=12) kontroll) és 24
IV. csoport: id6s erdltetett hénapos (idés
futé csoport (n=12) csoportok) koraban

Elektroretinografia

13. abra: A masodik kisérlet menete

Az erdltetett futast végzo allatok esetén ligyeltiink a testmozgés intenzitasdnak fokozatos
emelésére, hogy elkeriiljiik az esetleges sériiléseket. El8szor 5 percig a kikapcsolt allapoth
futokerékbe helyeztiik dket, hogy megismerkedjenek az eszkozzel, majd a késziiléket 5 m/perc
sebességre allitottuk. Minden nap 0,5 m/perccel noveltiik a sebességet, amig el nem értiik az
ajanlott 13 m/percet. Amikor az allatok ezt teljesitették, elkezdtiik névelni az 1d6t: 1 perccel
kezdtiik (amig csak a sebességet noveltiik, az allatok csak 1 percig futottak), és a cél az volt,
hogy minden nap 1 perccel ndveljiik a futdsi idétartamot, amig el nem érjiik a kivant 20 percet.
Minden tréninget naponta egyszer, a reggeli orakban végeztiink el (az allatok szamara ez

¢jszakai id6szak kezdete volt).

4.3. Western blot

Mindkét kisérlet lezarasa utan az éllatok szemében lezajlo fehérje-expresszios valtozasok
feltarasa érdekében western blot vizsgalatot végeztiink. Az allatok életének humanus kioltasa

general anesztetikum tuladagolasaval tortént. Ezt kovetden eltavolitottuk a szemgolyokat a
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szemiiregbdl és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk (n=5 csoportonként). A fehérjefrakciok
kinyeréséhez a szemgolyokat porra 6roltiik és elegyitettiik homogenizald pufferrel (25 mM Tris,
25 mM NaCl, 1 mM Na-ortovanadat, 10 mM NaF, 10 mM Na-pirofoszfat, 10 mM okadainsav,
0.5 mM EDTA, 1 mM PMSF proteaz inhibitor koktél, desztillalt viz - Sigma-Aldrich-Merck
KGaA, Darmstadt, Németorszag), majd az oldatot késes diszpergatorral (T10 Ultra-Turrax,
IKA-WERKE, Staufen, Németorszdg) tovabb homogenizaltuk. Az elegyet 2000 rpm
fordulatszamon, 4 C°-on, 10 percig centrifugaltuk, majd leszivtuk a feliiluszot, amely
tartalmazta a citoszolikus és mitokondrialis frakciokat. A fennmaradd pellet tartalmazta a
sejtmagi frakciot, ezt feloldottuk TritonX 100 detergenst (Sigma-Aldrich- Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) tartalmazé homogenizald oldatban és 1 ordn keresztiil jégen
inkubaltuk. Ezt kovetden ismét 10 percig centrifugaltuk a nuklearis frakciot tartalmazo elegyet
(14 000 rpm, 4 °C), majd a feliiluszoval nyertiik ki a sejtmagi fehérjéket tartalmazo oldatot. A
citoszol- és mitokondrium-tartalmu feliiluszot 20 percig centrifugaltuk (10 000 fordulat/perc 4
°C-on). A feliiliszé leszivasaval nyertiik ki a citoplazmatikus fehérjéket tartalmazo frakciot.
Az egyes frakciok feliiliszoinak 10-10 pl-ébol spektrofotométerrel (FLUOstar Optima, BMG
Labtech, Ortenberg, Németorszag) megallapitottuk a teljes fehérjekoncentraciot BCA modszer
segitségével (QuantiPro BCA Assay Kit, Sigma-Aldrich-Merk KGaA), mely utan a feliiltszok
fennmaradd részét Laemmli puffer 1:1 aranyban torténd (Sigma-Aldrich-Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) hozzdadasaval és 5 perc forralassal készitettiik eld SDS-
poliakrilamid gélelektroforézisre. A szem homogenizatum fehérjéit 12%-os poliakrilamid
gélen valasztottuk el molekulatomegiik alapjan (aramerdsség: 25 mA, felsd gél: 5%; also gél:
12%, ~220 perc, eszkoz: Hoefer miniVe PAGE SE300, Hoefer Inc., Holliston, MA, Egyesiilt
Allamok). A poliakrilamid gélrl a fehérjéket nitrocelluloz membranra (GE Healthcare,
Darmstadt, Németorszag) transzferaltuk (25 V fesziiltségen, 90 percig). A membranok szabad
kotéhelyeinek blokkolasa 3%-0s BSA oldatban (Sigma-Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) tortént, majd primer antitesteket tartalmaz6 TBST oldatba helyeztiik ket és egy
¢jszakan at inkubaltuk folyamatos mozgatas mellett.

Az elsd kisérletiinkben hasznalt primer antitestek: (anti-hiszton H3 rekombinans nyul
monoklonalis antitest (~17 kDa), Cat#ab1791 Abcam, Cambridge, UK; anti-béta-aktin egér
monoklonalis antitest, (~42 kDa), Cat#AS5316, Sigma-Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt,
Germany; anti-MMP9 nyul poliklonalis antitest (~92 kDa), Cat#ab38898, Abcam, Cambridge,
UK; anti-PARP1 poliklonalis antitest (~113 kDa), Cat#ab227244, Abcam, Cambridge, UK;
GFAP nyul poliklonalis antitest (55, 48 kDa), Cat#ab7260, Abcam, Cambridge, UK; anti-NFkB
p65 nytl poliklonalis antitest (~64 kDa) Cat#ab16502, Abcam, Cambridge, UK, anti-HSP70
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egér monoklonalis antitest (~70 kDa) Cat# SAB4200714, Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag.

A masodik kisérletiinkben alkalmazott antitestek: anti-hiszton H3 rekombinans nyul
monoklonalis antitest (~17 kDa), Cat#ab1791 Abcam, Cambridge, UK; anti-béta-aktin egér
monoklonalis antitest, (~42 kDa) Cat#ab8226 Abcam, Cambridge, UK; anti-BDNF nyul
monoklonalis antitest (~15 kDa), Cat#ab108319 Abcam, Cambridge, UK; anti-MAOB
monoklonalis antitest (~59 kDa), Cat# ab259928 Abcam, Cambridge, UK; GFAP nytl
poliklonalis antitest (55, 48 kDa), Cat#ab7260 Abcam, Cambridge, UK; anti-SIRT6 nytl
monoklonalis antitest (~39 kDa) Cat# ab191385 Abcam, Cambridge, UK; anti-PARP1
poliklonalis antitest (~113 kDa), Cat#ab227244, Abcam, Cambridge, UK; anti-NFkB p65 nyul
poliklonalis antitest (~64 kDa) Cat#ab16502, Abcam, Cambridge, UK, anti-SOD1 nyul
poliklonalis antitest (~17 kDa), Cat# ab52950, Abcam, Cambridge, UK; anti-HSP70 egér
monoklonalis antitest (~70 kDa) Cat# SAB4200714, Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag,

Masnap reggel 3X10 percig tarto TBST-vel torténd mosasi 1épésekkel tavolitottuk el a
membranokrol az éjszaka folyaman be nem k6t6dott primer antitesteket, majd torma-peroxidaz
enzimmel konjugalt masodlagos (nyul vagy egér ellenes) antitesteket tartalmazo oldatban
inkubaltuk a membrant tovabbi 45 percig (egérellenes antitest Cat#A4416; nyul elleni antitest
Cat#A0545; mindketté Sigma-Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). Az inkubacio
végén ujabb mosasi 1épések kovetkeztek. A keresett fehérjék lathatova tételéhez ECL™
Prime™ western blot eléhivo folyadékot (Cytiva, Amersham, Egyesiilt Kiralysag) és LI-COR
C-DiGit® blot szkennert (LI-COR Inc., Lincoln, NE, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. A
szkenner a kemilumineszcens fényreakcié intenzitasat detektalva teszi lathatova a csoportok
kozotti kiillonbségeket. Az elkésziilt blotok kiértékelését az ImageJ szoftverrel (verzio 1.51,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) végeztiik, amellyel eldszor elvégeztiik a
hattérhez torténd normalizalast és egy haztartasi fehérjére (hiszton H3 vagy béta-aktin) valo
standardizalast. Minden kezelési csoportbdl fehérjénként 5 allat 3 db Western blot eredményét

analizaltuk.

4.4. Szdvettan

A patkanyok humanus gyodgyszeres eutanaziaja utan a szemgolyokat (n=5/csoport)
ovatosan kimetszettiik a szemiiregbdl, majd szaruhartya felso részét egy ligatura behelyezésével
megjeloltiik a késébbi poziciondlds céljabol. A bulbusokba egy vékony tii segitségével
paraformaldehidet fecskendeztiink, hogy biztositsuk a szem belsO részének megfeleld fixalasat.

Ezt kovetéen a szemgolyokat 24 orara paraformaldehid-oldatba (PFA, pH 7.4, 4%
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foszfatpufferben: 10 g paraformaldehid, 50 uL 10 N NaOH, 25 ml 10X PBS, 200 ml ddH20)
helyeztiik. Masnap a szaruhartydkon bemetszést ejtettiink €s a szemeket folyd viz alatt mostuk
1 6ran keresztiil a PFA megfelel6 kimosasanak érdekében. Ezutan a mintakat 70%-0s alkoholba
helyzetiik. Kovetkezé 1épésként a mintakat dehidraltuk (70%, 90%, 100% etanol), majd
deritettiik xilollal és végiil paraffinba agyaztuk (Histowax, Histolab Products AB, Géteborg,
Svédorszag). Az igy létrehozott paraffin blokkokbdl mikrotommal 4 pum metszeteket
készitettiink. A szemgolyok pozicidja minden esetben megegyezo volt: a szemgolydk metszését
frontalis irdnybol kezdtiik el, a behelyezett ligatira a blokk fels6 szélével merdleges szoget zart
be (ligatarat eltavolitottuk a pozicionalads utdn). A szOvettani analizist a retina hatsé-also
szegmensében talalhato  vakfolt-kozeli metszeteken végeztik el. A  metszeteket
deparaffinizaltuk, majd rehidrataltuk leszall6 alkoholsorral, ezt kovetéen hematoxilin-eozinnal
(H & E) festettiik. Ennek els6 1épéseként a lemezeket 10 percig hematoxilinnel (Gill-tipusn,
GHS2128, Sigma- Aldrich-Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) festettiik, majd 10 percig
folyd vizben mostuk, mialatt a metszetek kékre szinezddtek. Ezt kovette egy 5 percig tartd
festés eozinnal. A képeket a retina also latoideg kozeli részérdl 40x objektiven keresztiil Nikon
Eclipse 801 mikroszkdppal készitettiik (Nikon Plan Fluor 40/0,75 DIC M/N2 ¥/0,17 WD 0,66).
A rogzitett képek eclemzését és a retinavastagsag mérését a Nikon NIS-Elements BR

(Ver5.41.00) mikroszkopos szoftverrel végeztiik el.

4.5, Statisztika

A statisztikai elemzéshez GraphPad Prism szoftvert (9.1.2-es verzid, GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, Egyesiilt Allamok) haszniltunk. A Gauss-eloszlast Shapiro-Wilk
normalitasteszttel értékeltiik. A normal eloszlasi adatokat egyutas varianciaanalizissel
(ANOVA), mig a nem normal eloszlasu adatokat nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszttel
analizaltuk. A csoportértékek kiilonb6zé iddpontokban torténd elemzése esetén kétutas
varianciaanalizist alkalmaztunk. Az 6sszehasonlitast akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a
valoszinliségi értekek 0,05-nél kisebbek voltak (p<0.05). A szignifikancia szintjét a
kovetkezOképpen jeleztiik: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; és **** p < 0,0001. Az

Osszes adatot atlag + az atlag standard hib4ja (SEM) formatumban adtuk meg.
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5. Eredmények

5.1. A DMT és harmalin hatdsanak vizsgalata a szem iszkémia-reperfizios
karosodasaban

5.1.1. A szem ultrahang vizsgalata

A retina artérids véraramlasat, amelyet Color és PW (pulse wave) Doppler echografidval
értékeltlink, helyredllt az iszkémids periddus utdn. A cilidris artéridk csucs véraramlasi
sebessége 100 és 300 mm/s kozott valtozott mind az alap-, mind a reperfiizi6 utani fazisokban,

ami azt mutatja, hogy a reperflizio teljes volt a sériilés utan (14. abra).

Rat 2 0:31:18 Rat 2 reperfusion

Ret art base Vevo 3100 Ret art post-reperfusion

Stored

Doppler Velocity RA: z Doppler Velocity RA:
Vel = 124,687 mm/s 200 Vel = 166,249 mm/s

14. abra: Reprezentativ ultrahangképek, amelyek a szemgolyd vérellatasat
mutatjak az iszkémiat okozo lekotés eldtt és utan. Sarga négyzet: color doppler
detektalasi teriilet. Fiiggbleges sarga vonal, kozépen rovid vizszintes parhuzamos
sarga vonalakkal: pulzus doppler kapu (a két rovid vizszintes vonal kozott). Sarga
szaggatott keresztvonal: pulzus doppler szoge. Piros: véraramlés a transzducer felé.

Kék vonal: a maximalis véraramlési sebesség mérdeszkoze.
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5.1.2. Elektroretinografia

A retinakarosodds mértékének megitélésére a kezelési csoportokat az egészséges kontroll
(EK) (vivéanyaggal kezelt, nem iszkémias) csoport eredményéhez viszonyitottuk és szazalékos
aranyban adtuk meg az 15. abra A és B részén lathaté modon. A legmagasabb szazalékos
értékeket a harmalinnal kezelt allatok csoportjaban figyeltiik meg: itt az a-hullamokat 42,92 +
1,35, mig a b-hulldmokat 35,38 =+ 0,89 szazalékban hataroztuk meg (az egészséges kontroll
100%-o0s értékéhez viszonyitva), mindketté szignifikansan meghaladta (p < 0,0001) a
kezeletlen (vivoanyaggal kezelt) iszkémias csoport (BK = beteg kontroll) a-és b-hullam értékeit
(29,49 £ 0,79 és 20,08 + 0,45) és DMT és harmalin kezelt csoport (DHK) értékeit (22,76 + 0,52
¢és 13,82 £ 0,24). A DHK csoportban az a- és b-hullamok szazalékos értéke nem érte el a BK
allatok értékét és szignifikans kiilonbség volt kimutathatd (22,76 + 0,52 és 13,82 + 0,24 vs.
29,49 + 0,79 és 20,08 + 0,45; p < 0,0001) (lasd 15. abra A, és B). A 2. abra C és D részén
lathat6 grafikon mikrovoltban mutatja az a- és b-hullam amplitadok abszolut értékeit, beleértve

a kezeletlen nem iszkémias (EK) csoportot is.
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A-hullamok a kezelési csoportok az egészséges B-hullamok a kezelési csoportok az egészséges
A kontroll (csoport) atlagahoz viszonyitott B kontroll (csoport)atlagahoz viszonyitott szazalékos (%)
szazalékos (%) értékei alapjan értékei alapjan
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15. abra: Elektroretinografids eredmények. (A): a-hullamok a kezeletlen, nem IR a-hullamok
csoportatlaganak szazalékaban kifejezve. (B): b-hullamok a kezeletlen, nem IR b-hullamok
csoportatlaganak szazalékaban kifejezve. (C): az IR a-hullamok és a kezeletlen, nem IR a-
hullam abszolut értékei uV-ban kifejezve. (D): az IR b-hullamok és a kezeletlen, nem IR b-
hulldm abszolut értékei pV-ban kifejezve. Az dsszes eredmény éatlag + SEM formaban van

abrazolva. *** =p <0,001; **** = p <0,0001.
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5.1.3. Western Blot

A western blot analizis soran tobb olyan fehérje kifejez6dését vizsgaltuk a szemben, amelyek
fontosak a sejthalalban (PARP1), a gyulladdsban (NFxB, GFAP), a szoveti pusztuldsban és
atalakulasban (MMP9) és a sejtek homeosztazisanak fenntartasaban (HSP70). Minden kezelési
csoportbol 5 allat fehérjénként 3-szor megismételt western blot eredményét atlagoltuk. A kapott
eredmények tehat csoportatlagok, melyet a standardizalt-normalizalt pixelsiriiség
meghatarozasaval, majd statisztikai analizisével kaptunk meg.

A Western blot eredményei alapjan a GFAP expresszios profilja szignifikansan kiilonbozott
az EK ¢és a DHK csoportok kozott (70,59 + 8,879 vs. 123,0 + 17,56; p<0,05). Ezzel szemben
nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség az EK ¢s a HK (70,59 £ 8,879 vs. 97,20 £ 10,16;
p > 0,05) valamint az EK ¢és a BK csoportok kozott (70,59 + 8,879 vs. 97,93 + 6,342; p > 0,05)
(16. abra/A).

A HSP70 fehérje expresszidja is kiilonbségeket mutatott a kezelési csoportok kozott.
Szignifikéans eltérést talaltunk az EK és a DHK csoportok kozott, valamint a HK és a DHK
csoportok kozott is (122,6 + 8,638 vs. 87,72 £ 7,993, p < 0,05 és 120,7 £ 10,92 vs. 87,72 +
7,993, p <0,05, az EK vs. DHK, valamint a HK vs. DHK csoportok esetében). Bar a BK csoport
latszolag alacsonyabb értéket mutatott (100,9 + 7,191), mint az egészséges kezeletlen csoport,
ez a kiilonbség nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét. Az EK és a HK csoportok kozott

nem volt statisztikailag kimutathato szignifikans kiilonbség (p > 0,05) (16. abra/B).
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16. abra: Western blot eredmények. (A): A glia fibrillaris savas fehérje (GFAP)
expresszios szintjei a kiilonb6z6 csoportokban. (B): A 70kDa molekulatomegi
hésokkfehérje (HSP70) expresszios szintjei a kiilonbdz6 csoportokban (EK=egészséges
kontroll, BK=beteg kontroll, HK=harmalinnal kezelt, DHK=DMT+harmalin kezelt). Az

Osszes eredmény szazalékos atlag + SEM formaban van adbrazolva. ns = nem szignifikéns;

*=p<0,05.

Az MMP9 esetében a fehérjék szintje ellentétesen valtozott a HSP70-hez viszonyitva.
Szignifikans eltérést tapasztaltunk az EK és a DHK csoportok, valamint a HK és a DHK
csoportok 6sszehasonlitdsdban (16,11 £ 8,909 vs. 78,08 + 11,85, p < 0,05 és 19,79 + 9,925 vs.
78,08 + 11,85, p < 0,05, az EK vs. DHK, valamint a HK vs. DHK csoportok esetében). A
fehérjeszint alacsonyabb volt az EK és a HK csoportokban, mig ndvekedett a BK és a DHK
csoportokban. Az EK ¢és a HK csoportok MMP9 expresszioja hasonloan alacsony volt, kozottiik
szignifikdns kiillonbség nem volt kimutathat6, valamint a latszolag magasabb MMP9
expressziot mutaté BK csoport értéke sem tért el szignifikansan (16,11 + 8,909, 19,79 + 9,925
¢s 46,30+ 15,06 az EK, HK ¢és BK csoportok esetében; p > 0,05 mindegyik dsszehasonlitasban)
(17. abra/A).

Hasonl6 tendenciat figyeltiink meg az NFkB fehérjeexpresszios profiljaban is a western blot
analizis alapjan: az NFkB p65 fehérje esetében a BK csoport szignifikansan kiilonb6zott mind
az EK, mind a HK csoportoktdl (53,21 + 6,409 vs. 3,350 + 1,850, p <0,0001, és 53,21 + 6,409
vs. 19,19 £ 7,140, p < 0,01, a BK vs. EK, valamint a BK vs. HK kezelt csoportok esetében). A
DHK csoport NFkB p65 szintjei szignifikansan magasabbak voltak mind a HK, mind az EK
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csoportok szintjeinél (40,19 + 6,864 vs. 19,19 + 7,140, p < 0,05 és 40,19 + 6,864 vs. 3,350 +
1,850, p < 0,001 a DHK vs. HK ¢és a DHK vs. EK csoportok esetében). Nem volt statisztikai
kiilonbség az EK ¢és a HK (3,350 + 1,850 vs. 19,19 + 7,140) valamint a BK ¢és DHK (53,21 +
6,409 vs. 40,19 + 6,864) csoportok kozott sem (17. abra/B).

A MMP9 Western blot B NFkB Western blot
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17. abra: Western blot eredmények. (A): Az MMP9 (matrix metalloproteinaz 9)
expresszios szintjei a kiilonboz6 csoportokban. (B): Az NFkB (Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) p65 alegységének expresszios szintjei a kiilonb6z6
csoportokban. Az 6sszes eredmény szazalékos atlag + SEM forméban van abrazolva. ns =

nem szignifikdns; * =p <0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001; **** =p <0,0001.

Hasonloképpen, a poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) 1 fehérje szintjei is magasabbak voltak
a BK ¢és a DHK csoportokban (52,47 £ 9,597 ¢és 73,26 + 19,42), mig az EK ¢és a HK
csoportokban alacsonyabbak voltak (11,22 + 6,145 és 17,41 = 4,640). Nem voltak
statisztikailag szignifikans kiilonbségek az eldbb emlitett csoportparok kozott (p > 0,05 mind a
BK vs. DHK, mind az EK vs. HK 6sszehasonlitasokban). Ezzel ellentétben a kiilonbségek
szignifikdnsnak bizonyultak az EK és a BK (p < 0,05), a BK vs. HK (p < 0,05), a HK vs. DHK
(p <0,01), valamint a DHK vs. EK (p < 0,01) dsszehasonlitasokban (18. abra).
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18. abra: Western blot eredmények: A poli-ADP-riboz-polimeraz (PARP1)
expressziods szintjei a kiilonbozd csoportokban. Az Osszes eredmény szdzalékos
atlag + SEM forméban van abrazolva. ns = nem szignifikans; * = p < 0,05; ** =p

<0,01.

5.1.4. Szovettan

A hisztologiai eredmények alapjan (19. abra) jelentés eltérések voltak a teljes retina
vastagsagban a kiilonb6z6 csoportok kozott. A kontrollcsoport (BK) esetében az iszkémia-
reperfiizids karosodast szenvedett retina vastagsaga szignifikansan csokkent a megfelelé nem-
iszkémias (EK) értékhez képest (106,2 + 2,608 um vs. 147,0 = 5,394 um; p <0,0001). Ugyanez
a szignifikans kiilonbség figyelheté meg a két kezelt csoportban is: az I/R karosodott retina
vastagsaga csokkent a nem-iszkémias értékekhez képest (108,5 + 1,716 um vs. 138,2 + 4,382
um, illetve 122,5 + 3,267 um vs. 150,6 + 6,283 pm a DHK és a HK csoportok esetében; p <
0,0001 mindkeét 6sszehasonlitasban). Ha 6sszehasonlitjuk a kiilonb6z6 kezelési csoportok nem-
1szkémids értékeit, nem tapasztalhatd szignifikéns eltérés kozottiik (138,2 + 4,382 vs. 150,6 +
6,283 vs. 147,0 + 5,394 um a DHK, a HK ¢és a EK esetében). Az iszkémias csoportok
retinavastagsagai  kozott szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk: a HK allatok
retinavastagsaga szignifikansan nagyobb volt, mint a DHK és BK csoportokban mért atlag
(122,543,267 um vs. 106,2 2,608 um és 108,5 £ 1,716 um a HK vs. BK és a DHK csoportok
esetében; p < 0,05 mindkét 6sszehasonlitasban). Nem voltak statisztikailag jelentds eltérés a
DHK ¢és a BK csoport értékei kozott (106,2 = 2,608 um vs. 108,5 + 1,716 pum a DHK és BK
csoport esetében; p > 0,05).
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19. abra: Retina vastagsaga a kiilonb6zo kezelési csoportokban. (A): Reprezentativ
képek a retina vastagsagarol a kiilonbozé kezelési csoportokban, amelyeket
mikroszkop alatt rogzitettiink a hisztologiai elemzés soran. (B): A retina
vastagsaganak csoportatlaga, amelyet a kiilonb6z6 kezelési csoportok metszetein
mértlink a szovettani elemzés soran. A metszetek €s a grafikonok sorrendje azonos.

Az Osszes eredmény atlag vastagsag (um) + SEM forméban van abrézolva. ns =

nem szignifikans; * = p <0,05; *** =p <0,001; **** =p < 0,0001.
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5.2. A rendszeres testmozgas dozis-fiiggd hatasanak vizsgalata 6regedd
patkdnymodellen

5.2.1. Elektroretinografias eredmények

A fiatal (nem futd) kontroll csoport (FK) csoport szignifikansan magasabb a-hullam
amplitidokat mutatott az idésebb csoportokhoz képest szkotopias mérés esetén. A harom id6s
eltérd aktivitasu csoport a-hulldm amplitadoi kozott nem volt szignifikans kiilonbség, kivéve
magas, 25,000 mcd-s/m? fényintenzitas mellett, ahol az idds, erbltetett futd (IEF) csoportban
szignifikdnsan alacsonyabb a-hullam amplitadé volt megfigyelhet6 (20. abra).

Az a-hullam implicit idok tekintetében elmondhatjuk, hogy alacsony (10mcd*s/m2) és
kifejezetten magas (10000, 30000 mcd*s/m2) fényintenzitas esetén lathatunk kifejezett
kiilonbséget a csoportok kozott. Az a-hulldmok implicit ideje jelentdsen meghosszabbodott az
IEF csoportban, az FK és a tobbi idds csoporthoz viszonyitva (21. abra). Magas fényintenzitas
mellett nem csak az er6ltetett futd csoportban, hanem az idds inaktiv kontroll (11K) valamint az
1d6s rekreacios futdo (IRF) csoportban is lathatunk implicit id6 megnyulast a fiatal kontroll
csoporthoz képest.

Alacsony intenzitasu szkotopikus koriilmények kozott az FK csoport b-hullam amplitadoi
szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint az iddsebb csoportoké. Ez a kiilonbség csokkent, és
végiil atfordult a magasabb fényintenzitas esetén és a fotopikus mérések soran. Az id6sebb
csoportok kozott az IRF csoport kovetkezetesen magasabb b-hulldm amplitiddkat mutatott
mint az IIK csoport és az IEF csoport a szkotopikus mérések soran (22. abra). Ez a kiilonbség
nem volt lathaté fényadaptacio utan, fotopikus mérések esetén.

A fiatal kontroll csoport b-hullam implicit ideje szignifikansan rovidebb volt, mint az
iddsebb csoportoké (23. abra).
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20. abra: Elektroretinografias eredmények: a-hullam amplitadok eltérd
fényintenzitas mellett. Az amplitidok pV-ban vannak kifejezve. A grafikon a
csoportatlagokat + az atlag standard hibajat (standard error of the mean = SEM)
abrazolja. ns = nem szignifikans; * =p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p <0,001; ****

= p < 0,0001
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21. abra: Elektroretinografids eredmények: a-hulldm implicit idék eltérd

fényintenzitas mellett. Az implicit idék ms-ban vannak kifejezve. A grafikon a
csoportatlagokat + az atlag standard hibajat (standard error of the mean = SEM)
abrazolja. ns = nem szignifikdns; * = p <0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 ****

= p < 0,0001
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22. abra: Elektroretinografias eredmények: b-hullam amplitadok eltérd
fényintenzitas mellett. Az amplitaidok pV-ban vannak kifejezve. A grafikon a
csoportatlagokat + az atlag standard hibajat (standard error of the mean = SEM)
abrazolja. ns = nem szignifikans; * =p <0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001, ****

=p < 0,0001
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23. abra: Elektroretinografias eredmények: b-hullam implicit idék eltérd
fényintenzitas mellett. Az implicit id6k ms-ban vannak kifejezve. A grafikon a
csoportatlagokat + az atlag standard hibajat (standard error of the mean = SEM)

abrazolja. ns = nem szignifikans; * = p<0.05; ** = p< 0.01; **** = p<0.0001
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5.2.2. A masodik kisérlet western blot eredményei

Szignifikansan megemelkedett MAO-B szintet detektaltunk az IIK és az IEF csoportokban
az FK és az IRF csoportokhoz képest (60,08 + 7,314 ¢és 69,17 + 5,032 vs. 23,39 £+ 4,938 ¢és
35,98 + 6,74, p < 0,05). Az FK és IRF csoportok eredményei kozott nem volt szignifikans
kiilonbség (23,39 + 4,938 vs. 35,98 + 6,74; p > 0,05) (24. abra/A).

A GFAP fehérje expresszioja jelentdsen emelkedett volt az 11K és az IEF csoportokban az
FK csoporthoz képest (107,9 + 7,929 és 119,8 £ 8,034 vs. 62,7 £6,644; p<0,001 és p<0,0001),
mig az IRF csoport GFAP szintje szignifikansan alacsonyabb volt, mint az IEF csoporté (89,05
+ 6,185 vs. 119,8 + 8,034; p < 0,05) (24. abra/B).

Jelentésen alacsonyabb SIRT6 expressziot figyeltiink meg az 11K és az IEF csoportokban az
FK csoporthoz képest (103,8 + 6,455 és 89,51 + 5,9 vs. 134,6 + 10,88; p < 0,01 és p <0,0001).
Az IRF csoport SIRT6 szintje kozelebb allt az FK csoportéhoz (122,2 + 8,278 vs.134,6 + 10,88;
p > 0,05) (24. abra/C).

A BDNF expresszidja jelentdsen csokkent az IEF csoportban az FK csoporthoz képest
(27,01 £4,476 vs. 49,73 + 6,539; p < 0,05). Az IRF csoport viszont nem mutatott szignifikans
kiilonbségeket sem az FK, sem az IIK csoportokhoz képest (38,54 + 4,392 vs 49,73 + 6,539 ¢és
38,36 + 5,65; p > 0,05) (24. abra/D).

A PARPI expresszidja szignifikdnsan magasabb volt a testmozgast végzo idds csoportok
(IRF és IEF), mint az FK allatok szemében (91,34 £ 16,52, 101,9 £ 15,01 vs. 42,57 + 5,45, p <
0,05), mig az IIK csoport eredménye (64,61 + 10,92) nem kiilonbozott téle (25. abra/A).

Masodik kisérletiinkben az NFkB expresszi6 hasonlé mintazatot mutatott, mint a PARPI:
az 1d6s csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség, azonban az FK csoporthoz képest az
1d6s allatokban szignifikdnsan magasabb volt az NF«B kifejezédése (114,9 £ 12,92, 124,1
+13,93, 91,47 + 10,58 vs. 12,59 + 4,06, IIK, IRF, IEF vs. FK csoportok dsszehasonlitasa, p <
0,0001) (25. abra/B).

Megvizsgaltuk a SODL1 illetve a HSP70 fehérjék expresszidjat is a szemben. A kisérlet
eredménye alapjan sem az ¢letkor, sem a testmozgas nem befolyasolta ezen fehérjék
expresszidjat a szemben: a csoportok kozott nem volt kimutathatod szignifikans eltérés (25.

abra/ C és D).
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24. abra: Western blot eredmények: A: MAO-B; B: GFAP; C: SIRT6; és D: BDNF
fehérjék expresszids szintjei a kiilonbozd csoportokban. A fehérjék a grafikon Y
tengelyén megnevezett haztartasi fehérjére vannak standardizalva. FK — fiatal
kontroll, 11K — id8s inaktiv kontroll, IRF — idGs rekreacios futd, és IEF — idds,
erbltetett futd (n=5 mindegyikben). Az 0sszes eredmény szazalékos atlag + SEM
formaban van dbrazolva. ns = nem szignifikans; * =p <0,05; ** =p <0,01; *** =

p < 0,001; **** = p < 0,0001.
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25. abra: Western blot eredmények: A: PARP1; B: NFkB; C: SOD1; és D: Hsp70
fehérjék expresszios szintjei a kiilonbozd csoportokban. A fehérjék a grafikon Y
tengelyén megnevezett haztartasi fehérjére vannak standardizalva. FK — fiatal
kontroll, 11K — id6s inaktiv kontroll, IRF — id3s rekreacios futo, és IEF — id0s,
erbltetett futd (n=5 mindegyikben). Az 0sszes eredmény szazalékos atlag + SEM

formaban van dbrazolva. ns = nem szignifikéns; * = p < 0,05; **** = p < 0,0001.
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5.2.3. Szovettan

Hisztologiai elemzésiink sordn a retina vastagsaganak meghatarozasdhoz a belsd
hatdrmembran (membrana limitans interna) és a kiilsd hatirmembran (membrana limitans
externa) kozotti tavolsagot mértiik. A szakirodalmi adatokkal 6sszhangban IIK csoportban a
retina vastagsaga jelentdsen csokkent (44,25 + 1,813 um) a tobbi kisérleti csoporthoz képest,
ami az Oregedésnek a retina szerkezetére gyakorolt hatasat jelzi (p < 0,0001).

Ezzel szemben, a két eltérd intenzitdsu mozgast végz0 csoport Gsszehasonlitdsakor nem
figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a retina vastagsagaban, tovabba nem kiilonboztek
szignifikansan az FK csoportban mért atlagtol. AZ FK csoport retina vastagsaga 68,32 + 3,282,
az IRF csoportban mért atlag 62,95 + 3,056 um, az |EF csoportban pedig 65,77 = 3,013 um
volt (26. abra).
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26. abra: A retina vastagsdganak 0sszehasonlitasa a kezelési csoportok kozott. A)
Reprezentativ mikroszkopos felvételek B) A retina vastagsaganak adatai a
kiilonboz6 kezelési csoportokban az inner €s outer limiting membrane (ILM, OLM,;
belsd ¢és kiilsd hatarhartya) kozotti mérések alapjan, a hibasadvok pedig az atlag
standard hibajat (SEM) jelzik. FK — fiatal kontroll, 11K — id8s inaktiv kontroll, IRF
—1d6s rekreacios futo, és IEF —1d6s, erdltetett futd (n = 6 mindegyikben). ns = nem
szignifikans; **** = p < 0,0001.
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6. Megbeszélés

Az Oregedés egy elkeriilhetetlen és visszafordithatatlan folyamat, amely az egyén
szervezetében tipusos valtozasokat indit el a bioldgiai funkciok €s a fizikai megjelenés terén is
(124). Az dregedéshez tarsulo jellegzetes fenotipus sokrétii, egymassal 6sszefiiggd folyamatok
eredménye, mely magaban foglalja a testosszetétel valtozéasait, az energiatermelés ¢és -
csokkenését valamint a neurodegeneraciot. Jelen tudasunk szerint a folyamat egyik alappillére
a stresszhatasok ¢és az azt semlegesito (puffer) mechanizmusok kozotti kiegyenlitetlenség, mely
a kompenziciés mechanizmusok ¢és tartalékok kimerilésével jar egyiitt. Ennek
kovetkezményeként a szervezet védtelenné valik a karos hatdsokkal szemben, ami igy
halmozott karosodashoz vezet. (26). A csokkent gyogyulasi képesség és az antioxidans rendszer
elégtelensége idskorban a latoszervben is megjelenik (125). Az érzékszerveink koziil a latas
altal jut a legtobb informacié a kézponti idegrendszerbe (5). A retina épsége és megfeleld
miikodése kulcsszerepet jatszik a latasélesség fenntartasaban, azonban az ideghartya életiink
soran folyamatosan kornyezeti stresszhatasoknak van kitéve. Az allando fényexpozicid
hosszitavon kumulativ retinakarosodast eredményezhet, amely felgyorsitja az egészséges
oregedési folyamatot (7).

A kor elérehaladtaval megnd a szembetegségek incidencidja. Az életmindség-romlassal jaro
latasvesztés minden 6todik 80 év feletti egyént érinti, ami izolacidhoz és a demencia fokozott
kockazatahoz vezethet (4). Munkacsoportunk f6 célkitlizése olyan preventiv terapias lehetdség
feltarasa volt, amellyel megelézhetévé vagy késleltethetdvé valnanak az iddskorral tarsulod
szembetegségek. Ezen intervenciok hatékonysdgat funkcionalis, morfoldgiai €s molekularis
vizsgalatok elvégzésével tdmasztottuk ald. Emellett olyan molekuldris utvonalak feltarasat
terveztiik, amelyek farmakolodgiai befolyasolasa terapias hatassal birhat az dregedéssel tarsuld
korallapotok kezelésében.

Els6 kisérletiinkben a tradicionalis ayahuasca fézet két komponensének a DMT-nek ¢és a
harmalinnak a hatésait vizsgaltuk a szem iszkémia-reperfuzidos karosodasaban. A retina
degenerativ folyamatai hatékonyan nyomon kovethetok az ERG segitségével, amely egy nem
invaziv diagnosztikai technika, és részletes betekintést nyujt a retinalis sejtek funkcionalis
allapotaba. Az ERG elsd, negativ komponense — az a-hullam — a fotoreceptorok aktivitasat jelzi,
amelyek felelések a fény elektromos impulzusokka torténd atalakitasaért (42). Az ERG

masodik kitérése pozitiv iranyu, mely elsdsorban az ON-bipoléris és mas, a fotoreceptorokat
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kovetd, tehat posztszinaptikusan elhelyezkedd sejtek altal generalt d&ramok eredménye. Ezt
nevezziik b-hullamnak (35, 42).

Els6 kisérletiink eredménye azt mutatja, hogy a harmalinnal kezelt (HK) allatoknal mérhet6
a legnagyobb a-és b-hullam amplitud6 valamint ebben a csoportban volt a legmegérzottebb a
retina vastagsaga az I/R csoportok kozott. Ezzel szemben DMT és a harmalin (DHK csoport)
egyiittes adasa karos hatassal volt a latoszervre, az a-és b-hullamok amplitiddja nem érte el a
kezeletlen iszkémidas allatoknal meghatarozott csoportatlagot (15. abra). Hogy magyarazatot
talaljunk erre a meglepd eredményre tobb olyan fehérje kifejezddését vizsgaltuk a szemben,
amelyeknek fontos szerepe van a sejthalalban (PARP1), a gyulladasban (NFkB, GFAP), a
szoveti pusztulasban ¢és atalakuldsban (MMP9) és a sejtek homeosztazisanak fenntartasaban
(HSP70).

A poli-ADP-riboz-polimeraz 1 (PARPL), fontos szabalyozoja szamos sejtfunkcionak, mint
amilyenek a sejtproliferacio, differencialodas, sejthalal, a gyulladasos valasz és a
mitokondrialis funkcié (63). Habar a PARP1 fokozott expresszioja protektiv faktor lehet pl.
oregedésben a DNS-javitasban betoltott szerepe miatt, tilmiikodése egy specialis programozott
sejthalaltipushoz vezethet, amely - tobb tanulmany szerint - jelentds szerepet jatszhat a retina
karosodasaban, az 6rokletes retinabetegségekben, az idéskori makuladegeneracioban és a szem
iszkémia-reperfuzids karosodasaban (64, 67). Vizsgalatunkban a HK csokkentette a PARP1-
expressziot a szemben a BK és a DHK csoportokhoz képest, ami hozzajarulhat a harmalin
retinoprotektiv hatasahoz (18. abra). Hasonloképpen, szamos publikacioban beszamoltak arrol,
hogy a PARP1 inhibici6 cs6kkenti a mikroglia aktivaciot és a kdvetkezményes gyulladdsos
valaszt, ezzel mérsékelve a neuronkarosodast (126).

A PARPI1 tovabba fokozza a kdzponti idegrendszer immunsejtjeinek aktivalodasat, és
befolyasolja szdmos transzkripcios faktor, koztiik az NF-kB, a p53 és az AP-1 expressziojat,
utvonal aktivacioja sorsdontd a sejtek talélése szempontjabol, mivel részt vesz az apoptozis, a
proliferacio, sejttulélés szabalyozasaban. Az NFkB ttvonal ezen hatasok miatt fontos szerepet
jatszik szamos neurodegenerativ betegség patomechanizmusaban (72). A szakirodalmi
adatoknak megfelelden az I/R karosodas megnovelte az NFkB p65 alegység szintjét a szemben
kisérletiinkben is. A harmalin megakadalyozta a NFkB p65 fokozott expresszidjat, ami arra
utalhat, hogy a harmalin mérsékelte az I/R 4&ltal kivaltott gyulladdsos kaszkadot. A
gyulladascsokkentd hatas retinoprotektiv lehet, melyet az ERG vizsgélat is alatdmasztott a HK
csoportban. Meglepé moédon ha a DMT-t harmalinnal kombinaltuk (DHK), akkor nem volt

megfigyelhetd csokkenés az NF«B expresszioban a beteg kontroll csoporthoz képest, ami arra
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utal, hogy a DMT egyiittes adasa ellenstlyozta a harmalin protektiv potencialjat (17. abra/B).
Ennek oka lehet a DHK csoportban megfigyelt magasabb PARP1 szint a HK és a BK
csoportokhoz képest, bar ez utobbi 0sszehasonlitds nem mutatott statisztikailag szignifikans
kiilonbséget.

A PARP1 az NFkB aktivalo hatasa mellett a matrix metalloproteindzok (MMP-K)
stimulalasaval hozzajarulhat a vér-retina gat karosodasahoz is. Az MMP9 expresszidja
fokozhato mind az NF«xB, mind az AP-1 kotédésével, melyeknek a PARP1 koaktivatora (77).
Az MMP-k felelések az extracellularis matrix lebontasaért és a szoveti remodellingért (76). A
bels6 szemnyomas extrém foku megemelkedése esetén (pl. glaukomaban), amely iszkémidhoz
vezet a szemben, az MMP-k nagymértékii expresszid-fokozodasat mutattak ki a bulbus szamos
szovetében (78). Kovetkezésképpen az MMP-K inhibicidja igéretes terapias megkozelités lehet
a degenerativ szembetegségek kezelésében. Kisérletiinkben a harmalin kezelés mérsékelni
tudta az I/R karosodas-indukalta MMP9 overexpressziot, igy a HK csoportban az egészséges
kontrollhoz hasonlo6 MMP9 szintet mértiink. Ezzel szemben a DHK csoportban az MMP9-
kifejezOdése szignifikansan magasabb volt, mint a HK és EK csoportban, ami egybevag az
NF«B és PARP1 fehérjék expresszios mintazataval a korabban leirtak alapjan (17. abra/A).

Iszkémia-reperfuzios karosodasban, a MMP-k fokozott szekrécidja figyelheté meg az
asztrocitak aktivaciojanak kovetkeztében (76). A GFAP az asztrocita aktivacio széles korben
hasznalt indikatora, és kimutattak hogy a KIR-i patologias allapotokban megnd az expresszidja
(81). Egy tanulmany szerint a GFAP gatlasa protektiv a fotoreceptorokra nézve retinalevalas
esetén (80). Els¢ kisérletiinkben a GFAP expresszido nem valtozott szignifikansan a HK
csoportban a BK és az EK allatokhoz képest, viszont a DMT ¢és a harmalin egylittes adasa
valésziniileg fokozta az asztrocita sejtek aktivitasat, ami szignifikansan emelkedett GFAP
expressziot eredményezett az allatok szemében (16. abra/A).

A 70 kDa molekulatomegii hdsokkfehérje (Hsp70) a fehérjék és fehérjekomplexek
fiziologias térszerkezetének megbrzéséért felelds. Patologias koriilmények kozott a Hsp70
megvédi sejtet a proteotoxikus noxak széles skalajanak karos hatasaitol (85). A Hsp70
indukcidjdnak szamos terapids elénye van: neuroprotektiv hatast fejthet ki, gatolva a
gyulladaskelto citokinek felszabadulasat és az asztrogliozist (89). A Hsp70 gyulladascsokkentd
tulajdonsaga sokrétii, tobb molekularis Gtvonalat érint. Gatolja az NFkB, az MMP-k és a reaktiv
oxigéngyokok termelését (128). Els6 kisérletiink western blot eredményei alapjan a DMT a
Hsp70 esetén is elonyteleniil befolyésolta a fehérjeexpressziot. A DHK csoportban a Hsp70

szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt mint az EK csoport allataiban. A harmalinnal kezelt

56



allatok szemében az egészséges kontrollhoz hasonlo, szignifikansan nem kiilonb6z6 Hsp70
szintet detektaltunk (16. abra/B).

Elso kisérletiink elektroretinografias eredményei 6sszhangban vannak a western blot analizis
soran észlelt valtozasokkal. A HK csoportban voltak a legmagasabbak az a- és b-hullamok
amplitudoi az iszkémids csoportok kozott, ami a MAO-A gatlé harmalin védo hatasat jelzi. A
retinoprotektiv hatas molekularis hatterében a ,,chaperon” Hsp70 fokozott kifejezédése és a
PARP1, NFkB és MMP9 csokkent expresszidja allhat, amelyek az apoptdzis Utvonal, a
gyulladasos valasz és a szoveti destrukcid dont6 résztvevoi. A DMT azonban ellenstlyozta ezt
a védohatast és retinakarositod hatasa igazolodott harmalinnal egyiittesen adva.

A szdvettani vizsgalat eredményei is alatimasztottak a harmalin védé hatasat a szemben. Az
iszkémias csoportok koziil a harmalinnal kezelt allatoknal volt a legmeg0Orzottebb a retina
rétegvastagsaga, amely szignifikansan meghaladta BK és DHK csoportok atlagat (19. abra).

A szerotonin (5-HT) szerepe vitatott a retina degenerativ betegségeiben. A MAO-A enzim
szisztémas gatlasa az 5-HT és a noradrenalin csdkkent lebontasdhoz vezet (16). A DMT
molekulaszerkezete rendiviil hasonlit a szerotoninéhoz, kovetkezésképpen képes aktivalni
annak receptorait is, elsésorban az 5-HT1a, 5-HT2a és 5-HTac szubtipusokat (9, 104). Az 5-
HTia receptor agonistak neuroprotektiv hatassal rendelkeznek, melyet igazoltak KIR-i
iszkémia, traumas agysériilés, excitotoxicitas és Parkinson-kor allatmodelljeiben. Védo hatasat
fény altal kivaltott retinakarosodasban is bizonyitottak. Az 5-HT1a receptor stimulacié KIR-
ben és retinaban kifejtett véd6hatasanak hatterében allo mechanizmusok nem teljesen ismertek:
fokozhatja az antioxidans enzimek és az antiapoptotikus fehérjék szintézisét (129).

A MAO-A gatlo harmalin és a DMT egyiittes alkalmazasa az 5-HT receptorok talzott
szivbillentyli-€s a koszortér-betegség, a periférids érbetegségek és a diabéteszes nefropatia
kialakulasahoz (130). Egy 2021-ben megjelent publikacidban leirtak, hogy a vesét érinté I/R
karosodas esetén megnd a szerotonin, az 5-HT2a receptorok és a MAO-A expresszioja (131).
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az 5-HT és annak metabolizmusa is fontos az I/R
karosodas folyamataban. Tovabba az 5-HT2a receptor gatlasa a MAO-A enzim expresszidjanak
csOkkenéséhez vezetett, és mérsékelte az oxidativ karosodast. A fokozott oxigéngydk termelés
az 5-HT MAO-A altali oxidativ lebontasanak lehet a mellékterméke, mely folyamat
megeldzhetd a szerotonin szintézis csokkentésével, az 5-HT2a receptorok blokkolasaval,
valamint a MAO-A enzim gatlasaval (16, 131). Fényartalom okozta retinakarosodas esetén
BALB/c egerekben az 5-HT.a receptor antagonista intraperitonealis alkalmazasaval

megolrizhetd volt a retina vastagsaga és integritasa (132). Az 5-HT,c receptor aktivacioja
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szintén hozzéjarulhat az I/R karosodéashoz: izolalt retinalis ganglionsejtekben az 5-HTac
receptor blokkoldsa védd hatast volt a glutamat tilstimulacio altal kivaltott sejthalallal szemben
(133).

Az I/R karosodas gyulladasos valaszt aktival, amely sejthalalt okozhat széveti pusztulast
idézve el6 a szemben, kiilondsen a retinaban (134). Eredményeink alapjan a MAO-A enzim-
inhibitor harmalin ellensulyozza az I/R-hez tarsuld patologias folyamatokat. A szerotonin-
kozpontt elmélethez ragaszkodva feltételezziik, hogy a MAO-A gatlas az oxidativ deaminacid
(5-HT lebontas) gatlasaval csokkentheti az iszkémia utani oxidativ stresszt. Tekintettel arra,
hogy a szakirodalomban ellentmondasos adatok vannak az 5-HT patologias allapotokban
betoltott szerepérdl, feltételezziik, hogy a szemben az 5-HT fiziologids ¢és patologias
koncentracioja kozott egy torékeny egyensuly lehet, amelyet a DMT és a harmalin egyiittes
alkalmazasa felboritott. A HK csoportban a megndvekedett 5-HT koncentracidé nem érhette el
a kiiszobértéket, igy inkabb a szerotonin és annak csdkkent metabolizmusa (alacsonyabb
oxidativ stressz) védo hatasokat aktivalt a szemben. Ezzel szemben a DHK csoportban a 5-HT
agonista DMT ¢és a lebontasdban gatolt endogén szerotonin egyiittesen szerotonin-
tulstimulacidhoz vezethetett. Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a szelektiv szerotonin-
visszavétel-gatlok (SSRI) - melyek megnovelik a kozponti idegrendszerben a szerotonin
szintjét - rontjak a latds mindségét, valamint a retinalis pigment epitélium (RPE) atrofiajat
eredményezik azaltal, hogy a fovealis és a perifovealis makularis ganglionsejt-komplex
vastagsagat csokkentik (133). A DMT nagy affinitassal kapcsolodik az 5-HT2a receptorokhoz,
amelyek nagy szamban lokalizalodnak az RPE-ben, és nagy denzitasban talalhatok a
claustrumban, a latokéreghez kapcsolodo régioban (135). A DMT latészervre gyakorolt
kedvezOtlen hatasat az 5-HT2a (t0l)aktivacidja kozvetitheti. Ezenkiviil a DMT gatolhatja a
(136).

Egy maésik lehetséges magyarazat a DMT karos hatasaira a latoszervben, hogy mas
receptoron is fejt ki hatast. Az ayahuasca komponenseinek hatdsat még nem vizsgaltak sem a
latészerven, sem retinasejteken ezért a szemben lokalizadlodhat olyan receptor, amelyhez nagy
affinitassal kotodik a DMT és karos hatasokat kozvetit. Egyik ilyen jeldlt lehet a Sigma-2 (Sig-
2R) receptor, amelynek a DMT bizonyitottan ligandja (137). A Sig-2R aktivalasa sejthalalt
indukalhat (138), s6t, kulcsszerepe lehet a neurodegenerativ betegségekben is (138, 139). A
Sig-2R blokkolasa protektiv hatast iszkémia és fény-indukalta retinakarosodassal szemben,
amely meger0siti a receptor szerepét a degenerativ folyamatok patomechanizmusaban (140,

141).
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A DMT igéretes gyogyszerjelolt szamos betegség, tobbek kozott a PTSD (poszttraumas
stressz szindroma), a depresszio, az agy ¢€s a vese I/R karosodasanak kezelésében (108, 109,
142). Els6 kisérletiink eredménye azonban arra hivja fel a figyelmet, hogy egy igéretes
gyogyszerjelolt hatdsait minden szervrendszeren alaposan fel kell tarni az esetleges
mellékhatasok kivédése céljabol. Ennek fényében a DMT hatdsainak pontosabb felderitése
sziikséges a latoszerven. A kisérlet varatlan nyeresége annak a felismerése, hogy a MAO-A
inhibicid terapias potencialt rejt, melynek nagy szerepe lehet a jovoben a I/R kérosodassal

Osszefiiggd szembetegségek kivédésében €s kezelésében.

Gyulladaskelté citokinek
szekrécidja

o

Reaktiv gliozis

MMP9 |1

\ \

PARPI,LT
Extracelluldris matrix B =
degradacidja és szoveti
remode”ing Abramagyarazat:
—p serkent6 hatas
| Programozott — gatlo hatds
i 4 3 - harmalin hatdsai
SeJtha al 4 - DMT + harmalin hatasai

27. abra: Az elso kisérlet eredményének 6sszefoglalasa.

A masodik kisérletben idds allatmodellen vizsgalatuk a testmozgas dozisfiiggd hatasat a
latoszerven nagy hangsulyt fektetve a szerkezeti és funkciondlis aspektusokra, és az oxidativ
stresszel, gyulladassal és neuroprotekcioval kapcsolatos molekuléris markerekre. Az életkorral
Osszefiiggd retindlis funkciovesztés hatékonyan nyomon kovethetd az elektroretinografia
segitségével (143). Masodik kisérletiink eredménye ésszhangban van a szakirodalommal,
az Oregedés folyamata soran (52, 144). Eredményeink azt mutatjak, hogy a rekreacios és az
erdltetett testmozgas eltérd hatassal van az idds Wistar patkanyok latoszervi allapotara,
ravilagitva a fizikai aktivitds és a szemben zajlo Oregedés folyamata kozotti bonyolult
kolcsonhatésra. Igazoltuk, hogy az dnkéntes fizikai aktivitas eldnydsebb hatasokat kozvetit az

oregedo retindra mérsékelve annak funkcionalis hanyatlésat.
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ERG elemzésiink jelentds kiilonbségeket tart fel az a-hullam amplitudoiban a fiatal és idds
patkanyok kozott, ami arra utal, hogy az idds csoportokban csokkent a fotoreceptorok
elektromos aktivitaisa vagy szama. Ez kiilondsen alacsonyabb fényintenzitasnal volt
nyilvanval6, ahol elsOsorban a palcika tipusu fotoreceptorok aktivak, amelyek a szkotopikus
(gyenge fényviszonyok kozotti) latasért felelések. Az a-hullam amplitidokban észlelt
kiilonbség magasabb fényintenzitas (kevert csap-palcika valasz) mellett szkotopikus mérés
soran mar nem volt szignifikans, ami — a kiértékelésre vonatkozo szakirodalom alapjan (35, 42)
— arra utalhat, hogy a csapok allapota kevésbé érintett az 6regedés folyamata soran. Ezzel
szemben az erdltetett testmozgasnak karos hatasa lehet a csapokra, ugyanis fotopikus mérés
soran, amikor a csapok aktivitdsa dominal, az IEF csoportban szignifikdnsan alacsonyabb a-
hullam amplitadokat detektaltunk (20. abra).

A megnyult implicit id6 a fotoreceptorok csokkent valaszkészségére utal (47). Az a-hullam
esetén az implicit id6 megnyulasat figyeltiik meg az IEF csoportban, kiilonosen nagyon
alacsony ¢és magas fényintenzitas mellett. Ennek az lehet a magyarazata, hogy a palcikék extrém
alacsony fénysiiriség esetén (10 mcd*s/m?) az IEF csoportban nehezebben gerjesztheték. A
magas fényslirliség esetén megjelend implicit 1d6 megnytlas, pedig arra utalhat, hogy a
megerdltetd fizikai aktivitas karos hatassal lehet a csapok mikodésére. Kevert palcika-csap
valasz esetén nem volt szignifikans kiilonbség az idds csoportok kdzott (21. abra).

A b-hullam elemzése tovabbi betekintést nyujtott az Oregedés és a testmozgas retinalis
sejtekre gyakorolt hatasaira. Meglepd modon a fiatal allatoknal a szkotopikus mérések soran,
kiilonosen alacsony fényintenzitds mellett (amikor a palcikdk aktivak) alacsonyabb b-hullam
amplitidokat mértiink. Ennek az lehet a magyarazata, hogy a palcikdk érése lassabb, mint a
csapoké (145). Ezt a megallapitast az is alatamasztja, hogy emelkedd fényintenzitas mellett,
amikor a csapok is aktivalddnak a fiatal allatokban magasabb hulldamamplitadokat detektaltunk,
mint az idds csoportokban. Az idds csoportok koziil a rekredcids mozgast végzd allatok
teljesitettek a legjobban kiilondsen a szkotopikus mérések soran. Ez arra utal, hogy a szabadon
valasztott edzés 6rzi meg leghatékonyabban a retina sejtjeinek allapotat, kiilondsen a palcikak
ingeriiletatvitelében résztvevd posztszinaptikus sejtek esetén (22. abra).

Az a-hullamokndl tapasztalt tendencidaval megegyezden a b-hulldmok implicit ideje is
megnyult az idés csoportokban a fiatal kontroll allatokhoz képest. Ez az implicit id6 megnyulés
az a-hullamoknal tapasztalt eltéréssel ellentétben magasabb fényintenzitas mellett is fennmarad
arra utalva, hogy a csapok ¢és palcikdk posztszinaptikus utvonala is érintett az Oregedés
folyamataban, csokkentve azok vélaszkészségét. Az idds csoportok kozotti b-hullam implicit

id6k Osszehasonlitasa soran egyedi mintazat bontakozott ki. Rendhagyé modon a b-hullamok
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amplitiddjanak mintdzata, megegyezett az implicit idok esetén tapasztalttal. Szkotopikus
koriilmények kozott a rekreacids mozgast végzo csoport implicit ideje jelentdsen hosszabb volt
(magasabb b-hullam amplitidé mellett), am ez a kiilonbség a fényintenzitas névekedésével
csokkent, és fotopikus koriilmények kozott eltint mig az erdltetett testmozgast végzo
csoportban alacsonyabb implicit idoket mértiink alacsonyabb hullamamplitidék mellett
szkotopikus mérések soran alacsonyabb fényintenzitas mellett. Ez arra utalhat, hogy az IEF
csoportban a jelatviteli utvonal egyszeriisddott, csokkenhetett a szinaptikus sejtek szama, amely
igy rovidebb implicit idot eredményezett. Ez a magyarazat 6sszhangban azzal, hogy a b-hullam
amplitadok is csokkentek. A mésodik kisérletiink komplex ERG eredményei vilagitanak r4 arra,
hogy a testmozgas szemre kifejtett hatdsa 0sszetett és bonyolult. Adataink azt sugalljak, hogy
az onkéntes, rekreacids testmozgas pozitivabban hat a szem funkciondlis 4llapotara, mint az
erdltetett testmozgas id0s életkorban (23. abra).

Szakirodalmi adatok alapjan, az Oregedés folyamata fokozott sejtelhalashoz vezet a
retindban, ami a retina rétegvastagsaganak csokkenését eredményezi (146-148). Masodik
kisérletlink eredménye 6sszhangban volt a szakirodalomban leirtakkal. Jelentds rétegvastagsag-
csokkenést detektaltunk az idés inaktiv kontroll (IIK) csoport allatainal. A testmozgas
jelentéségére hivja fel a figyelmet kisérletiink eredménye, ugyanis a fizikai aktivitds, akar
onkéntes, akar erdltetett formaban, megelézte a retina atrofigjat a fiatal kontroll (FK)
csoportéhoz hasonld ideghartya morfologiat eredményezve (26. abra). A retinalis vastagsag
megdrzése és a elektroretinogramon tapasztalt elényos valtozasok, kiilondsen az onkéntes
edzést végzo csoportban, alatamasztjak azt a hipotézisiinket, hogy a fizikai aktivitas enyhitheti
az Oregedéssel jard retinalis degeneracid kiilonb6zd aspektusait. Ezek az eredmények
Osszhangban vannak a meglévd szakirodalommal, amely hangsulyozza a rendszeres testmozgas
jotékony hatdsat a retindlis egészségre, olyan mechanizmusokon keresztiil, mint a tréfikus
faktorok fokozott termelése (149), az oxidativ karosodas és a gyulladas csokkentése (150, 151),
a javulo anyagcsere-funkciok, és a fokozott véraramlas (152-157) a retina szovetében.

Masodik kisérletiink soran célul tztiik ki, hogy feltarjuk a testmozgas altal kivaltott
molekularis valtozasokat is a szemben. Ennek érdekében, és hogy magyardzatot talaljunk az
ERG ¢és a szovettan eredményeire, tobb olyan fehérje expresszidjat vizsgaltuk a szemben,
amelyek fontos szerepet jatszanak az oxidativ stresszben (MAO-B), a szoveti atalakulasban €s
gyulladasban (GFAP, NFkB), sejtfunkciok szabalyozasaba (PARP1, NFkB) valamint a
neuroprotektiv folyamatokban (BDNF, SIRT6, SOD-1, HSP70).

A monoamin-oxidazok (MAO-A ¢és B) a sejtek kiils6 mitokondrialis membranjan

helyezkednek el, és szdmos kulcsfontossagi neurotranszmittert metabolizalnak a kozponti
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idegrendszerben (16, 17). A megnovekedett MAO-B expresszid az Oregedés,
neuroinflammatorikus és neurodegenerativ allapotok egyik fontos jellemzdéje (96, 97): a
neurotranszmitterek lebontasa (oxidativ deaminalas) soran aldehidek és H2O> keletkezik, ami
oxidativ karosodast és idegsejt-vesztést okozhat (93). Kisérletiinkben a MAO-B kifejez6dése
szignifikansan emelkedett az IIK ¢és IEF csoportokban az FK és IRF csoportokhoz képest, mig
nem volt kiilénbség az FK és IRF csoportok kozott, ami azt jelenti, hogy a rekreacids futas
képes volt megeldzni a MAO-B expresszio-fokozodasat. Masrészt ez az eredmény azt is jelzi,
hogy az intenziv fizikai terhelés fokozottabb oxidativ karosodast okozhat az id0s patkanyokban
(24. abra/A).

A megnovekedett MAO-B expresszio egyiitt jart a glia fibrillaris savas fehérje (GFAP)
szintjének egyidejli ndvekedésével. A GFAP szintézise szignifikdnsan ndvekedett az 11K és IEF
csoportokban a fiatal allatokhoz képest, ami fokozott asztrocita aktivaciora utalhat (81). A
rekreacios fizikai aktivitas megakadalyozta a GFAP talzott kifejez6dését (24. abra/B).

Az életkorral Osszefiiggd szabalyozési valtozasok, az oxidativ stressz, a gyulladas és a
géninstabilitas sejtéregedéshez és apoptdzishoz vezethetnek (158). Megvizsgaltuk a SIRT6
szintjét a szemben, amely a genomikus stabilitas kulcsszabalyozoja. Ez a citoprotektiv fehérje
oxidativ stressz alatt DNS védo és javito funkciokat aktival (70). A SIRT6 deficiencia csokkent
¢lettartamot és Oregedésszerii fenotipust eredményezett ragcsalomodellekben (159).
Kisérletiinkben a SIRT6 kifejez6dése szignifikdnsan alacsonyabb volt az IIK és az IEF
csoportokban az FK és az IRF csoportokhoz képest, ami az idéskorban végzett megerdltetd
fizikai aktivitas karos hatasat jelzi (24. abra/C).

Hasonloan a SIRT6 expresszidhoz, a BDNF szintje is csokkent az IEF csoportban a fiatal
allatokhoz képest (24. abra/D), ami a meger6ltetd testmozgas karos hatasaihoz hozzajarulhat.
A BDNF egy neurotrofin, amely kulcsszerepet jatszik a kdzponti idegrendszer fejléddésében,
ahol elGsegiti az idegsejtek tulélését és differencialodasat (90). Id6s életkorban a BDNF
neuroprotektiv szerepe bizonyitott. Kimutattdk, hogy védd hatést fejt ki a ganglionsejtekre,
megvédve a dendritikus héalozatot és mérsekelve a latdsvesztést a fokozott szemnyomas okozta
karosodas esetén, amit glaukoma kisérletes allatmodellekben igazoltak. Emellett a BDNF
retinoprotektivnek bizonyult a hipoxia és gliikozmegvonas altal okozott karosodas esetén is (72,
91).

Masodik kisérletinkben a PARP1 ¢és NFkB fehérjék expresszios mintdzata meglepd
eredményt adott, amely latszdlag ellentmond az elsd kisérlet alapjan levont kdvetkeztetéseknek.

Ismert, hogy a PARP1 magas szintje €s tulzott aktivitasa egy specidlis sejthaléltipushoz, a

PARthanatoshoz vezethet. A PARthanatos kulcsszerepet jatszhat a retina karosodas
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patomechanizmusaban,  kiilonésen az  Oroklott  retinadegenerdcid, az  iddskori
makuladegeneracio és a szem iszkémia-reperfiizios karosodasa esetén (64). Ezzel szemben a
fokozott PARP1 aktivitast dsszefiiggésbe hoztak a hosszabb varhato élettartammal (65, 66).
Fiziologias szintii oxidativ stressz esetén kimutattak, hogy a PARP1 citoprotektiv hatasu. Ezen
eredmények az sugalljadk, hogy a PARP1 aktivitds egyensulya rendkiviil torékeny a
szervezetben, mig a fiziologids oregedés sordan enyhén megemelkedett oxidativ stressz altal
kivaltott PARP1 expresszid-fokozodas valoszinlileg védo hatast, addig a fokozott oxidativ
stresszel és jelentés PARPI1 aktivacidval jar6 folyamatokban (pl. I/R kéarosodas) inkabb a
sejthalalt-okoz6 hatas érvényesiilhet (67). Masodik kisérletiinkben a mérsékelt és erdltetett
fizikai aktivitas egyarant novelte a PARP1 expressziot a szemben a fiatal kontroll csoporthoz
képest. A szovettani eredményeket figyelembe véve feltételezhetjiik, hogy ebben az esetben a
PARP1 fokozott szintézise protektiv hatast kozvetit (25. abra/A).

Az NF«B proapoptotikus és antiapoptotikus gének kifejezddését is modositja, amelyek
szamos patologias allapotban jatszanak fontos szerepet. Ezért az NF-kB a PARPI1-hez
hasonloan egy ,kétélli kard”: citoprotektiv mechanizmusokat aktivalhat segitve a sejtek
tulélését, valamint el@segitheti a sejthalalt azaltal, hogy stimulalja a DNS-karosodasban
résztvevd intracellularis utvonalakat és a gyulladasos valaszt (71). Szabalyozasa szorosan
Osszefiigg a PARP1-gyel és a SIRT6-tal (73). Kisérletiink western blot eredménye alapjan
mindharom idds csoportban szignifikansan magasabb NF«B szint volt detektalhatd, mint az FK
csoport esetében. A fizikai aktivitdssal nem csokkent szignifikansan az NFkB expresszi6 a
szemben, tehat a mozgas elényds hatasai nem az NFkB ttvonal expressziojanak csokkentése
utjan valosulnak meg (25. abra/B).

A fokozott oxidativ stressz dontd 1épés lehet a sejtek oOregedésének indukcidjaban és
fenntartasaban, ami a sejtek karosodasahoz és pusztulasahoz vezet (54, 60). Annak tisztazasara,
hogy a testmozgas milyen hatdssal van az antioxiddns enzimrendszerre, megvizsgalatuk a
SOD1 ¢és a HSP70 fehérjék szintjét is a szemben. Meglepd modon egyik fehérje esetén sem
detektaltunk szignifikdns kiilonbséget a csoportok kozott, ami arra utal, hogy az dregedés soran
nem csokken jelentdsen ezen fehérjéknek az expresszidja, valamint a rendszeres fizikai

aktivitas nem ezen fehérjék indukciojaval fejti ki protektiv hatasat (25. abra/C/D).
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28. abra: A masodik kisérlet western blot eredményeinek 6sszefoglalasa.
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Kisérleteink korlatja, hogy a szdvettani analizis sordan csak a retina rétegvastagsagat
vizsgaltuk, de nem tortént immunfluoreszcens analizis, mellyel egyes sejtrétegek €s sejttipusok
pontosan vizsgalhatok lettek volna. Igy az ERG eredmények alapjan nem eldonthetd, hogy az
amplitidok méretének eltérései a sejtek szdmanak, vagy aktivitdsanak valtozasanak
koszonhetd. Tanulmanyaink egy masik limitacidja, hogy a western blot analizis soran a teljes
bulbust hasznaltuk fel, nem izolaltuk a retinat, ezaltal a fehérjeexpresszids valtozasok a teljes
szemre értendok. A legujabb kutatdsok tilnyomo tobbsége kizarolag a retina mitkkodésére és
fehérje-expresszids profiljara 6sszpontosit, €s csak néhany foglalkozik a szemgoly6val mint
funkcionalis egységgel. Szdmos szembetegség patomechanizmuséban kulcsszerepld oxidativ
stressz a retina mellett a szem tobbi részét is karositja, mely hozzajarul a latasromlashoz (160).
Ezért dontottlink Ggy, hogy az egész szemet vizsgaljuk, hogy feltarjuk annak pontos allapotat.

A fizikai inaktivitas a negyedik vezetd halalok vilagszerte, a vilag lakossaganak majdnem
egyharmada nem teljesiti az egészségiigyi eldnyok eléréséhez sziikséges minimalis ajanlast
(lasd 2.8. fejezet). A nem fert6z0 betegségekbdl eredd Osszes haldleset 6-10%-a vilagszerte a
fizikai inaktivitasnak tulajdonithatd, iszkémiés szivbetegség esetén ez az arany eléri a 30%-0t.
Felismerve a testmozgas bizonyitott szerepét az egészség megdrzésében, valamint a vilagszerte
novekvd inaktivitds tendencidjat, az elmult évtizedben egyre nagyobb tudomanyos és
kereskedelmi érdekl6dés mutatkozott a bioaktiv, szajon at bevihetd vegyliletek azonositasa
irant, amelyek utanozzdk vagy felerdsitik a testmozgas hatasait. Ezeket a vegyiileteket
»edzéspirulak”-nak  vagy  ,edzésmimetikumok”-nak  nevezték el  (160). Az
»edzésmimetikumok™ 1étjogosultsagat alatamasztja az a kutatas, ahol bizonyitottak, hogy edzett
1dos egerek vérében keringd faktorokat, idds inaktiv egereknek beadva javithatd volt azok

fizikalis és kognitiv allapota, és fokozhatd volt a neurogenezis a KIR-ben (161). Ezek a
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farmakologiai szerek, ha pontos molekularis célpontokkal és hatékony formulacioval
rendelkeznek, jelentds elonyoket kinalhatnak, kiilondsen azok szdmara, akik alapbetegségiik
miatt nem képesek fizikai aktivitast végezni.

Kisérleteink eredménye alapjan felmeriill a Iehetéség, hogy a monoamin-oxidaz
enzimrendszer gatloszerei kitind hatéanyagai lehetnének a ,,edzéspiruldknak”. A MAO-
azonban alkalmazasuk mas neurodegenerativ korképben is felmeriilt (162). Testmozgas
hatasara megemelkedik az 5-HT szintje a szervezetben, mely fokozza a neurogenezist a
kozponti idegrendszerben. A MAO-A gétlassal nem csak az oxidativ stressz csokkenthetd a
szemben, hanem a szerotonin koncentracio (testmozgas hatasahoz hasonléan) is, mely
neuroprotektiv hatasokat kozvetithet (16, 161). A MAO-B inhibitorok pedig gatoljak az
apoptozist azaltal, hogy stabilizaljak a mitokondrialis membranokat, anti-apoptotikus
folyamatokat indukalnak, megakadalyozzdk a mitokondridlis membran permeablilitdsanak
fokozodasat és ezaltal a mitokondriumok duzzadasat, valamint csOkkentik a mitokondrialis
membranpotencialt és a citokrom C felszabadulasat, igy gatolva kiilonb6z6 apoptotikus

folyamatokat (99).
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7. Osszegzés - Summary

Munkacsoportunk ezen két kisérletének eredményei ravilagitottak a monoamin-oxidaz
enzimrendszer vitathatatlan szerepére iszkémia-reperfiizios karosodassal és dregedéssel tarsulo
szemészeti korképekben lehetséges terapids célpontot szolgaltatva ezen betegségek
megeldzésében ¢és kezelésében. Elsd kisérletiink eredményei alapjan a MAO-A inhibitor
harmalin mérsékelte az I/R karosodas mértékét a szemben az NFkB, a PARP1 és az MMP9
expressziojanak csokkentésével, valamint a Hsp70 szint emelésével. A DMT ¢és harmalin
egylittes adasa azonban ezzel ellentétes, karos hatast fejtett ki a Sprague Dawley patkanyok
szemében. Masodik kisérletiinkben bizonyitottuk, hogy idés Wistar patkanyok esetén
elénydsebb az alacsony intenzitasi testmozgds a magas intenzitdsi formaval szemben.
Fokozott terhelés hatdsara nd az oxidativ stressz a szervezetben a MAO-B magas expresszioja
miatt, ami karos kaszkadot indithat be. A MAO-B mellett nétt a GFAP szintje is, ami fokozott
gyulladasra utalhat. A protektiv SIRT6 és BDNF kifejezddése szignifikdnsan csokkent
erbltetett testmozgast végzd csoportban. A rekreacios futds ezzel ellentétesen hatott a
latdszerven, és a csoport atlagai 6sszevethetok a fiatal kontroll allatok eredményeivel, ami arra
utal, hogy az alacsony intenzitasu fizikai aktivitas alkalmasabb az egészség megérzésére id6s
¢letkorban.

The results of these two experiments conducted by our research team have highlighted the
indisputable role of the monoamine oxidase enzyme system in ophthalmic conditions associated
with ischemia-reperfusion injury and aging, offering a potential therapeutic target for the
prevention and treatment of these diseases. Based on the findings of our first experiment, the
MAO-A inhibitor harmaline reduced I/R damage of the eye by decreasing the expression of
NFkB, PARP1, and MMP9, while increasing Hsp70 levels. However, the combined
administration of DMT and harmaline had the opposite, detrimental effect on the eyes of
Sprague Dawley rats. In our second experiment, we demonstrated that in elderly Wistar rats,
low-intensity physical exercise was more beneficial compared to high-intensity regimen.
Increased exertion caused elevated oxidative stress in the body due to the high expression of
MAO-B, which could trigger a harmful cascade. Along with MAO-B, there was also an increase
in GFAP levels, which may indicate accelerated inflammation. The expression of the protective
factors, SIRT6 and BDNF, significantly decreased in the group subjected to forced exercise.
Conversely, recreational running had a protective effect on the visual system, and the group
averages were comparable to the results of the young control animals, suggesting that low-

intensity physical activity is more suitable for maintaining health in old age.
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8. Az értekezés uj megallapitasai

e A harmalin kezelés az ERG ¢és a szovettani analizis eredményei alapjan protektiv hatasu
a szem iszkémia-reperfiziés karosodasaval szemben fiatal him Sprague Dawley
patkanymodellen azaltal, hogy csokkentette az NFkB, MMP9 és PARP1 fehérjék
expressziojat

e A DMT és harmalin kombinacids kezelés az ERG és szOvettani vizsgalatok eredményei
alapjan kedvezdtlen hatast fejtett ki @ Szem iszkémia-reperfiizios karosodasa esetén him
Sprague Dawley patkanyokon, melynek hatterében a megemelkedett GFAP, NF«B,
MMP9 ¢s PARP1 expresszio, valamint a HSP70 chaperon fehérje csokkent kifejezddése
allhat

e 1d6sodo korban (18 honap) elkezdett dnkéntes testmozgas kedvezébben hat a szem
funkcionalis allapotéara, mint az erdltetett testmozgas Wistar patkdnymodellen

o Az erdltetett testmozgas csokkentette a protektiv SIRT6 és BDNF expresszidt, mig
novelte az oxidativ stressz kivaltdsdban és a gyulladasban fontos MAO-B, a GFAP
fehérjék kifejez6dését az idés (24 honapos) him Wistar patkdnyok szemében, mig a
rekredcios testmozgas ezzel ellentétes, elonydsebb hatasokat kdzvetitett

e A 6 honapig tartd rendszeres fizikai aktivitds, intenzitastol fiiggetleniil, mérsékeli a

retina rétegvastagsag-csokkenését idos (24 honapos) Wistar patkdnyok szemében
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10. Targyszavak

Magyar targyszavak: retina, dregedés, iszkémia-reperfuzio, Sprague Dawley patkany, Wistar
patkany, ayahuasca, DMT, harmalin, rekreacios testmozgas, erdltetett testmozgas, elektroretinografia

(ERG), Western blot, szovettan

Angol targyszavak: retina, aging, ischemia-reperfusion, Sprague Dawley rat, Wistar rat,
ayahuasca, DMT, harmaline, recreational physical activity, forced physical activity, electroretinography
(ERG), Western blot, histology
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11. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Szilvassy Zoltannak, az DE AOK Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézet vezetdjének, hogy lehetové tette munkam elvégzését az altala vezetett
intézetben. Tovabba koszonom Prof. Dr. Juhasz Bélanak a PhD hallgat6i éveim alatt nytjtott

minden szakmai segitségét.

Ko6szoném témavezetdmnek, Dr. Varga Balazs egyetemi adjunktusnak (DE AOK
Farmakologiai ¢s Farmakoterapiai Intézet), hogy kisérletes munkamat végigvezette, tovabba,
hogy mindvégig tamogatott és biztatott és igy mindig 0j lendiilettel és lelkesedéssel tudtam
tovabb folytatni. A PhD-képzésem alatt és disszertaciom irasa kozben mindig szamithattam

segitségére €s iranymutatasara.

Koszonetemet fejezem ki a Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet minden

munkatarsanak, kiilondsképpen Szegvariné Erdds Andreanak és Oldh Krisztinanak.

Ko6sz6nom csaladomnak, férjemnek, Viktornak, aki végig mellettem volt, timogatott és
barmiben szamithattam ra és sziileimnek, akik hatalmas terhet vettek le a vallamrol barmikor

nehéz idészakom volt.
Ko6szo6ndm barataimnak a veliik kikapcsolodassal, feltoltédéssel eltoltott idot!

TKP2021-EGA-18 azonositoszamu szamu projekt a Kulturalis és Innovaciés Minisztérium
Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Alapbol nyujtott timogatasaval, a TKP2021-EGA-
palyazati program finanszirozaséban valosult meg.

A kutatast tamogattak tovabba a GINOP-2.3.4-15-2016-00002, GINOP-2.3.4-15-2020-
00008, GINOP-2.3.3-15-2016-00021, TKP2020-1KA-04, TKP2020-NKA-04, TKP2021-
NKTA-47, valamint a TKP2021-NKTA-47 azonositdé szamu palyazati projektek.
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