EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

FOTOSTRESSZ OKOZTA RETINA DEGENERACIO ES AZ AZT
BEFOLYASOLO ANTIOXIDATIV, HORMONALIS ES

KORNYEZETI TENYEZOK ALLATKISERLETEKBEN

DR. KALDI ILDIKO

KENEZY GYULA KORHAZ-RENDELOINTEZET,
SZEMESZETI OSZTALY, DEBRECEN
DEAN A. McGEE EYE INSTITUTE,

OKLAHOMA CITY, OK, USA

Debrecen, 2005.

TARTALOMJEGYZEK:



| B ST Y/ A< TN 3-10.

2. COIKIAZESEK ..t 11.

3. Anyagok és mOdSzerek........coviriiiiiiiiii 12-18.
4 Eredmeények. ... ..o 19-36.
S MeEEDESZEIES. ...t 37-44.
6. OSSZEIOZIALAS. . ... et 45.

7. Gyakorlati alkalmazas.........coooiiiiiiiiiii i 46.
8. KOSzOnetnyilVANTEAS. ....ouiieii e, 47.
9. IrodalomjegyzéK.......c.oouiiii i 48-57.
10. Kozlemények, prezentaciok jegyzéke ..........ccovviiiiiiniiiinninnnnn, 58-59.

Az értekezéshez felhaszndlt kozlemények
Egyéb kozlemények
Prezentéiciok

11. A tézisekhez haszndlt kozlemények kiilonlenyomatai

1. BEVEZETES

A retinitis pigmentosa (RP) progressziv, orokletes retinadegenerdcidk heterogén csoportja,

melynek prevalencidja a fejlett orszdgokban kb. 1:3000 (1). A betegség sziirkiileti vaksdggal



és a palcikdk pusztuldsanak kovetkeztében kialakulé koncentrikus, periférids
latétérsziikiilettel kezdodik. Az ERG koéros, a fundus periféridjdn kezdd6do, szabdlytalan
pigmentfelhalmozddas lathat. A folyamat eldrehaladtaval, a csapok pusztuldsit kdvetden, a
latotér teljesen kiesik, a beteg megvakul. A RP oOroklésmenete 19 %-ban autoszomalis
dominans, 19 %-ban autoszomalis recessziv, 8 %-ban X-hez kotott recessziv, 46 %-ban
sporadikus és 8 %-ban ismeretlen eredetl (2).
A fotoreceptorsejtek pusztuldsanak két mechanizmusa ismeretes: apoptdzis és nekrdzis
(3-5). Az apoptozis egy adott sejt gén altal regulalt ongyilkossdga, mely szerepet jatszik a
fiziologids szovetfejlodésben (6) és kiillonbozd patologids folyamatokban egyardnt. Az
utébbiak kozé tartoznak a retina fény okozta degenericioi (7), az orokletes retinaelfajulasok
(8-10) és az idoskori macula degeneracio is (5). Az apoptdzis €s a nekrézis folyamata kozott
alapvetd kiilonbségek vannak. A nekrdzis sejtek nagyobb csoportjdnak random pusztulésa,
mely a felold6dé és elhald sejtekbol felszabaduld proteolitikus enzimek és toxikus
komponensek révén mindig hatdssal van a kornyez6 szovetekre (4). Az apoptdzis magas
szinten szabdlyozott, irreverzibilis folyamat, mely a retindban az egyes sejtek pusztuldsahoz
vezet (6).
1966-ban Noell és munkatarsai felfedezték, hogy konstans, erds fénynek kitett albind
patkanyok retindjaban sulyos retinaelfajulds alakult ki (11). Ebben az 4llatmodellben és az
orokletes retina degenerdcidokban a fotoreceptorok pusztuldsdnak ‘“végso, kozos tutja* az
apoptozis ( 6). Ez a magyardzata annak, hogy az allatmodelleket sz€les korben alkalmazzak a
retinitis pigmentosaban lezajlo sejtpusztulds mehanizmusédnak tanulmanyozasara (3, 4, 12).
Szadmos tanulmdany szdmol be arrdl, hogy a rodopszin a fénykarosodast medidlé kromofor

(11,13-15) és a sejtek sériilékenységének mértéke egyenesen ardnyos rodopszin tartalmukkal.



A fotostressz provokalta apoptdzis sordn egy intracelluldris jel-kaszkad aktivalodik, mely
kaszpézok felszabaduldsdhoz és a sejt pusztulasdhoz vezet (16).

Mis feltételezések szerint a fény hatdsdra szabadgyokok képzodnek, melyek a fénykarosodas
korai mediatorai (17-20). Az oxidativ stressz tedridjat tdmasztjak ald azok a felfedezések is,
melyek szerint az olyan antioxiddnsok, mint az aszkorbinsav (21,22) és a dimetiltiourea (23)
kivédik az albiné patkdnyok fénykdrosodasat. A szabadgyokkotd dgens fenil-N-tert-
butilnitron (FBN) szintén protektiv hatdsu a fénystresszel szemben (24,25), csakigy mint a
Gingko biloba kivonat (26) és a metilprednisolon (27). Az E-vitamin fénykarosoddsra
gyakorolt hatdsardl ellentmond6 eredmények sziilettek (28-30).

Kordbbi vizsgélatokban azt taldltdk, hogy az NG—nitro—L—arginin—metilészter (L-NAME),
mely a nitrogénoxidszintetdz enzim (NOSZ) inhibitora, szintén kivédte a retina erds fény
okozta degeneracidjat (18,31). A nitrogénoxid (NO) szamos fizioldgiai hatdssal biré biolégiai
mediator: vazodilatator, neurotranszmitter, antimikrobidlis effector molekula é€s
immunmodulator (32,33). A NO a szervezetben jotékony és kéros hatast is kifejt. Erre a
legjobb példa a sepsis, melynek sordn a NO a parenchymds szervekben értagulatot, igy
boségesebb vérellatast biztosit, ugyanakkor letalis kimenetelti hypotonidt is okozhat (34). A
nitrogénoxidot a NOSZ-enzimek szintetizaljdk L-argininbdl, melynek sordn a szabadgyok
NO és citrullin keletkeznek. A NOSZ-nak 3 izoenzimje ismeretes (35). Kett6 folyamatosan
képzddik, az egyik a neuronokban igy neurondlis NOSZ-nak (nNOSZ), a masik az
endotelsejtekben igy endotelidlis NOS-nak (eNOS) nevezik. A harmadik izoenzim, az
indukalhat6 NOSZ (iNOSZ) nincs jelen a nyugvo sejtekben, de bizonyos citokinek,
mikrobidlis termékek és lipopliszaharidok jelenlétében termelddése megindul (36,37). A

nNOSZ-t és az eNOSZ-t kimutattdk a retindban (38) €s valdsziniileg az nNOSZ felelos a



fotoreceptorokban €s a bipoldris sejtekben lejatszodé NO termelodésért (35). Az iNOSZ-t a
Miiller sejtekben (39) és a retindlis pigmentepitéliumban (RPE) detektdltak (40,41) és
feltehetdleg jelentdsége van a palcikdk kiilsd szegmensének (PKSZ) normal fagocitzisaban.
A NO-nak fontos szerepe van a retindlis erek bazdlis tonusdnak biztositdsaban is (35) és a
NO magas koncentracidban hozzdjarul a retina ischaemids kdrosodasahoz (42,43).

A NOSZ gatlokat széles korben alkalmaztdk a NO kiilonboz6 bioldgiai rendszerekben
kifejtett hatdsdnak tesztelésére. Az NC-szubsztitudlt-L-arginin szdrmazékok kompetetive
gatoljdk a NOSZ aktivitasit. A NOSZ inhibitorok farmakokinetikdjat tobb csoport vizsgalta
(44-46) mind emberen, mind patkdnyon. Patkanyokban az NG—nitro—L—arginin (L-NOARG)
féléletideje (ti) intravénds adagoldst kovetden 11.0+£3.1 perc (gyorsan leszdllé fazis) és
20.0+4.9 o6ra (lassan leszdllo fazis). Ez a viszonylag hosszu féléletidd kedvez az
allatkisérleteknek, mert napi egyszeri adagolassal kielégitd gydgyszeradag juttathatd be (18).
Bebizonyosodott, hogy az L-NAME csak egy hatds nélkiili el6alak, hidrolizis utjan alakul
L-NOARG-g4, aktiv NOSZ gatléva (47).

Két tanulmany szamolt be arr6l, hogy az L-NAME intraperitonedlis adagoldsa csokkentette a
fénykarosodast albiné patkdnyokban (18) és egerekben (31).

Irodalmi adatok szerint a n6i nemi hormonok mind emberen, mind in vivo allatkisérletekben
védelmet nyujtanak cardiovasculdris, neurovascularis és egyéb idegrendszeri betegségek
ellen. Premenopauzdban levd noknél alacsonyabb az agyvérzés incidencidja (48-50).
Posztmenopauzédban az 0sztrogén terdpia csokkentette a szivbetegség rizikdjat (51). Parcialis
epilepszidban szenvedd ndbetegeknél a menstrudcios ciklus lutedlis féazisban ritkabban
jelentkezik roham (52). A progeszteron infuzidnak hasonlé hatdsa van olyan macskdkon,

amelyeknél penicillin adagolassal provokaltak epilepsziat (53). Egy tanulmanyban 7 parcidlis



epilepszidban szenvedd nobetegnek adtak progeszteront tartalmazé inftzidt olyan adagban,
hogy a hormon szintje elérje a lutedlis fazis plazmakoncentricigjat. A hétbol négynél
szignifikdnsan csokkent a tiiske-frekvencia (54). Roof €s munkatarsai (55) patkdnyokon,
kisérletes agysériilés okozta agyodémaban vizsgéltdk a progeszteron hatdsit. A szexudlisan
érett nostény 4llatoknal szignifikdnsan kisebb mértékli 6déma alakult ki, mint a himeknél és
az alterhes nostényeknél szinte egyaltaldn nem alakult ki vizenyd. Arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy az agyddéma csokkenése a keringd progeszteron szintjétdl fiigg. Egy tovabbi
kisérletben azt taldltdk, hogy a progeszteron hatisosan csokkentette az 6démét akkor is, ha a
kezelést csak 24 ordval a sériilés utan kezdték meg (56). Wright és munkatarsai (57) him
patkanyokban bilaterdlis medidlis frontdlis kérgi sériilést idéztek eld és a progeszteronnal
kezelt dllatok agyéanak viztartalma szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a kontroll allatoké.
Jiang és munkatérsai (58) him patkanyokon, az artéria cerebri média occluzié (ACMO) utdn
kialakul6 agyi ischaemidban vizsgdltdk a progeszteron neuroprotektiv hatdsat. Az
eredmények azt mutatjdk, hogy progeszteron addsa az ACMO Iétrehozasa elott, vagy 2
ordaval azutdn, csokkentette az ischaemids sejtkarosodast €s 2 nappal a kisérletes agyvérzés
utan javitotta a fiziologias és idegi funkcidkat. Alkayed és kollégai (59) leirtak, hogy 1dos,
fogamzoképtelen patkdnyoknak Osztrogént €s progeszteont adagolva csokkent a 2 draval
ACMO utan mért kérgi infarctus kiterjedése. A striatalis infarktus kisebb volt az sztrogén-,
de nem véltozott a progeszteron-kezelt csoportban. Egy masik kisérletben azonos kort him,
ndstény és ovarectomizalt ndstény patkanyokban valtottak ki 2 6rdn at tart6 ACMO-t, melyet
kovetden megmérték az agykéregben és a torzsducok teriiletén a vérataramldst €s az infarctus
-volument (48). A nostény patkdnyokban kisebb volt az elhalés kiterjedése és boségesebb a

vérataramlds, mint a himekben és az ovarectomizdlt néstényekben. Ez azt bizonyitja, hogy az



endogen Osztrogén javitja az agyvérzés kimenetelét. A fentieknek ellent mondanak azok az
irodalmi kozlések, melyek szerint a petefészekhormonok hatéstalanok agyvérzésben. Murphy
és munkatdrsai (60) ovarectomizalt patkdnyoknak akut és kronikus formédban progeszteront
adagoltak ACMO utdn. Eredményeik szerint a hormon kronikus addsa szignigikdnsan
fokozta a torzsdicok infarctusat. A kérgi €s a totalis féltekei elhalds mértéke véltozatlan volt.
Az RU 486-ot (mifeperisztone) széles korben alkalmazzdk, er6s progeszteron és
gliikokortikoid receptor antagonista hatdsa van. A szer protektivnek bizonyult oxidativ
stressz  okozta neurondlis sejtpusztuldsban patkdnyokban, primer hippocampalis
neuronokban, klondlis egér  hippocampus sejtekben és organotipikus hippocampus
szeletkulturdkban (61).

A hormondlis hatdsok szerepét a fotostressz okozta fotoreceptor pusztuldsban is
tanulmdnyoztdk. A noOstény albind patkdnyokat a pubertds eldtt vagy ovarectomiziltak
(OVEX), vagy hypophysectomizéltdk (HYPEX). Mind az operalt, mind a kontroll 4llatokat
45 napon at tartd fényhatdsnak tették ki. A retina kdrosoddsa az OVEX és a HYPEX
allatokban szignifikdansan kisebb mértékli volt, mint a kontroll 4llatokban (62). Szintén
O’Steen egy késobbi munkdban Osszehasonlitotta az Osztrogén és/vagy pogeszteron
adagoldsdnak hatdsat OVEX patkanyokban a hormonok adagoldsa nélkiili ovarectomizalas
hatdsdval (63). Azokban a folyamatos fénynek kitett, OVEX patkdnyokban, amelyek 0.05 pg
esztradiol benzodatot kaptak, szignifikdnsan nagyobb mértéki fotoreceptor pusztulds jott 1étre,
mint az OVEX+olajjal (vivoanyaggal) kezelt adllatokban. Ugyanakkor 100 pg esztradiol
benzodt adagoldsa jobban csokkentette a retina kdrosoddsat, mint az ovarectomia dnmagaban.

A progeszteron adagolds (2.5 mg/nap) 6nmagaban nem fejtett ki hatast a fotostressz okozta



fotoreceptor pusztuldsra. Egy 4j Osztradiol analog, a MITO-4565 intravitredlisan adagolva

cytoprotektivnek bizonyult S334ter patkdnyokban (64).

A progeszteron steroid hormon, az egészséges, nem dllapotos ndben a progeszteront a

menstrudtios ciklus lutedlis fazisdban a sargatest termeli. Terhesség alatt a hormont a

placenta szekretalja. Szintézisének fo forrdsa a vérben keringd koleszterin.

Androgén, 0sztrogén €s progeszteron receptor mRNS-t izoldltak him és nOstény patkdny, nyul
és az ember tobb okuldris szovetében ( pl. retina/uvea, retina/koroidea, RPE ), melyek a nemi
hormonok célszerveit reprezentéljdk (65). Lanthier és Patwardhan magasabb progeszteron szintet
mutattak ki a patkdny retindjdban, mint a palzmdjiban, bar dgy tiinik, szintézise nem a szemben
zajlik (66,67). Ezek az adatok biztositanak minket arrdl, hogy a szer eléri a célszervet, a retinat.
Robinson és munkatérsai (68) tanulmédnyoztik a progeszteron metabolizmusdnak dinamikdjat.
Az exogén progeszteron vérbol torténod kiiiriilését két féléletidovel jellemzik: 0.5 perc és 11.7
perc. Patkdnyokban 500 pg/kg progeszteron egyszeri iv. addsat kovetden az eloszldsi és
kiiiriilési fazis féléletideje 0.13 +0.024 és 1.21 £ 0.21 6ra.

Szamtalan kiilsd és belsd tényezd befolydsolja, hogy a fény milyen mértékl retinakarosodast
okoz (69). Ezek koziil a legfontosabbak az alkalmazott fény paraméterei: intenzitds, hullimhossz
és az expozicié idotartama (70,71). Az intrinzik faktorok koziil szerepet jatszanak a kor (72), a
genotipus (73), az étrend (13,19,74,75), a testhdmérséklet (11,76), a szem pigmentaltsiga
(77,78), az expozicié idejének viszonya a normadl fényciklushoz (79), az érintett retindlis teriilet
lokalizaci6ja (77), a stressz- és szexudlhormonok szintje (80,81) és az expozicié eldtti
fényviszonyok (82,83). Akut fénykdrosoddsban megemelkedik az endogén citokinek ( 84-86) és

egyéb retindlis fehérjék (87-89) szintje. Meg kell még emliteni a ndvekedési hormonokat és a



citokineket (90-94), melyek bizonyos védelmet nyujtanak a retina fénystressz okozta apoptdzisa
ellen.

Noell és Albrecht (13) korai munkdikban beszamoltak arrdl, hogy a sotétben nevelkedett albind
patkanyok sokkal sdlyosabb retinakdrosoddst szenvedtek, mint azok az allatok, akik ciklikus
fényviszonyok ( 12 6ra vildgos, 12 dra sotét) kozott éltek. A késdbbiekben Penn €s munkatarsai
(95) leirtak, hogy az erds fényben (800 lux) sziiletett és nevelkedett albiné patkdnyok védettek
voltak a fénykdarosodéssal szemben, mig a félhomdlyban (5 lux) €16 tarsaik nem. A két csoport
biokémiai és morfolégiai paramétereinek tanulmanyozdsa ramutatott, hogy az er6s fény hatdsara
fokozodott az antioxiddns hatdsti C és E vitamin, valamint 3 glutation (GSH) enzim: a GSH
peroxiddz, a GSH S-transzferdz és a GSH reduktdz termeldodése. Huang és mtsai (96) szintén azt
tapasztaltak, hogy a 400 lux ciklikus fényviszonyok kozott nevelt patkdnyok védelmet élveztek a
fénystresszel szemben. Ezekben az allatokban az ATP szintetdz-6, a cytokrom c oxidaz-III és a
NADH dehidrogenaz-3 termelodése csokkent az 5 luxban tartott allatokéhoz képest.

Ugyanakkor a dokozohexdnsav (DHS, 22:6n3) szintje, mely a palcikdk kiilsd szegmentjének
membréanjdban legnagyobb mennyiségben jelenlévd  tobbszorosen telitetlen  zsirsav,
nagymértékben csokkent a vildgosban tartott dallatokban. Ugyancsak csokkent a lipid
kettosrétegben a rodopszin mennyisége. Szamtalan morfoldgiai eltérést is taldltak a vildgosban
nevelkedett patkanyok retindjdban. A palcikdk kiils6 szegmense megrovidiilt és rendezetleniil
helyezkedett el, sulyos sejtkdrosodas jeleit mutatta (95,97). Ezek az adapticio jelei €s par hét
alatt teljesen megszinnek, ha az allatot visszahelyezziik gyenge, ciklikus fénybe (98). Ezek az
adatok alatamasztjak Penn és Williams (99) “fotosztdzis” elméletét, mely szerint az allatok
retindja biokémiailag és morfologiailag ugy tud alkalmazkodni, hogy minden nap bizonyos,

konstans mennyiségii fotont fogadjon be.



Néhany évvel ezelott megalkottdk a “metabolikus stressz * fogalmat annak magyardzatira, hogy
az erds fényben nevelkedett éllatok retindja miért élvez védelmet (100,101). Roviden arrdl van
sz0, hogy minden olyan stressz, ami a retindt éri €s a fotoreceptorok karosoddasahoz vezethet,
azon folyamatok visszaszoritdsdhoz vezet, melyek fogékonyak a stressz karosit6 hatdsara. Példa
erre a reakciora azoknak a patkdnyoknak az esete, melyeket a fényexpozicio elott néhany nappal
a félhomalybdl erds fényre helyeztek at és retindjukban megemelkedett a bFGF (102,103) és a
CNTF (103) szintje. Olyan egereknél pedig, melyeket a fénystressz elott &tmenetileg hypoxidssa
tettek, kisebb mértéki volt az apoptdzis (104).

A retina degenerdcidk kutatdsdban zOommel patkdnyokat alkalmaznak, pedig az egereknek
szdmos elonyiik van. Géndllomanyuk konnyen manipulédlhaté és a Mouse Genome Project-en
keresztiil 6ridsi mennyiségli informacidhoz lehet hozzaférni. Ezenkiviil a retinadegeneracidnak
szamos genetikai egérmodellje van és jelenleg a microarray analizis informativabb egereknél,
vagy csokkent mértékben termelt neuroprotektiv faktorok vizsgalatinal inkdbb egerek

alkalmazasat terveztiik.

2. CELKITUZESEK

Célunk retina degeneridcié sordn a fotoreceptorokban lejatsz6dé mehanizmusok

pontosabb megértése volt. Két kémiai anyag adagoldsaval, illetve az éllatok kornyezeti
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fényviszonyainak megvaltoztatdsaval megprobaltuk megadllitani, illetve lassitani ezt a
folyamatot.
2.1 Az antioxidativ L-NAME protektiv hatasanak vizsgélata vad tipusu és rodopszin
muticioban szenved6 albiné patkdnyokban: kordbbi kozlemények arrdl szdmoltak be,
hogy az L-NAME, a NOSZ kompetitiv inhibitora megvédte az albiné patkdnyok retindjat
az er0s fény okozta degenerdciotdl. Célunk kettds volt. Az fenti eredményének
megerOsitése és annak vizsgdlata, hogy ez a protektiv hatds kiterjed e retina
degeneracioban szenvedo allatokra is.
2.2 A progeszteron neuroprotektiv hatdsat teszteltiik him albin patkdnyokban:
humén statisztikai adatok és éllatkisérletes adatok tdmasztjdk ald a ndi nemihormonok
védo hatdsat cardiovascularis, cerebrovascularis és egyéb neuroldgiai betegségekben.
Kisérletes koriilmények kozott, erds, folyamatos (kordbbi kisérletekben a pélcikdk
apoptozisit okozo) fényhatdsnak kitett him, albiné patkanyokban vizsgaltuk, vajon ez a
hatés érvényesiil e a retindban lejatszado fotoreceptor pusztulasra is.

2.3 A kornyezeti fényviszonyok befolyésat elemeztiik a retina degenerécié sulyossdgaban:
irodalmi adatok szerint az er0s ciklikus megvildgitisban nevelkedett albiné patkanyok
védettek a fénystressz okozta apoptozissal szemben. Jelenlegi munkdnkban azt

vizsgaltuk, fenn 4ll e ez az effektus albind egereknél is.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK:

3.1 Anyagok:
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NG—nitro—L—arginin metil észter (L-NAME), N° —nitro-D-arginin metil észter ( D-
NAME), PBS (phosphate buffered saline) progeszteron (4-pregnen-3,20 dion) és
vivoanyagként hasznélt benzilalkohol (Sigma, St. Louis, MO, USA).

Az éllatok altatdsahoz hasznalt szerek: Xylazin , Ketamin ( VEDCO, Inc., St. Joseph,
MO,USA)

A pupilla tagitasaira AK-Dilate 10 % szemcseppet (Alcon, Fort Worth, TX, USA)
alkalmaztunk.

TUNEL assay : S7101 ApopTag plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit-tel
(Intergen Company, Purchase, NY, USA) viteleztiik ki.

3.2 Kisérleti dllatok:

Az albin6 Sprague-Dawley CD vad tipust (VT) patkdnyokat a Harlan Company-t6l

( Indianapolis, IN, USA) szereztik be. A P23H és S334ter heterozigéta transzgén
patkdnyok homozigéta P23H /3. vonal/ és S334ter /4. vonal/ himek (Dr. M.M. LaVail-
University of California, San Fransisco,CA, USA- adoménya) és vad tipusu albiné (1d.
fent) noOstények parosoddsabol sziilettek. A BALB/c albind egereket a Jackson
Laboratériumbdl (Bar Harbour, ME, USA) vasaroltuk.

Az allattartds kovetelményei megfeleltek az ARVO és az Oklahomai Egyetem
Egészségtudoményi Centrum (OUHSC) 4ltal eldirt kovetelményeknek. Az OUHSC és a
Dean A. McGee Szemészeti Intézet valamennyi felhasznalt protokollt ellendrzott és jova
hagyott. Az allatoknak- a transzgén patkdnyokkal végzett kisérletet kivéve- szabad

hozzéaférésiik volt mind az eleséghez, mind a vizhez.

3.3 Fotostressz kivitelezése
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3.3.1

332

L-NAME védelem: Albiné Sprague-Dawley CD kolykoket szigorian ellenorzott
fényviszonyok kozott, sajit allatistallonkban neveltiik sziiletésiiktdl fogva. A
patkdnyokat 5 hetes korukig félhomdlyos szobdban, ciklikus megvildgitds alatt (5-
10 lux, 12 6ra fény, 12 6ra sotét) tartottuk, ekkor két csoportra osztottuk Oket: az
egyiket nagyon er0s fénynek tettiik ki, a masik az eredeti viszonyok kozott maradt.
Mindkét csoporton beliil az édllatok egyik fele a fénybehatds megkezdése elott 30
perccel L-NAME-t, a masik fele annak inaktiv izomerjét, D-NAME-t kapott
intraperitonealis injekcié formdjaban (100 mg/kg, PBS-ben). A fénystressz 24 6rdig
tartott egy olyan dobozban, melynek fehér, fényvisszaver6 falai voltak, 3
fluoreszcens csd (hideg fehér, 34 W) vilagitotta meg, melyek 2700 lux
fényerdsséget biztositottak az allatok szemének magassagdban. A fénybehatds utdn
a patkdnyokat 24 Ordra sotétbe, ezutin az eredeti, félhomdlyos viszonyok kozé
helyeztiikk. A kontrollcsoport egyedei szintén L-NAME ill. D-NAME injekcio6t
kaptak, de mindvégig félhomalyban maradtak. Az ERG vizsgélatokat a fénystressz
elott, ill. 2 nappal annak befejezése utdn végeztiik (a tovdbbiakban: kiinduldsi és
kovetéses ERG-k). A kontroll 4llatok tesztjét az el6zdoekével parhuzamosan
végeztik. A patkdnyokat 5 nappal a fényexpozicid utdn ledltik, a szemeket

szOvettani vizsgdlat céljabol enuclealtuk.

Progeszteron védelem: Albind Sprague-Dawely patkdnyokat tenyésztettiink és

neveltiink szigordan ellenorzott ciklikus, félhomalyos fényviszonyok kozott (1d.

fent). Az endogén progeszteron szintézis hatdsanak kikiiszobolésére 5 hetes korban
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3.33

a him éllatokat vélasztottuk ki a kisérlet céljara. Az &llatokat kétfelé osztottuk.
Minden csoportban az éllatok fele (n=5) intraperitoneélisan progeszteront (60mg/kg
20ug benzil alkoholban), a mésik fél csak a vivdoanyagot, (benzil alkoholt) kapott.
Az injekcidkat naponta adtuk de. 9 h koriil, 4 napon at. A 3. injekciét 30 perccel a
fénystressz megkezdése elott, a negyediket kozvetleniill annak befejezése utan
adtuk. A kontroll dallatokat azonos idopontokban injekciéztuk, de végig a
félhomdlyos helyiségben maradtak. A fénystressz 24 6rdig tartott, 2700 lux
fényerdsséggel. Az allatokat megkozelitdleg akkor tettiik a fénydobozba, amikor
egyébként is megkezdddott a nap vildgos ciklusa. A fénystressz letelte utdn a
patkanyok egy napot sotétben toltottek, majd visszavittiik ket a szokdsos ciklikus,
félhomdalyos szobdjukba. A kiinduldsi ERG-ket 4 nappal a szer adagoldsdnak
megkezdése elott, a kovetéses vizsgalatokat pedig 5 nappal a fénystressz befejezése
utdn regisztraltuk. Ezutdn az allatokat ledltiik és szemiiket enucledltuk. A kontroll
allatok ERG tesztjeit és az enucleatiot a masik csoporttal parhuzamosan végeztiik.

Kornyezeti fényviszonyok szerepe: BALB/c egereket tenyésztettiink, az el6zd
pontban részletezett fényviszonyok kozott. 1 hetes korban az almok felét attettiik
vildgos ciklikus megvildgitasba (400 lux, 12 6ra vildgos, 12 6ra sotét) és a kisérlet
megkezdéséig ott tartottuk Oket. (Tapasztalataink szerint a tenyésztés
eredményesebb €és az almok népesebbek akkor, ha az egerek gyenge, ciklikus
fényben parosodnak és a kolykoket is ott tartjuk legaldbb 1 hetes korukig.) 5 hetes
korban mind a félhomdlyban, mind a vildgosban tartott egércsoportot 2 részre
osztottuk, iigyelve arra, hogy mindeniitt azonos szdmban legyenek himek és

ndstények. A fotostressznek kitett dllatok 72 orat toltottek el a mar kordbban leirt
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3.4

fénydobozban, de a megvilagitas erdssége itt 3000 lux volt az egerek szemének
magassagdban. A kontrollcsoport (fénystressznek ki nem tett) egyedei mindvégig az
eredeti félhomadlyos ill. vildgos szobaban maradtak. A fényexpozicié utin az
allatok 48 oréds, a kontroll-dllatok 24 6rds sotétadaptacion estek at, majd a

bulbusokat enuclealtuk.

P23H és S334ter transzgén patkdnyok vizsgdlata
Itt, a tobbi vizsgdlattdl eltérden, nem alkalmaztunk fotostresszt, mert célunk annak
vizsgalata volt, hogy az antioxidativ hatdsi L-NAME biztosit e védelmet a rodopszin
mutécié okozta retina degenerdciéval szemben. Allatistalénkban 400 lux ciklikus
megvildgitds alatt (12 6ra vildgos, 12 ora sotét) transzgén patkdnyok sziilettek és
nevelkedtek. A heterozigéta kolykok homozigéta P23H (3. vonal) €s S334ter (4. vonal)
himek és VT (vad tipusd) albind (Sprague-Dawely CD) nostények péarosoddsabol
sziilettek. 3 hetes korukban a VT, P23H és S334ter tipusu allatokat 2-2 csoportra
osztottuk, az egyiknek L-NAME-et, a masiknak D-NAME-t adtunk. A szert naponta,
intraperitonedlis injekcid (100mg/kg) formdjaban és az ivOvizhez keverve (naponta
atlagosan 40mg/kg) kaptdk 4 héten at. Az adagolas befejezése utdin ERG vizsgalatot

végeztiink és 3 nappal késobb a bulbusokat enucleéltuk.

3.5  Elektroretinogrdfia
A sotét-adaptalt patkanyokat gyenge voros fény alatt, intramuscularis ijekcidban adott
Xylazin (6mg/kg) és Ketamin (120mg/kg) keverékével elaltattuk. A pupillat AK-Dilate

10% szemcseppel megtédgitottuk €s az aktiv arany elektrédot a cornea felszinéhez
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érintettiik. A referencia elektrédot a szdjba helyeztiik, a foldelést az egyik hatsd labra
csiptettik. A Ganzfeld gobmbben (LKC Technologies, Gaithersburg, MD, USA) 10
msec-0s pulzusokban fehér fény villant fel. Hatvan secundumos intervallumokkal,
emelkedo intenzitdssal 5 fényfelvillandst alkalmaztunk (-40 dB, -24 dB, -8 dB, 0 dB, 10

dB).

3.6  Szovettani vizsgdlat

Az allatokat széndioxiddal elaltattuk és cervikdlis csigolyadiszlokacidval
elpusztitottuk Oket. Az enucledlt bulbusokat paraformaldehidbe helyeztiikk, majd
paraffinba dgyaztuk. A vertikélis meridian mentén, a papilla n. optici-n (PNO) athalado,
Spum vastag metszeteket készitettiink, melyeket haematoxylin-eosinnal megfestettiink.
Azokban a kisérletekben, ahol patkdnyokkal dolgoztunk a kiils6 magvas réteg (KMR)
vastagsagat €s a palcikdk belsd (PBSZ) és kiilso (PKSZ) szegmensének hosszat mértiik
meg 0.5 mm-es tavolsdgokban a papillatdl kiindulva az alsé €s a felsd ora serrataig. Az

egérszemeken ugyanezeket a paramétereket mértiik meg, de 0.33 mme-es tdvolsagokban.

3.7 A retina kiprepardldsa

Az egereket gyenge vOros fény alatt elpusztitottuk és az enucleélt bulbusokat PBS-t
tartalmaz6 livegcsében azonnal jégre helyeztilk. A prepardldst normdl megvildgitas
mellett, prepardlé mikroszkép alatt végeztiik. A cornea és a lencse eltavolitdsa utdn
mindkét szem retindjat tompdn leprepardltuk a pigmentepithelium/choroidea/sclera

rétegrol. Az ideghdrtyat ezutan —80 °C-on taroltuk a mérések megkezdéséig.
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3.8 Terminal dUTP nick end labeling (TUNEL) assay

A retindlis sejtek apoptdzisat TUNEL assay segitségével mutattuk ki (S7101 ApopTag
plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit), a gyarté utasitdsdnak megfeleloen
Sum vastag paraffinba dgyazott metszeteken. A fénystressznek Kkitett egereken az

enucledciot azonnal, a 72 6rds expozicidt kovetden végeztiik el.

3.9 A DNS-létra (laddering) vizsgdlata

A DNS-laddering a Donovan 4ltal kordbban leirt médszerének moddositasaval (31),
tortént. Roviden, a retinat lizis-pufferben (50mM Tris-Hcl (pH 8.0), 10mM EDTA, 0.5%
SDS és 0.5mg/ml proteinase K) homogenizdltuk. A homogenizatumokat
fenol/kloroformmal extrahdltuk, igy eltavolitva a folosleges fehérjét. A kontaminalt
RNS emésztését tgy végeztiik, hogy inkubdltuk 20pg/ml RN4z A-val 2 6rén 4t 37 °C-
on. Végiil a genomidlis DNS-t 0.5ug/ml etidium bromidot tartalmazé 2%-os agar6z

gélen futtattuk.

3.10 Zsirsav-meghatdrozds

Diszkontinuus szukréz gradiens centrifugdlds segitségével minden pdar retinabdl
kipreparaltuk a palcikdk kiilso szegmensét (PKSZ). A mddszert kordbban Papermaster
és Dryer irta le , Wiegand és Anderson mddositotta. A lipideket Bligh és Dyer médszere
szerint kloroform/metanolban extrahdltuk és metilészterré alakitottuk. A pélcikdk kiilsd
szegmensének total lipidtartalmanak zsirsav komponensét gdz-likvid kromatogréafidval
hatdroztuk meg (Agilent Technologies 6890N, Palon Alto, CA,USA; DB-225 kapillaris

oszlop, 30m x 0.53mm ILD.x 0.5um filmvastagsdg, J&W Scientific, Palo
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Alto,CA,USA). A mintdkat 20ul kromatografids gradiens nondnban oldottuk fel és 250
C-on, 5:1-es hasitdsi ardnnyal 3pl-t injektaltunk. Az injektaldskor a siitd homérséklete
160 °C volt, de késobb linedrisan emeltiik 1 0C/perc sebességgel, amig el nem érte a 220
OC-ot és ezen a homérsékleten tartottuk 5 percig. A hélium vivogdz dramldsi sebessége
39 cm/sec volt, és a lang ionizéicié-detektor 270 OC-ra volt 4llitva. A detektor adatait
szamitogépen gyQjtottik €s minden gorbe alatti teriiletet integraltunk melyet a

Chemstation software segitségével dolgoztunk fel (Agilent Technology).

3.11 Statisztikai analizis

Minden esetben az dtlag = S.D értékeket tiintettiik fel. Paratlan t-tesztet hasznaltunk a
kiillonbozd csoportok ERG és szovettani eredményeinek Osszehasonlitdsara és paros t-
tesztet alkalmaztunk ugyanazon 4llat kiinduldsi és kovetéses ERG tesztjeinek
Osszehasonlitdsdra. Valamennyi esetben a 0,05 alatti p értékeket nyilvanitottunk

szignifikdnsnak. A zsirsavtartalom analizisére Scheffé tesztet hasznaltunk.

4. Eredmények:

4.1

L-NAME adagolasaval végzett vizsgdlatok

4.1.1 Akut fénystressz alkalmazasa
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Retindlis funkcié: mind a négy csoportban 5 patkdnyon végeztiink ERG vizsgdlatot. Két
nappal a fénystressz megkezdése elott végeztik a kiinduldsi teszteket (mind a
fényexpozicidonak kitett, mind a kontrollcsoport dllatain), a kovetéses ERG-ket pedig 2
nappal annak befejezése utdn regisztraltuk. Az 1. abran lathatéak mind a 4 kisérleti csoport a

és b gorbéi.

Kiindulasi ERG-k Kovetéses ERG-k
A B
( ) 40 -24 -8 0 10 ( ) 40 24 -8 0 10
3 o 3 0
3 3
£ 200 2 200
Es £
® % -400 &3 400
5 £~
& 800 b
E S 6001
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o ®  .800 -
a fényvillanas intenzitasa (dB) a fényvillanas intenzitasa (dB)
(C) (D)
o 1800
_45 1800 -E s
E 1500 - E
S 1200 - = s 1200
£ 900 §5 %
5 600 E
5 300 5 300
£ 0
o 0 o o
40 24 -8 0 10 40 24 -8B 0 10
a fényvillanas intenzitasa (dB) a fényvillanas intenzitasa (dB)

+ D-NAME-NFS —ll— D-NAME-FS
—0— L-NAME-NFS —[1— L-NAME-FS

1.4bra 24 ordig tartd, 2700 lux intenzitdsd fénystressz eldtt és utdn regisztralt ERG gorbék. Az L-NAME-mel és D-
NAME-mel végzett kezelés eredménye. (A) Kiinduldsi a hullim amplituddk; (B) Kovetéses a hullim amplituddk; (C)
Kiindulasi b hulldim amplitudék; (D) Kovetéses b hulldim amplitudok; Roviditések: NFS= nem fotostresszelt; FS=
fotostresszelt. ( ) D-NAME-mel kezelt, nem fotostresszelt, ( ) D-NAME-mel kezelt, fotostresszelt, () L-NAME-mel
kezelt, nem fotostresszelt, (O) L-NAME-mel kezelt, fotostresszelt. A mértékegység pvolt + S.D. (n=5).

A kontroll allatok kiinduldsi és kovetéses gorbéi kozott nem taldltunk eltérést (iires és teli
rombuszok), ez arra utal, hogy sem az L-NAME, sem a D-NAME nem volt retina-toxikus. A
24 ¢6raig tartd, 2700 lux intenzitdsu illumindcié azonban a védlaszok szignifikdns csokkenését

okozta mindkét expondlt csoportban (iires €s teli négyzet). A funkcidkarosodds kisebbnek
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tinik az L-NAME csoportjdban, de a kiillonbség a fénystresszelt, D-NAME-mel kezelt és
fénystresszelt, L-NAME-mel kezelt patkanyok ERG vélaszai kozott nem szignifikdns.

A retina szerkezete: A 4 kisérleti csoportbdl 1-1 4llat retindja a 2. 4bréan lathato.

2.4abra A patkdnyok retindjdbol 2700 lux intenzitdsd, 24 Ordn 4t tarté fénystressz utdn készitett metszetek
fénymikroszkopos képe. Az L-NAME-mel és D-NAME-mel végzett kezelés eredménye. A felvételek a felsd retinafélben, a
vertikdlis merididn mentén, a papilla n. optici-tdl 1 mm-re késziiltek. Roviditések: RPE: retindlis pigment epithelium,
PKSZ: pélcikék kiilso6 szegmentuma, PBSZ: pélcikdk belsd szegmentuma, KMR: kiilso6 magvas réteg, KPR: kiilso plexiform
réteg, BMR: belso magvas réteg, BPR: belso plexiform réteg, GSR: ganlionsejt réteg. ( Haematoxylin-eosin festés) (A) D-
NAME-mel kezelt, nem fotostresszelt, (B) D-NAME-mel kezelt, fotostresszelt, (C) L-NAME-mel kezelt, nem fotostresszelt,
(D) L-NAME-mel kezelt, fotostresszelt.

A metszeteket a reina felso részén, a papillatdl kb. 1 mm-re készitettiik. A nem exponélt, D-
NAME-mel ill. L-NAME-mel kezelt dllatok retinija ép maradt (2. dbra, A és C). A
fénystressz a fotoreceptorok szamdnak szignifikdns csokkenéséhez vezetett mindkét drog
addsa mellett (2. dbra, B és D), de az L-NAME-mel kezelt édllatokndl kisebb a veszteség (2.

abra D). Ezeknél a patkdnyokndl a kiilso6 magvas réteg (KMR) 6-7 sejtmagot tartalmaz, mig a
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D-NAME-mel kezelteknél csak 0-5-6t €s a KMR szerkezete szabdlytalan. A retina vertikalis
merididnjdnak 0.5 milliméterenkénti vizsgadlata azt mutatta, hogy a pusztulds a felsd félen

volt stlyosabb (3. 4bra).

felsd alsé

3 8
L I

a KMR vastagsaga
(em)
BE&88

s
[—3

-
4 3 2 1 0 1 2 3 4
a pupillatél mért tavolsag (mm)

+ D-NAME-NFS —ll— D-NAME-FS
—O— L-NAME-NFS —{1— L-NAME-FS

3.abra A kiilso magvas réteg (KMR) vastagsdga a papilla n. optici-tdl mért kiilonbozo tdvolsdgokban. A méréseket 0.5
mm-enként végeztiik a vertikdlis merididn mentén az alsé €s a felsd ora serrataig. Az eredmények atlagvastagsagot = S.D.
jelentenek (n=5). Roviditések: NFS= nem fotostresszelt; FS= fotostresszelt. ( ) D-NAME-mel kezelt, nem fotostresszelt,
() D-NAME-mel kezelt, fotostresszelt, (%) L-NAME-mel Kkezelt, nem fotostresszelt, (0) L-NAME-mel Kkezelt,
fotostresszelt. A azokat a retindlis pontokat jeloli, ahol a D-NAME-mel és az L-NAME-mel kezelt csoportok KMR
vastagsaga kozott szignifikdns kiilonbséget (p<0.05) mértiink.

Minden éallatndl kiszdmoltuk a KMR étlagos vastagsdgit mindkét hemiszfériumban. A D-
NAME csoport a felsd retinafélben a kontroll dllatok KMR vastagsagdnak csak a 35%-at
orizte meg, mig ez az ért€k az L-NAME csoportban 64% volt. Azokat a retinalis pontokat,
ahol a kiilonbség statisztikailag szignifikdns volt, az dbrdn csillaggal jeloltiik. Az alsé
retinafélben a KMR vastagsiga a D-NAME csoportban 77%, az L-NAME-mel kezelt
csoportban 99% volt. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy az L-NAME morfoldgiai
védelmet nyujt akut fénystressz esetén.

4.1.2. A transzgén patkanyok vizsgilata
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Retindlis funkcid: Csoportonként 6 dllat ERG vizsgélatat végeztiik el 1 nappal a szer utolsé

adagjinak beaddsa utdn. Az a és b gorbéket a 4. 4brdn mutatjuk be.
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E —O— S334ter-D-NAME
a —e— S334ter-L-NAME
E
o 200 -
0 . i ; ; .
-40 24 -8 0 10
a fényvillanas intenzitasa (dB)
(B)
-40 24 -8 0 10
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a
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m
270

a fényvillanas intenzitasa (dB)

4.4bra.A D-NAME-mel vagy L-NAME-mel 4 héten at kezelt patkdnyok ERG gorbéi. (A) b hullamok, (B) a hullamok.
Rovodités: VT=vad tipusd. () VT, D-NAME kezelt, ( ) VT, L-NAME kezelt, (&) P23H, D-NAME kezelt, ( ) P23H, L-
NAME kezelt, (O) S334ter, D-NAME kezelt, ( ) S334ter, L-NAME kezelt. A mértékegység uvolt £ S.D. (n=6).

Az ERG gorbék a varakozdsnak megfeleloen alakultak: a P23H és S334ter transzgén
patkdnyok regisztradtumainak amplitid6i szignifikdnsan alacsonyabbak, mint a vad tipusd
kontroll 4llatoké. A két transzgén vonal koziil az S334ter-nél volt silyosabb a
funkciovesztés. Az azonos tipusd transzgén patkdnyok adatait Osszehasonlitva
megéllapithatjuk, hogy az L-NAME adagoldsa nem biztositott szignifikdns funkciondlis

védelmet a D-NAME-hez viszonyitva.
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A retina szerkezete: A VT, P23H és S334ter patkdnyok retindinak morfoldgiai vizsgélata az
ERG eredményei éltal elorejelzett eredményt hozta. A legnagyobb fotoreceptorsejt veszteség
a 2 transzgén vonalban volt, azok koziil is az S334ter-ben a legsulyosabb. Az 5. dbran lathat6

a 6 csoportbdl 1-1 allat retindjanak fénymikroszképos képe.

5.abra Hét hetes, 400 lux ciklikus megvildgitdsban nevelt, 4 héten 4t L-NAME-mel vagy D-NAME-mel kezelt patkdnyok
retindjanak fénymikroszkdépos képe. A metszetek a vertikdlis merididn mentén a papilla n. optici f6l16tt 1 mm-re késziiltek.
Roviditések: RPE: retindlis pigment epithelium, PKSZ: palcikdk kiilsd szegmentuma, PBSZ: pdlcikak belsd szegmentuma,
KMR: kiils6 magvas réteg, KPR: kiilso plexiform réteg, BMR: bels6 magvas réteg, BPR: belsd plexiform réteg, GSR:
ganlionsejt réteg. (Haematoxylin-eosin festés) (A) VT, D-NAME kezelt, (B) VT, L-NAME kezelt, (C) P23H, D-NAME
kezelt, (D) P23H, L-NAME kezelt, (E) S334ter, D-NAME kezelt, (F) S334ter, L-NAME kezelt.
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A metszeteket itt is a felsd félben, a papillatdl kb. 1 mm-re készitettilk. A VT patkanyok retindja
mindkét szer addsa mellett ép maradt ( 5. dbra, A és B). A 7 hetes P23H transzgén patkdnyokndl
8-9 fotoreceptor sejtsor megmaradt, a palcikdk belsd és kiilsé szegmense csaknem sértetlennek
latszik, talan a PKSZ kicsit megrovidiilt (5. dbra, C és D). Nem volt kiillonbség az L- illetve a D-
NAME-mel kezelt allatok kozott. Sulyosabb degeneracié lathaté az S334ter vonalndl, ahol
mindossze 3-4 sejtsor maradt és a PKSZ jelentosen megrovidiilt (5. dbra, E és F). Az L-NAME
addsa nem biztositott védelmet. A 6. dbrdn, mely a KMR vastagsdgat abrdzolja, lathatd, hogy a

legkifejezettebb a kdrosodas a felso retinafélben és az S334ter patkanyoknal.

70 felsé also

—0— VT-D-NAME
—— VT-L-NAME
—%— P23H-D-NAME
—d— P23H-L-NAME
—0— S5334ter-D-NAME
—8— 5334er-L-NAME

a KMR vastagsaga (|.Lm)

a pupillatél mért tavolsag (mm)

6.abra A kiilso magvas réteg (KMR) vastagsdga a papilla n. optici-tdl mért kiilonb6zo tdvolsdgokban. A méréseket 0.5

mm-enként végeztiik a vertikdlis merididn mentén az alsé €s a felsd ora serrataig. Az eredmények atlagvastagsagot = S.D.
jelentenek (n=6). () VT, D-NAME kezelt, ( ) VT, L-NAME kezelt, (&) P23H, D-NAME kezelt, ( ) P23H, L-NAME
kezelt, (O) S334ter, D-NAME kezelt, ( ) S334ter, L-NAME kezelt.

Egyik genotipusban sem volt azonban kiilonbség az L-NAME ¢és a D-NAME-mel kezelt
allatok retindja kozott. Az L-NAME tehat védelmet nyujt a fotostresszel szemben, de nem
protektiv az Altalunk vizsgédlt kétféle rodopszinmuticié okozta Orokletes retina
degeneracioban.

Végeztiink egy masik, hasonl6 kisérletsorozatot is, a kiillonbség az volt, hogy a szereket csak

ivovizben adagoltuk (kb. 85 mg/kg-t). Ennek a megkozelitésnek az a magyardzata, hogy
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megprobéltunk egy magasabb dtlag szisztémads szintet biztositani €s elkeriilni az L-NAME
koncentracidjanak hirtelen megemelkedésével jar6 mellékhatdsokat, mint a myocardialis
ischaemia (105), vérnyomdsemelkedés (106) és csokkent atlagos tilélési idd (107). Ennek a

kisérletnek itt be nem mutatott eredményei lényegében megegyeztek a fentiekkel.

4.2 A progeszteron hatdsdnak vizsgdlata fénystresszben
A retina funkcidja: A kiinduldsi ERG-ket 7 nappal a fénystressz elott végeztiik, a
kovetésest pedig 5 nappal annak befejezése utin. Az 7. abran lathatéak a 4 csoport

ERG regisztratumai.
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7.4bra 24 6ran 4t tartd, 2700 lux intenzitdsd fénystressz utdn regisztrdlt ERG gorbék. A progeszteron és a vivoanyag
hatdsa. (A) Kiinduldsi a hulldim amplitudék; (B) Kovetéses a hullim amplituddk; (C) Kiinduldsi b hullim amplitudék; (D)
Kovetéses b hullim amplituddk; Roviditések: NFS= nem fotostresszelt, FS= fotostresszelt, PK= progeszteronnal kezelt,
VK= vivdanyaggal kezelt., ( ) vivdanyaggal kezelt, nem fotostresszelt, ( ) progeszteronnal kezelt, nem fotostresszelt, (O1)
vivdanyaggal kezelt, fotostresszelt, (<) progeszteronnal kezelt, fotostresszelt. A mértékegység pvolt + S.D. (n=5).

A 24 O6ran at tartd er0s fényexpozici6 az a és b hulldamok amplitiddjanak
nagymértékli csokkenését okozta. Szignifikdns kiilonbség (p<0.05) volt a
fénystresszelt és a kontroll csoport patkdnyainak a és b amplitidor kozott. Ha
azonban a fénystresszelt-progeszteronnal kezelt €s a fénystresszelt-progeszteronnal
nem kezelt dllatok kovetéses ERG eredményeit hasonlitottuk Ossze, azt tapasztaltuk,
hogy itt a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans (a hulldmok: p=0.12,

b hullamok: p=0.08). Ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy a progeszteron addsa nem
nyujt funkciondlis védelmet fénystressz okozta retinakarosodéssal szemben.

A retina szerkezete: A felso retinafélben, a papilldtol ~ 1 mm-re készitett felvételek

a 8. abran lathatoak.
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8. dbra A patkdnyok retindjanak fénymikroszképos képe. A felvételek a felsd retinafélben, a vertikdlis merididn mentén,
a papilla n. optici-tdl 1 mm-re késziiltek. Roviditések: RPE: retindlis pigment epithelium, PKSZ: pdlcikdk kiilsd
szegmentuma, PBSZ: pélcikdk belsd szegmentuma, KMR: kiilsé6 magvas réteg, KPR: kiilsd plexiform réteg, BMR: belso
magvas réteg, BPR: belsd plexiform réteg, GSR: ganlionsejt réteg. ( Haematoxylin-eosin festés) (A) vivdanyaggal kezelt,
nem fotostresszelt, (B) progeszteronnal kezelt, nem fotostresszelt, (C) vivOanyaggal kezelt, fotostresszelt, (D)
progeszteronnal kezelt, fotostresszelt.

A nem expondlt csoport egyedeinek retindja ép volt, fliggetleniil att6l, hogy
progeszteron- vagy csak vivoanyag injekciot kaptak (8. dbra A és B). A fénystresszelt

allatok retindja azonban sulyosan kdrosodott (8. dbra, C és D). A palcikdk belsod és
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kiilsd szegmense megrovidiilt és szabalytalan alaku. A KMR vékony, minddssze 2-3
sejtmagsor maradt meg. Megmértiik a KMR vastagsigat és a pdlcikdk belso + kiilsd
szegmensének hosszit (PBSZ+PKSZ) a vertikdlis meridian mentén a papillatdl az ora
serratdig mindkét irdnyba. A 9. dbra azt mutatja, hogy a kérosodds mindkét

fényexponalt csoportban a felso retinalis régidban a legkifejezettebb.
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9. abra (A) akiilsd magvas réteg (KMR) vastagsaga, (B) a pélcikdk belsd (PBSZ) + kiils6 szegmensének (PKSZ) hossza
a papilla n. optici-td] mért kiilonbozd tavolsdgokban. A méréseket 0.5 mm-enként végeztiik a vertikdlis merididn mentén az
alsé és a felsd ora serrataig. Az eredmények atlagvastagsagot/ dtlaghosszat + S.D. jelentenek (n=5). Roviditések: NFS= nem
fotostresszelt, FS= fotostresszelt, PK= progeszteron kezelt, VK= vivdanyaggal kezelt., ( ) vivdanyaggal kezelt, nem
fotostresszelt, () progeszteronnal kezelt, nem fotostresszelt, (1) vivoanyaggal kezelt, fotostresszelt, (<) progeszteronnal
kezelt, fotostresszelt.

Kiszamoltuk az 4tlagos KMR vastagsagot és PBSZ+PKSZ hosszisagot. A kiilonbség

a progeszteronnal kezelt és expondlt, valamint a vivoanyaggal kezelt és exponélt
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4.3

patkanyok adatai kozott nem volt szignifikdns (KMR: p=0.61, PBSZ+PKSZ: p=0.51).
A fenti eredmények az elektrofizioldgiai teszt adatait tdmasztjak ald és egyiitt azt
bizonyitjdk, hogy a progeszteron nem protektiv erds fény okozta retina
degeneracidval szemben.

A kornyezeti fényviszonyok befolydsanak elemzése

A retina szerkezete: A fénymikroszkopos felvételeken nem taldltunk kiilonbséget a
400 illetve az 5 lux ciklikus megvilagitasi viszonyok kozott sziiletett és nevelkedett,

5 hetes albiné egerek retindja kozott (10. dbra A és C).
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10. abra dbra: Az egerek retindjdnak fénymikroszképos képe. A metszetek a felsd retinafélben, a vertikdlis merididn
mentén, a papilla n. optici-tdl 1 mm-re késziiltek. Roviditések: RPE: retindlis pigment epithelium, PKSZ: pélcikdk kiilsd
szegmentuma, PBSZ: pélcikdk belsd szegmentuma, KMR: kiilsé6 magvas réteg, KPR: kiilsd plexiform réteg, BMR: belso
magvas réteg, BPR: belsd plexiform réteg, GSR: ganlionsejt réteg. ( Haematoxylin-eosin festés) (A) vildgosban nevelt,
kontroll, (B) vildgosban nevelt, fotostresszelt, (C) félhomalyban nevelt, kontroll, (D) félhomélyban nevelt, fotostresszelt.

A bemutatott részletek a patkdnyokban legfényérzékenyebb teriileten (77.), a papilla
folott 1 mm-rel helyezkednek el. A pélcikdk kiils6 szegmense €p €s szabdlyos, a

KMR-ben 11-12 sejtsor lathatd. A papillatdl kiindulva, az alsé és felsd ora serrataig
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0.33 mm-enként kiszamoltuk a KMR éatlagos vastagsagéit és a PBSZ+PKSZ atlagos
hosszat. Nem volt szignifikdns kiilonbség a két csoport adatai kozott: ONL p=0.44,

PBSZ+PKSZ p=0.13 (11. 4bra).
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11. 4bra A ciklikus kornyezeti fényviszonyok hatdsa a fotoreceptorok fénystressz okozta apoptézisira. KMR vastagsag
(A) és PBSZ+PKSZ hossz (B) a PNO-t0l mért kiilonboz6 tdvolsdgokban. A méréseket 0.33 mm-enként végeztiik a vertikdlis
merididn mentén az alsé és a felsO ora serrataig. Az adatok 4dtlagvastagsidgot = S.D. jelentenek (n=6-13). Roviditések:
VN=vildgosban nevelt, FN=félhomalyban nevelt, K=kontroll, FS=fotostresszelt. (1) vildgosban nevelt, kontroll. ( )
vildgosban nevelt, fotostresszelt, (O) félhomalyban nevelt, kontroll, ( ) félhomdlyban nevelt, fotostresszelt.

A 72 6ran tartd, 3000 lux intenzitdsi fénnyel elvégzett expozicié azonban kifejezett
karosodast okozott mindkét kisérleti csoportban, de a félhomalyban tartott egereknél
volt stlyosabb a pusztulds. A vildgosban tartott egerek retindjdban csak a KMR jelzett
elvékonyodasiat €s a PKSZ mérsékelt megrovidiilését lattuk (10. dbra B). Az
ugyancsak vildgosban nevelt, de fénystressznek ki nem tett allatok retindjaval

Osszehasonlitva, az atlagos KMR vastagsdg (11. dbra) 17%-kal (p<0.0001), az atlagos
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PBSZ+PKSZ hossz 28%-kal (p<0.0001) csokkent. A félhomalyban nevelt egerek
retindjdn azonban drdmai fotoreceptor pusztulds lathatd, a megmaradt magok
tobbsége piknotikus, a PKSZ nagymértékben karosodott (10. dbra D). A gyenge
fényben nevelt kontroll egerekkel 6sszehasonlitva az dtlagos KMR vastagsdg 59%kal
(p<0.0001), az atlagos PBSZ+PKSZ hossz pedig 71 %-kal csokkent (p<0.0001, 11.
abra). A két fényexpondlt csoportot Gsszevetve azt taldltuk, hogy a félhomélyban
tartott 4llatokndl az atlagos KMR vastagsdg 50 %-kal (p<0.0001), az &tlagos
PBSZ+PKSZ hossz pedig 56 %-kal (p<0.0001) volt kevesebb mint a vildgosban
nevelt, fényexponalt allatokndl.

A kornyezeti fényviszonyok hatdsa az apoptézisra: Hogy jobban megismerjiik az
egyes kisérleti csoportokban végbemend apoptdzis mértékét, a 72 Ords fénystressz

letelte utdn a bulbusokat azonnal enucledltuk és TUNEL assay-t végeztiink (12. dbra).
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12. dbra A ciklikus kornyezeti fényviszonyok és a fotostressz hatdsa a fotoreceptorok TUNEL-jelolésére. Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) utdn készitett fénymikroszkopos felvételek. A
metszetek a felso retinafélben, a vertikélis merididn mentén, a papilla n. optici-tol 1 mm-re késziiltek. Roviditések: RPE:
retindlis pigment epithelium, PKSZ: pdlcikdk kiilsé szegmentuma, PBSZ: palcikdk belsd szegmentuma, KMR: kiils6 magvas
réteg, KPR: kiilsd plexiform réteg, BMR: bels6 magvas réteg, BPR: belsd plexiform réteg, GSR: ganlionsejt réteg.

(A) vildgosban nevelt, kontroll, (B) vildgosban nevelt, fotostresszelt, (C) félhomalyban nevelt, kontroll, (D) félhomalyban
nevelt, fotostresszelt.

Sem a halvidny fényben, sem a vildgosban tartott kontroll egerek retindjdban nem
taldltunk TUNEL-pozitiv sejteket (12. dbra, A és C). Ezzel szemben mindkét
fotostresszelt csoportndl dbrdzolédtak TUNEL-pozitv sejtek, a félhomdlyban
nevelkedetteknél nagyobb szamban (12. dbra B és D). Csoportonként 3-4 &llatnal
végeztik el a tesztet, hasonlé eredménnyel. A neutrdlis gél elektroforézissel
meghatdrozott DNS fragmenticiés minta megerdsitette a TUNEL assay eredményét

(13. abra).

33



56hét(lux) | 5 | 5 | 400
3000 lux(6ra)| 0 | 72| 72| M

13.4bra A ciklikus kornyezeti fényviszonyok és a fotostressz hatdsa a retindlis DNS feltoredezésére. DNS fragmentacios
minta félhomdlyban és vildgosban nevelt egerekben. A megvildgitds erdsségét és az expozicids idoket a gél felsd részén
jeloltiik. A cikilikus félhomdlyban nevelt, fénystressznek ki nem tett egereket hasznéltuk kontrollként és genomikus DNS-
iiket a bal oldali oszlopra vittiik fel. Az M oszlop 100bp DNS markert tartalmaz.

A ciklikus, gyenge fényviszonyok kozott tartott egereknél nagyobb mértéka volt a
DNS laddering, mint a ciklikus, erds megvildgitasban nevelkedetteknél.

A kornyezeti fényviszonyok hatdsa a pdlcikdk kiilsd szegmensének DHS
tartalmdra: Az 14. dbra a négy kisérleti csoport pélcikdjanak kiilsdé szegmensében

mért DHS tartalmat mutatja.
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50 VN-K vs. FN-K; p<0.9

FN-K vs. FN-FS; p < 0.000001
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Az egér-PKSZ DHS tartalma

14. abra A ciklikus kérnyezeti fényviszonyok és a fotostressz hatdsa a palcikdk kiilsé szegmens-membranjénak zsirsav
Osszetételére. A 4 kisérleti csoport pdlcika kiilsdo szegmensének zsirsav Osszetétele. A méréseket az egerek mindkét
retindjabol kiprepardlt palcika kiilso szegmentbdl végeztiik (n=8). Roviditések: VN=vildgosban nevelt, FN=félhomalyban
nevelt, K=kontroll, FS=fotostresszelt.

A membranokat a fénystresszelt allatoknal 48 6rds, a kontroll egereknél 24 6rés
sotétadaptaciot kovetden prepardltuk ki. A legmagasabb DHS szintet a két
kontrollcsoportban mértiik és nem volt szignifikans kiillonbség a félhomalyban nevelt
(36 mol% DHS) és a vildgosban tartott (35 mol% DHS) egerek adatai kozott. A 72
oran at tarté folyamatos fényexpozcidt kiivetden a DHS tartalom mindkét exponélt
csoportban szignifikdnsan csokkent a kontroll egyedekkel osszehasonlitva (5. 4bra).
A nagyobb mértékii csokkenés a félhomalyban tartott dllatokndl jelent meg (16 mol%

23 mol%-kal szemben).

5. Megbeszélés
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5.1 L-NAME adagoldsaval végzett vizsgalatok
Bér a fotoreceptorok pusztuldsahoz vezetd molekuldris 1épések pontosan még nem
tisztdzottak, bizonyos hipotézisek szerint az erd6s fény elnyelodése a fotoreceptor
sejtek karosodédsiat okozd szabad gyokok felszabaduldsdhoz vezet. A nNO ilyen
szabadgyok, mely normalisan a fototranszdukcids kaszkadon keresztiil fejti ki hatdsat
a guanilat ciklaz aktivéldsa révén. Ez az enzim alakitja a guanozin trifoszfatot (GTP)
ciklikus guanozin monofoszfittd (cGMP). Ennek a folyamatnak csokkent aktivitdsa
valdsziniileg szerepet jatszik a fénykdrosodds okozta fotoreceptorpusztuldsban (31).
A mi kisérletinkben Az L-NAME az inaktiv izomer D-NAME-mel szemben
megvédte a palcikdkat a fénystressztol. Ez megerositi Goureau €s mtsai (18) valamint
Donovan és mtsai (31) kozlését, mely szerint a NOSZ gétlok neuroprotektiv hatast
fejtenek ki a retindban. Az emlitett munkak egyikében sem alkalmaztak ERG-t a
funkciondlis protekcid vizsgalatara. Mi azt allapitottuk meg, hogy az L-NAME a D-
NAME-nél jobban megdrizte a retina mikodését, de a kiilonbség nem volt
statisztikailag szignifikans. Ennek egyik magyardzata az lehet, hogy a védohatds csak
a fels6 hemiszfériumban volt szignifikdns és ez a teriilet taldn kicsi ahhoz, hogy
érvényesiiljon a “ tomegvalaszt* reprezentdlo6 ERG-ben. Nagyszdmu 4llatcsoporton
elvégzett fokalis ERG informativabb lenne ebben a kérdésben. Emellett, a mi
eredményeinkhez hasonléan nem talédltak megtartott ERG valaszt jelentds morfoldgiai
védelem mellett olyan vizsgdlatokban, ahol kiilonbdz6 retina degenerdcidk (rds,

P23H, S334ter) allatmodelljeinek tobbféle novekedési faktort (FGF-2, FGF-5, FGF-

18 és CNTF) adtak (108-110). Sot, Liang és mtsai (110) CNTF adagolasa utan
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alacsonyabb ERG vdlaszokat regisztraltak, mint a kontroll csoport egyedeinél. A
jelenség tisztazdsa tovabbi kutatast igényel.

Annak vizsgdlatara, hogy az L-NAME pozitiv hatdsa kiterjed e rodopszin mutacio
miatt 1étrejott orokletes retina degenerdcidkra, két transzgén vonalat hasznéltunk. A
P23H vonalban a 23. helyen pontmutacié van, a prolint hisztidin helyettesiti. Ez a
rodopszin hibas Osszehajtddasdhoz, defektiv PKSZ-korong szintézishez és korong
instabilitdshoz vezet (111). Az S334ter patkdnyokndl a rodopszin C-termindlis 15
amindsavja hidnyzik, mely miatt hidnyzik a rodopszin kindz két szubsztratja, a szerin
és a treonin. Igy meghitsul az arresztin kotddése, a transzdukciés kaszkad
inaktivaldédésa (112). Mi azért véalasztottuk a P23H/3 és az S334ter/4-es vonalat, mert
a degenerdcié sebessége elég lassi ahhoz, hogy a terdpids beavatkozast
elhalaszthassuk az elvalasztasig (3 hét), de elég gyors ahhoz, hogy 4 hét kezelés utdn
lemérhessiik a neuroprotektiv hatdst. Az dllatok 400 lux fényben sziilettek és
novekedtek, mert ismeretes, hogy a P23H mutdns patkdnyok és egerek retindja
gyorsabban degeneralddik erds megvildgitasban (115).

Mi sem szerkezeti, sem mikodésbeli kiillonbséget nem taldltunk az L-NAME-mel
illetve D-NAME-mel kezelt csoportok kozott, egyik transzgén genotipusban sem. A
NOSZ gatlasa a mi kisérleti koriilményeink kozott semmilyen védelmet nem nyujtott
a P23H és az S334ter rodopszin muticié okozta retinaelfajulas ellen.

Az L-NAME-hez hasonléan a FBN is hatdsos volt fénysterssz ellen (24), de
ineffektiv orokletes retina degenerdcioban (114). Ugyanakkor bizonyos &dgensek,
foleg novekedési faktorok protektivek mindkét retina degenerdcié modellben (108-

110). Ez a diffrencialt gy6gyszerhatds hasznos informdciokat nyujthat a specifikus
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muticiokban lezajlé sejtpusztuldsrél. Példdul, mivel a FBN és az L- NAME nem
nyudjt védelmet a degenerdcid ellen P23H és S334ter patkdnyokban, valdsziniitlen,
hogy a szabadgyok mehanizmus szerepet jitszana az elfajuldsban. Green €s mtsai
(112) munkéjaban az szerepel, hogy a sotétben valé nevelkedés az S334ter dllatoknal
nem lassitja a degenerdci6 iitemét. Ugyanakkor a P23H egereknél a
félhomdlyban/sotétben tartds fékezi a sejtpusztulds sebességét (113). Ez céfolni
latszik azt az elméletet, hogy az S334ter éllatokban a transzdukcids kaszkad
konstitutiv aktivdléddsa okoznd a fotoreceptor sejtek pusztuldsat. Azt taldltdk, hogy a
ciklikus félhomdlyban nevelt S334ter patkdnyok kevésbé érzékenyek a fénystresszre,
mint a VT és P23H egyedek (Ranchon, személyes kozlés). Ennek fényében egyet
értiink Greennel (112) abban, hogy az S334ter vonalban nem a rodopszin konstitutiv
aktivdléddsa vagy a fénystressz okozza a fotoreceptorok haldldt, hanem a mutédns
opszin hibas 6sszehajtédasa.

A fénystresszben és a mutéacids kisérletekben a kiillonboz6 drogokra adott eltérd
valaszok a két folyamat kozott fenndllo alapvetd kiillonbségekre mutatnak ra. Bar az
apoptozis a “végsd kozos ut“, az oddig elvezetd 1épésekben jelentds kiillonbségek
vannak. A szabad gyokok és a lipid peroxidacid szerepet jatszanak a
fénykarosodasban, de nem tényezok az altalunk vizsgélt két retina degeneraciokban.
5.2. A progeszteron hatdsanak vizsgdlata fénystresszben

Azok a megfigyelések, melyek szerint a fotostressz okozta retina degeneracio
sulyossagat befolydsolja a nemi hormonok szintje, és hogy a prémenopuzaban levd
noknél ritkabban fordul el agyvérzés, felvetette a ndi nemi hormonok jelentdségének

kérdését stresszben. A mi eredményeink azt mutattdk, hogy a fényexpozici6 az ERG
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vélaszok szignifikdns csokkenését okozta mindkét fotostresszelt csoportban, de nem
volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a progeszteronnal €s a vivdoanyaggal kezelt
allatok kozott. A morfoldgiai adatok is ezt tdmasztottdk ald. Eredményeink tehat nem
igazoljak azt a feltételezést, hogy him albiné patkdnyokban a progeszteron addsa
kivédi a fénystressz okozta retina degeneraciot.

Valdszinli, hogy a fény okozta retindlis stressz egyéb stresszektol eltérdoen (pl.
agysériilés, agyvérzés, epilepszids gorcs) nem védhetd ki progeszteronnal. A mi
kisérleteinkben a progeszteron Onmagaban hatdstalannak bizonyult, lehetséges
azonban, hogy a két ndi steroid hormon, az Osztrogén és a progeszteron kozotti
kolcsonhatés felelos a neuro- és kardioprotektiv hatdsért. Ehhez szolgéltat adalékot Yu
és mtsai  kozleménye (115), mely szerint Osztrogén addsa ovariectomizalt
patkdnyokban védelmet nyujtott fény altal kivaltott apoptdzis ellen.

5.3 A kornyezeti fényviszonyok befolydsanak elemzése

Munkénk sordn strukturalis és biokémiai bizonyitékokat taldltunk arra, hogy albind
egerek erds, ciklikus fényviszonyok kozott torténd nevelésével kivédhetd a
fotoreceptorok fotostressz okozta apoptdzisa. Az albind egerek is képesek a kornyezeti
fényviszonyokhoz adaptdlédni, ugyanugy, ahogy azt mar tobb szerzd (13,
79,82,83,95,97-99,103,116,117,118) korabban leirta albino patkanyokkal
kapcsolatban. Az erds fényben torténd tartds valdszinileg subletalis stresszként hat a
fotoreceptorokra, mely neuroprotektiv —adapticidés vdltozasokat okoz. Ez
megnyilvanulhat a védekezési mehanizmusok fokozddasdban vagy olyan metabdlikus

folyamatok visszaszoritdsaban, melyeket az akut fényhatds kérosithat.
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Genetikai faktorok is befolydsoljak azt, hogy az albiné patkdnyok €s egerek mennyire
fogékonyak a fénysterssz okozta apoptézisra. LaVail és mtsai (69) hét kiilonb6zo
albiné egérfajta fényérzékenységét vizsgdltdk és az adatokat Osszahasonlitottdk a
BALB/c egerek fényérzékenységével. Azt taléltik, hogy a A/J, AKR/J és N2W/Lac]
torzsek érzékenysége megegyezett a BALB/c egerekével. Az Ma/My J és az RF/]
torzsek azonban szenzitivebbek voltak a BALB/c-nél és az RIII/J volt a
legérzékenyebb fajta. Ez azt bizonyitja, hogy az azonos fenotipussal (albinizmus), de
eltéré genotipussal rendelkez6 egerek eltérd fényérzékenységgel birnak. Ezek kozott a
torzsek kozott fenndllo genetikai differencidk vizsgélata informdciét nydjthat a
fényszenzitivitast befolydsold tényezOkrdl. Az is valdszini azonban, hogy igy fals
pozitiv eredményeket is kapunk, mivel bizonyos eltérések nem a neuroprotekci6
kiilonbségébdl adddnak. Ezeket a fals pozitiv adatokat ugy kiiszobelhetjiik ki, hogy
azonos genetikai héttérrel rendelkez6 egerek adaptiv vélaszait elemezziik.

A ciklikus vilagosban nevelt ( 82, 83, 95, 97,98), vagy felnottkorban ahhoz adaptélt
(102,119) patkanyokban lassu fotoreceptorpusztulas figyelhetd meg, mig a cikilikus
félhomaélyban tartott dllatokndl nem. A ciklikus, erds fényben valé nevelés mindkét
esetben kivédi a retina fénykarosoddsat, de a proteomikai és genomikai elemzést két
folyamat, az adaptacio €s az apoptdzis neheziti. A 7-t6l 35 napos korukig erods ciklikus
fényben nevelt egereknél apotdzisra utald jelet nem taldltunk. Ezért minden, a
félhomélyban és a vildgosban nevelt egerek kozott kimutatott eltérés a kolonbozd
“fénytorténetiik” kovetkeztében kialakult adaptacidonak tudhatd be.

Penn és Williams (99) kimutattdk, hogy a vildgos, ciklikus fényben nevelt albind

patkdanyok retindja kevesebb rodopszint tartalmaz, mint a félhomalyban tartott
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patkanyoké. A jelenséget azzal magyardztdk, hogy a retina a magas, illetve az alacsony
fotonbedramldsra a pdlcikdk kiilso szegmensének rodopszin tartalmdnak
megvéltoztatdsdval valaszolt, ezzel biztositva a naponta befogadott fotonok konstans
mennyiségét, mely jelenséget fotosztazisnak neveztek el. Penn és Anderson késobb
publikdlt tanulmanya (83) azt igazolta, hogy a vildgosban nevelt patkdnyok
palcikdjaban a kiils6 szegmentben, a lipid kettosrétegében kisebb a rodopszin slirlisége
és a kiilso szegment egyben rovidebb is. Ezek, és a tobbi, a bevezetésben targyalt
valtozdsok a retina er6s fényhez torténd anatomiai és funkciondlis adapticidjat
szolgaljak és céljuk a fotostressz okozta apoptdzis irdnti fogékonysag csokkentése. A
folyamat gyorsan koveti a kornyezeti fényviszonyok valtozasét és nagy rugalmassigot
mutat. A 800 luxrdl 5 luxra &thelyezett patkdnyokndl mind a retina rodopszin
tartalma, mind az ERG valaszok amplitudéja megnott (82). Hasonlé eredményeket
irtak le Schremser és Williams (117,118). Azokban a patkdnyokban, amelyeknél a
megvilagitds erdosségét 3 luxrdl 200 luxra emelték, csokkent a korongok rodopszin
tartalma €s a korongok sliriisége, valamint megrovidiilt a palcikak kiilsd szegmenetje.
Bar mi nem mértik az egerek retindjdnak rodopszintartalmat, de minden
valdszinliséség szerint, a patdnyokhoz hasonldan lejatszodott a fotosztazis jelensége.

A retina nagy mennyiségben tartalmaz hosszd ldnci tObbszorosen telitetlen
zsirsavakat, elsdsorban dokozohexdnsavat (22:6n-3). A DHS fontos szerepet jatszik a
humén retina fejlodésében (120,121) és nélkiillozhetetlen a patkanyok (122), a
tengerimalacok (123) és a majmok (124) retindgjanak normalis miikodéséhez is. Mivel
az 4dllatok nem képesek az n-3-as kettdskotés szintézisére, a DHS-t a tdpldléknak

tartalmaznia kell (125). Taplalkozasi n-3 hidnyban a retina ugy jut hozz4, hogy a DHS-
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t a retinalis pigment epitéliumbdl visszamenti (126). Az nem tisztdzott, hogy a retina
miért preferdlja a DHS-t az n-6 tobbszorosen telitetlen zsirsavakkal szemben, holott az
allatokban a DHS a lipid peroxidiciora legfogékonyabb zsirsav €s a PKSZ idedlis
kornyezet a lipid peroxidéacié szamara (fényelnyelés, nagymértéki oxigénatiramlas).
A palcikék kiilsd szegmensének DHS tartalmét nehéz diétdval csokkenteni, de van két
allapot, melyben alacsony: erds fényben torténd tartdskor (83,116) és orokletes retina
degeneracidkban (127-132). Feltételezték, hogy mindkét dllapot oxidativ stressz a
retina szamdra és a DHS szintjének mérséklése egy adaptiv vilasz, ezzel mintegy
csokkentve a lipid peroxidicié szubsztratjdnak mennyiségét (100,101). Jelen
tanulmdnyunkban a DHS szintje nem kiilonbozétt a ciklikus félhomalyban ill.
vildgosban nevelkedett egerekben. A fénystresszt kovetden azonban a félhomalyban
nevelkedett dllatokban volt nagyobb a DHS veszteség, azt sugallva, hogy ndluk
kevésbé volt hatékony a lipid peroxidicié megeldzését szolgdld antioxidans védelem.
Ezek az eredmények Osszecsengenek azokkal, amelyeket patkdnyokban talaltak. Itt a
vildgosban tartds a glutation antioxiddns enzimek (reduktdz, peroxiddz és S-
transzferdz) aktivitdsanak fokozdddsahoz €és a kismolekuldju antioxiddnsok (C és E
vitamin) szintjének emelkedéséhez vezetett (83).

Egerek és patkdnyok retindjaban szdmos olyan endogén vélaszt irtak le, amelyek tartds
erds fényben tartds vagy akut fénystressz hatdsiara jottek létre. Ezek a reakcidk
nagyjabol harom kategoéridba sorolhatdk. (i) Strukturdlis és molekuldris véltozasok,
melyek csokkentik a fotonelnyelés és a fototranszdukcidé hatékonysdgat. (i1) Olyan
endogén folyamatok elosegitése, amelyek védelmet nyujtanak az apoptdzissal

szemben. (ii1) Stressz-okozta, apoptozisra érzékeny endogén mehanizmusok
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visszaszoritdsa. Ezen folyamatok molekuldris etioldgidjanak azonositisa és annak
tanulmanyozdsa, hogy hogyan lehet azokat befolyasolni, alapul szolgélhat a kiilonb6z0
orokletes retina degeneraciok kezeléséhez. Munkankban azt igazoltuk, hogy az ilyen
jellegh kutatdsok végzésére az egerek is alkalmasak,sot géntérképiik alaposabb

ismerete miatt alkalmazasuk elonydsebb a patkdnyokénal.

6. Osszefoglalds
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6.1 A NOSZ gitlo6 L-NAME statisztikailag szignifikdns morfolégiai védelmet nyujtott vad
tipusi albiné patkdnyokban fotostressz okozta fotoreceptor pusztulds ellen. A
funkciondlis védelem is jelentds volt, de statisztikailag nem szignifikans.

6.2 Az L-NAME nem protektiv rodopszin mutacié okozta retina degeneracidoban P23H és
S334ter transzgén albiné patkdnyokban.

6.3 Progeszteron adagoldsa nem nyujt védelmet az erds fény hatdsara kialakult fotoreceptor
apoptozissal szemben him albiné patkdnyokban.

6.4 Az er0s, ciklikus megvilagitisban nevelt albin6 egerek védelmet élveznek fénystressz

indukalta retinaelfajuldssal szemben.

7. Gyakorlati alkalmazas
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Az retinitis pigmentosa prognoézisa rossz, 50 éves korukra a betegek kb. felének vizusa o.1
ala csokken, latoteriik centralis 2-3°-ig beszikiil (133.). Hatasos terdpia napjainkig nem all
rendelkezésre. Allatkisérletekben az aszkorbinsav, a DMTU, a PBN, a Gingko Biloba, az E
vitamin és a metilprednisolon védelmet nyujtottak az erds fény kivaltotta retina degeneracid
ellen. Human gydgydszatban az aszkorbinsavat, a Gigko bilobdt és az E vitamint
alkalmazzdk antioxiddns hatdsuk miatt, de a retina degenerdcidk terdpidjaban ezek a szerek
sem hoztak attorést. Olyan gydgyszerre lenne sziikség, mely az apoptdzis folyamatat
blokkolna, vagy legaldbbis lassitana és igy a betegek tovabb élhetnének hasznalhaté vizussal.
A kisérletiinkben haszndlt koncentrdciéban az L-NAME nem bizonyult olyan hatdsosnak,
mint pl. a PBN vagy az aszkorbinsav. Ez ugyan hatdrt szabhat a késObbiekben torténo
alkalmazasédnak, de egy I1épéssel kozelebb keriiltink az apoptdzis molekuldris
mehanizmusdnak megértéséhez, mivel a NO bizonyosan szerepet jatszik benne.

A progeszteron addsa kecsegtetett a leggyorsabb eredménnyel, mert ugyan maés
indikdcidokkal, de az orvosldsban mar régéta alkalmazott szer. Sajnos azonban, a
cerebrovasculdris és cardiovascularis betegségektdl eltéréen, a retina degenerdcidban nem
bizonyult protektivnek.

Annak bebizonyitdsaval, hogy az er6s, ciklikus megvildgitdsban torténd neveléssel az albin6
egerekben is fénystressz elleni neuroprotekcié alakithat6 ki, dj utak nyilhatnak meg a retina
degeneracidk kutatdsdban. Az egerek géndllomanyédnak alaposabb ismerete, konnyebb

manipulédlhatésdga elonyosebbé teszi alkalmazasukat a patkanyokkal szemben.

8. Koszonetnyilvanitas
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K6sz6nom Dr. Berta Andrasnak, hogy Magyarorszdgon és Robert E. Andersonnak, hogy az
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elhagyva betekintést nyerhessek a szemészeti alapkutatds lenyligozden sokszinli vildgéba.
Antal Csaba az 4brdk csinositisaval kotelezett le. S végiil koszonetet mondok Dr.
Kappelmayer Janosnak az értekezés Osszeallitisdhoz adott nagyon hasznos gyakorlati

tanacsaiért.

8. Irodalomjegyzék

1. Hafezi, F., Abbeg, M.,Grimm, C., Wenzel, A., Munz, K., Stiirmer, J., Farber, D.B., Remé,

46



C.E., 1998. Retinal degeneration in the rd mouse in absence of c-fos. Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 39, 2239-2244.

. Shastry, B.S., 1997. Signal transduction in the retina and inherited retinopathies. Cell Mol.

Life Sci. 53, 419-429.

.Remé, C.E., Weller, M., Szczesny, P., Munz, K., Hafezi, F., Reinboth, J-J., Clausen, M.,

1995. Light induced apoptosis in the rat retina in vivo: morphologic features, treshold on a time
course. In: Anderson, R.E., LaVail, M.M., Hollyfield, J.G. (Eds. ), Degenerative Diseases of the
Retina, Plenum, New York, pp. 19-25.

. Hafezi, F., Marti, A., Munz, K., Remé, C.E., 1997. Light induced apoptosis: differential

timing in the retina and pigment epithelium. Exp. Eye Res. 64, 963-970.

. Wenzel, A., Grimm, C., Samardzija, M., Remé, C.E., 2005. Molecular mechanisms of light-

induced photoreceptor apoptosis and neuroprotection for retinal degeneration. Prog.
Retin. Eye Res. 24, 275-306.

.Remé, C.M., Grimm, C., Hafezi, F., Marti, A., Wenzel, A., 1998a. Apoptotic cell death in retinal

degenerations. Prog. Retin. Eye Res. 17, 443-464.

. Grimm, C., Wenzel, A., Behrens, A., Hafezi, F., Wagner, E.F., Remé, C.E., 2001a. AP-1

mediated photoreceptor apoptosis is independent of N-terminal phosphorylation of c-Jun. Cell
Death Differ. 8, 859-867.

. Adler, R., 1996. Machanisms of photoreceptor death in retinal degenerations. From the cell

biology of the 1990s to the ophthalmology of 21* century? Arch. Ophthalmol. 114, 79-83.

. Nickells, R,W., Zack, D.J., 1996. Apoptosis in ocular disease: molecular overview.

Ophthalmic Genet. 17, 145-165.

10. van Soest, S., Westerveld, A., de Jong, P.T., Bleeker-Wagemakers, E.M., Bergen, A.A.,

11.

1999. Retinitis pigmentosa: defined from a molecular point of view. Surv. Ophthalmol. 43, 321-
334.
Noell, W.K., Walker, V.S., Kang, B.S., Berman, S., 1966. Retinal damage by light in rats.

Invest. Ophthalmol. 5, 450-473.

12. Bird, A.C., 1987. Clinical Investigation of retinitis pigmentosa. In: Hollyfield, J.G.,

13.

Anderson R,E., LaVail, M.M., (eds.) Degenerative retinal disorders: clinical and laboratory
investigations. Progress in clinical and biological research, Vol. 247. Proceedings of the Sendai
Symposium on Retinal Degereration. 1986. Sep. 20-24. Sendai, Japan. New York: Liss, pp. 3-20.

Noell, W,K., Albrecht, L., 1971. Irreversible effects of light on the retina: role of vitamin A.
Science 172, 76-79.

14. Remé, C.E., Hafezi, F., Munz, K., Reinboth, J.-J., 1998b. Light damage to the retina and

15.

pigment epithelium. In: Marmor , M.F., Wolfensberger, T.J., (eds.), The Pigment Epithelium,
Current Aspects of Function and Disease, Oxford Up, New York, pp. 563-586.

Grimm, C., Wenzel, A., Hafezi, F., Yu, S., Redmond, T.M., Remé, C.E., 2000. Protection of

47



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Rpe65-deficient mice identifies rhodopsin as a mediator of light-induced retinal degeneration?
Nat. Genet. 25, 63-66.

Remé, C.E., Grimm, C., Hafezi, F., Wenzel, A., Williams, T.P., 2000. Apoptosis in the
retina: the silent death of vision. News Physiol. Sci. 15, 120-125.

Wiegand, R.D., Giusto, N.M., Rapp, L.M., Anderson, R.E., 1983. Evidence for rod outer
segment lipid peroxidation following constant illumination of the rat retina. Invest. Ophthalmol.
Vis. Sci. 24, 1433-1435.

Goureau, O., Jeanny, J.C., Becquet, F., Hartmann, M.P., Courtois,I., 1993a. Protection
against light-induced retinal degeneration by an inhibitor of NO synthase. Neuroreport 5, 233-
236.

Koutz, C.A., Wiegand, R.D., Rapp, L.M., Anderson, R.E., 1995. Effect of dietary fat on the
response of the rat retina to chronic and acute light stress. Exp. Eye Res. 60, 307-316.

Grimm C., Wenzel, A., Williams, T.P., Pascal, O.R., Hafezi, F., Remé, C.E., 2001b.
Rhodopsin-mediated blue-light damage to the rat retina: effect of photoreversal of
bleaching.Invest. Ophthalmol.Vis. Sci. 42, 497-508.

Li, Z.Y., Tso, M.O., Wang, H.M., Organisciak, D.T., 1985. Amelioration of photic injury in
rat retina by ascorbic acid: a histopathology study. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 26, 1589-1598.

Organisciak, D.T., Wang, HM., Li, Z.Y., Tso, M.O., 1985. The protective effect of ascorbate
in retinal light damage of rats. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 26, 1580-1588.

Organisciak, D.T., Darrow, R.M., Jiang, Y.-L. Marak, G.E., Blanks, J.C., 1992. Protection by
dimethylthiourea against retinal light damage in rats. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 33, 1599-
1609.

Ranchon, 1., Chen, S., Alvarez, K., Anderson, R.E., 2001. Systemic administration of phenyl-
N-tert-butylnitrone protects the retina from light damage. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42, 1375-
1379.

Ranchon, I., White, J., Chen, S., Alvarez, K., Kotake, Y., Anderson, R.E., 2002. Chronic
administration of phenyl-N-tert-butylnitrone protects the retina against light damage. In:
Anderson, R.E., LaVail, M.M., Hollyfield, J.G., (eds.), New Insights into Retinal Degenerative
Diseases, Plenum, New York, pp. 95-103.

Ranchon, 1., Gorrand, J.-M., Cluzel, J., Droy-Lefaix, M.-T., Doly, M., 1999. Functional
protection of photoreceptors from light-induced damage by dimethylthiourea and Gingko biloba
extract. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 40, 1191-1199.

Rosner, M.,Lam, T.T., Fu, J., Tro, M.O., 1992. Methylprednisolone ameliorates retinal photic
injury in rats. Arch. Ophthalmol. 110, 857-861.

Katz, M.L., Eldred, G.E., 1989. Failure of vitamine E to protect the retina against damage
resulting from bright cyclic light exposure. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 30, 29-36.

Snodderly, D. M., 1995. Evidence for protection against age-related macular degeneration by
carotenoids and antioxidant vitamins. Am. J. Clin. Nutr. 62, 1448S-1461S.

48



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Aonuma, H., Koide, K., Masuda, K., Watanabe, 1., 1997. Retinal light damage: protective
effect of alpha-tocopherol. Jpn. J. Ophthalmol. 41, 160-167.

Donovan, M., Carmody, R.J., Cotter, T.G., 2001. Light-induced photoreceptor apoptosis in
vivo requires neuronal nitric-oxide synthase and guanylate cyclase activity and is caspase-3-
independent. J. Biol. Chem. 276, 23000-23008.

Holan, V., Krulova, M., Zajicova, A., Pindjakova, V., 2002, Nitric oxide as a regulatory and
effector molecule in immune system. Mol. Immunol. 38, 989-995.

Levy, H., Twig, G., Perlman, 1., 2004. Nitric oxide modulates the transfer function between
cones and horizontal cells during changing conditions of ambient illumination. Eur.
J. of Neurosci. 20, 2963-2974.

Geller, D.A., Billiar, T.R., 1998. Molecular biology of nitric oxide synthases. Cancer
Metastasis Rev. 17, 7-23.

Roth, S., 1997. Role of nitric oxide in retinal cell death. Clin. Neurosci. 4, 216-223.
Nussler, A.K., Di Silvio, M., Billiar, T.R., Hoffman, R.A., Geller, D.A., Selby, R.,
Madariaga, J., Simmons, R.L., 1992. Stimulation of the nitric oxide synthase pathway in human

hepatocytes by cytokines and endotoxin. J. Exp. Med. 176, 261-264.

Nussler, A.K., Billiar, T.R., 1993. Inflammation, immunoregulation, and inducible nitric
oxide synthase. J. Leukoc. Biol. 54, 171-178.

Bredt, D.S., Hwang, P.M., Snyder, S.H., 1990. Localization of nitric oxide synthase
indicating a neural role for nitric oxide. Nature 347, 768-770.

39.Goureau, O., Hicks, D.,Courtois, Y., De Kozak, Y., 1994. Iduction and regulation of nitric

40.

41.

42.

43.

44.

oxide synthase in retinal Miiller glial cell . J. Neurochem. 63, 310-317.

Goreau, O., Lepoivre, M., Becquet, F., Courtois, Y., 1993b. Differential regulation of
inducible nitric oxide synthase by fibroblast growth factors and transforming growth
factor beta in bovine retinal pigmented epithelial cells: inverse correlation with cellular

proliferation. Proc. Nat. Acad. Sci. 90, 4276-4280.

Kutty, R.K., Kutty, G., Hooks, J.J., Wiggert, B., Nagineni, C.N., 1995. Transforming growth
factor-beta inhibits the cytokine-mediated expression of the inducible nitric oxide synthase

mRNA in human retinal pigment epithelial cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 215, 386-
393.

Geyer, O., Almog, J., Lupu-Meiri, M., Lazar, M., Oron, Y., 1995. Nitric oxide synthase
inhibitors protect rat retina against ischemic injury. FEBS Lett. 374, 399-402.

Kashii, S., 1995. The role of nitric oxide in the ischemic retina. Nippon Ganka Gakkai Zasshi
99, 1361-1376.

Piotrovskij, V.K., Kallay, Z., Krejcy, K., Horecky, J., Tmovec, T., Raberger, G., 1993. NC-

Nitro-L-arginine pharmacokinetics in rats after a single intravascular and oral dose: an
appearance of secondary concentration time peaks. Drug Metab. Dispos. 21, 962-964.

49



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Tabrizi-Fard, M.A., Fung, H.-L., 1994. Pharmacokinetics, plasma protein binding and
urinary excertion of N”-nitro-L-arginine in rats. Br. J. Pharmacol. 111, 394-396.

Avontouur, J.A., Buijk, S.L., Bruining, H.A., 1998. Distribution and metabolism of N(G)-
nitro-L-arginine methyl ester in patiens with septic shock. Eur. J. Clin.Pharmacol. 54, 627-631.

Pfeiffer, S., Leopold, E., Schmidt,K., Brunner, F., Mayer, B. 1996. Inhibition of nitric oxide
synthesis by N°- nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME): requirement for bioactivation to the
free acid, NC- nitro-L-arginine. Br. J. Pharmacol. 118, 1433-1440.

Alkayed, N.J., Harukuni, I., Kimes, A.S., London, E.D., Traystman, R.J., Hurn, P.D., 1997.
Gender linked brain injury in experimental stroke. Stroke 29, 159-166.

Kannel, W.B., Thom, T.J., 1994. The incidence, prevalence and mortality of cardiovascular
disease. In: Schlant R.C., Alexander, R.W., (eds.) The Hart New York: McGraw-Hill pp. 185-
197.

Barrett-Connor, E., Bush, T.L., 1991. Estrogen and coronary heart disease in women. JAMA
265, 1861-1867.

Grodstein, F., Stampfer, M.J., Manson, J.E., 1996. Postmenopausal estrogen and progestin
use and the risk of cardiovascular diseaese. N. Engl. J. Med. 335, 453-461.

Béckstrom T., 1976. Epileptic seizures in women related to plasma estrogen and
progesterone during the menstrual cycle. Acta Neurol. Scand. 54, 321-347.

Landgren, S., Backstrom T., Kalistratov, G., 1978. The effect of progesterone on
spontaneous interictal spike evoked by the application of penicillin to the cat’s cerebral cortex. J.
Neurol. Sci. 36, 119-133.

Biackstrom T., Zetterlund, B., Blom, S., Romano, M., 1984. Effects of intravenous
progesterone infusions on the epileptic discharge in women with partial epilepsy. Acta Neurol.
Scand. 69, 240-248.

Roof, R.L., Duvdevani, R., Stein, D.G., 1993. Gender influences outcome of brain injury:
progesterone plays a protective role. Brain Res. 607, 233-236.

Roof, R.L., Duvdevani, R., Heyburn, J.W., Stein, D.G., 1996. Progesterone rapidly decreases
brain edema: treatment delayed up to 24 hours is still effective. Exp. Neurol. 138, 246-251.

Wright, D.W., Bauer, M.E., Hoffman, S.W., Stein, D.G., 2001. Serum progesterone levels
correlate with decreased cerebral edema after traumatic brain injury in male rats. Neurotrauma
18, 901-9009.

Jiang, N., Chopp, M., Stein, D, Feit, H., 1996. Progesterone is neuroprotective after transient
middle cerebral artery occlusion in male rats. Brain Res. 735, 101-107.

Alkayed, N.J., Murphy, S.J., Traystman, R.J., Hurn, P.D., 2000. Neuroprotective effect of
female gonadal steroids in reproductively senescent female rats. Stroke 31, 161-168.

Murphy, S.J., Traystman, R.J., Hurn, P.D., Duckles, S.P., 2000. Progesterone exacerbates

50



striatal stroke injury in progesterone-deficient female animals. Stroke 31, 1173-1178.

61. Behl, C., Trapp, T., Skutella, T., Holsboer, F., 1997. Protection against oxidative stress-
induced neuronal cell death — a novel role for RU486. Eur. J. Neurosci. 9, 912-920.

62. Olafson, R.P., O’Steen W.K., 1976. Hormonal influences on photoreceptor damage: the
pituitary gland and ovaries. Invest. Ophthalmol. 10, 869-872.

63. O’Steen W.K., 1977. Ovarian steroid effects on light-induced retinal photoreceptor damage.
Exp. Eye Res. 25, 361-369.

64. Dykens, J.A., Carroll, A.K., Wiley, S., Covey, D.F., Cai, Z.Y., Zhao, L., Wen, R., 2004.
Photoreceptor preservation in the S334ter model of retinitis pigmentosa by a novel
estradiol analog. Biochem. Pharmacol. 68, 1971-1984.

65. Wickham, L.A., Gao, J., Toda, 1., Rocha, E.M., Ono, M., Sullivan, D.A., 2000. Identification
of androgen, estrogen and progesterone receptor mRNA in the eye. Acta Ophthalmol. Scand. 78,
146-153.

66. Lanthier, A., Patwardhan, V.V., 1986. Sex steroids and 5-en-3b-hydroxysteroids in specific
regions of the human brain and cranial nerves. J. Steroid Biochem. 25, 445-449.

67. Lanthier, A., Patwardhan, V.V., 1988. In vitro steroid metabolism by rat retina. Brain Res.
463, 403-406.

68. Robinson J., Merry, B.J., Lightfoot, M.E., Hall, A.K., 1981. Dynamics of progesterone
metabolism in the pseudopregnent rat. J. Endocrinol. 90, 359-366.

69. LaVail, M.M., Gorrin, G.M., Repaci, M.A., 1987. Strain differences in sensitivity to light-
induced photoreceptor degeneration in albino mice. Curr. Eye res. 6, 825-834.

70. Lanum, J., 1978. The damaging effects of light on the retina. Empirical findings, theoretical and
practical implications. Surv. Ophthalmol. 22, 221-249.

71. Lerman, S., 1980. Photochemical damage. In: Lerman S. ed. Radiant energy and the eye. New
York: Macmillan, pp. 203-211.

72. O’Steen, W.K., Anderson, K.V., Shear, C.R., 1974. Photoreceptor degeneration in rats:
dependency on age. Invest.Ophthalmol. 13, 334-339.

73. LaVail, M.M., Gorrin, G.M., Repaci, M.A., Yasumura, D. 1987. Light-induced retinal
degeneration in albino mice and rats: strain and species differences. Prog. Clin. Biol. Res. 247,
439-454.
74. Bush, R.A., Remé, C.E., Malnoe, A.,1991. Light damage in the rat retina: the effect of
dietary deprivation of N-3 fatty acids on acut structural alterations. Exp. Eye Res. 53, 741-752.

75.Remé, C.E., Malnoe, A., Jung, H. H., Wei, Q., Munz, K., 1994. Effect of dietary fish oil
on acute light-induced photoreceptor damage in the rat retina. Invest. Ophthalmol. Vis.
Sci. 35, 78-90.

76. Barbe, MLF., Tytell, M., Gower, D.J., Welch, W.J., 1988. Hyperthermia protects against

51



light damage in the rat retina. Science 241: 1817-1820.

77. Rapp, L.M., Williams, T.P., 1980. A parametric study of retinal light damage in albino
and in pigmented rats. In: Williams T.P., Baker, B.N., eds. The effects of constant light
on visual processes. New York: Plenum Press, pp. 135-159.

78. Lavail, M.M., 1980. Eye pigmentation and constant light damage in the rat retina. In:
Williams T.P., Baker, B.N., eds. The effects of constant light on visual processes. New
York: Plenum Press, pp. 357-387.

79. Organisciak, D.T., Darrow R.M., Barsalou, L., Kutty, R.K., Wiggert, B., 2000.
Circadian-dependent retinal light damage in rats. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 41, 3694-
3701.

80. O’Steen, W.K., 1980. Hormonal influences on retinal photodamage. In: Williams T.P., Baker,

B.N,, eds. The effects of constant light on visual processes. New York: Plenum Press, pp.
29-49.

81. O’Steen, W.K., Donnelly, J.E., 1982. Antagonist effects of adrenelectomy and ether/surgical
stress on light-induced photoreceptor damage.
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 22, 1-7.

82. Penn, J.S., Thum, L.A., Naash, M.I., 1989. Photoreceptor physiology in the rat is governed by
the light environment. Eyp. Eye Res. 49, 205-215.

83. Penn, J.S., Anderson, R.E., 1987. Effect of light history on rod outer-segment membran
composition in the rat. Exp. Eye Res. 44, 767-778.

84. Gao, H., Hollyfield, J.G., 1996. Basic fibroblast growth factor: increased gene expression in
inherited and light-induced photoreceptor degeneration. Exp. Eye Res. 62, 181-189.

85. Wen, R., Song, Y., Cheng, T., Matthes, M.T., Yasumura T., LaVail, M.M., Steinberg, R.H.,
1995. Injury-induced upregulation of bFGF and CNTF mRNAs in the rat retina. J.
Neurosci. 15, 7377-7385.

86.Cao, W., Li, F., Steinberg, L.H., LaVail, M.M., 2001. Development of normal and injury-
induced gene expression of aFGF, bFGF, CNTF, BDNF, GFAP and IGF-I in the
rat retina. Exp. Eye Res. 72, 591-604.

87. Kutty, R.K., Kutty, G., Wiggert, B., Chader, G.J.,Darrow, R.M., Organisciak, D.T., 1995.
Iduction of heme oxygenase 1 in the retina by intense visible light: suppression
by the dimethylthiourea. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 1177-1181.

88. Tytell, M., Barbe, M.F., Brown, I.R., 1994. Induction of heat shock (stress) protein 70 and its
mRNA in the normal and light-damaged rat retina after whole body hyperthermia.
J. Neurosci. Res. 38, 19-31.

89. Chen, L., Wu, W., Dentchev, T., Zeng, Y., Wang, J., Tsui, L., Tobias, J.W., Bennett, J., Baldwin,
D., Dunaief, J.L., 2004. Light induced changes in mouse retinal gene expression.

Exp. Eye Res. 79, 239-247.

90. Faktorovich, E.G., Steinberg, R.H., Yasumura, D., Matthes, M.T., LaVail, M.M., 1990.

52



Photoreceptor degeneration in inherited retinal dystrophy delayed by basic
fibroblast growth factor. Nature 347, 83-86.

91. Faktorovich, E.G., Steinberg, R.H., Yasumura, D., Matthes, M.T., LaVail, M.M., 1992. Basic
fibroblast growth factor and local injury protect photoreceptors from light damage
in the rat. J. Neurosci. 12, 3554-3567.

92. LaVail, M.M., Unoki, K., Yasumura, D., Matthes, M.T., Yancopoulos, G.D., Steinberg, R.H.,
1992. Multiple growth factors, cytokines, and neurotrophins rescue photoreceptors from
the damaging effects of constans light. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 11249-11253.

93. Cao, W., Tombran-Tink, J., Elias, R., Sezate, S., Mrazek, D., McGinnis, J.F., 2001. In vivo
protection of photoreceptors from light damage by pigment epithelium-derived
factor. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42, 1646-1652.

94. LaVail, M.M., Yasumura, D., Matthes, M.T., Lau-Villacorta C., Unoki, K., Sung, C.H., Steiberg,
R.H., 1998. Protection of mouse photoreceptors by survival factors in retinal
degenerations. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 39, 592-602.

95. Penn, J.S., Naash, M.L., Anderson, R.E., 1987. Effect of light history on retinal antioxidants and
light damage susceptibility in the rat. Exp. Eye Res. 44, 779-788.

96. Huang, H., Li, F., Alvarez, L.A., Ash, J.D., Anderson, R.E., 2004. Downregulation of ATP
synthase subunit-6, cytochrome c oxidase-III, and NADH dehydrogenase-3 by
bright cyclic light in the rat retina. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 45, 2489-2496.

97. Penn, J.S., Anderson, R.E., 1992. Effects of light history on the rat retina. In: Osborne, N.N.,
Chader, G., eds. Progress in retinal research. Vol. 11. New York: Pergamon Press.
pp- 75-98.

98. Penn, J.S., Tolman, B.L., Thum, L.A., Koutz, C.A., 1992. Effect of light history on the rat retina:
timecourse of morphological adaptation and readaptation. Nerochem. Res. 17,
91-99.

99. Penn, J.S., Williams, T.P., 1986. Photostasis: regulation of daily photoncatch by rat retinas in
response to various cyclic illuminances. Exp. Eye Res. 43, 915-928.

100. Anderson, R.E., Maude, M.B., Alvarez, M.A., Acland, G., Aguirre, G.D., 1999a. Inherited
retinal degenerations. Role of polyunsaturated fatty acids. In: Christen, 1., Doly,
M., Droy-Lefaix M.T., eds. Vision, genome et cerveau. Seminaires
Ophthalmologiques d’IPSEN, Vol. 10. Paris: Irvinn, pp. 57-65.

101. Anderson, R.E., Maude, M.B., Alvarez, M.A., Acland, G., Aguirre, G.D., 1999b. A hypothesis
to explain the reduced blood levels of docosahexaenoic acid in inherited retinal
degenerations caused by mutations in genes encoding retina—specific proteins.
Lipids 34, S235-237.

102. Li, F., Cao, W., Anderson, R. E., 2003. Alleviation of constant-light-induced photoreceptor
degeneration by adaptation of adult albino rat to bright cyclic light. Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 44, 4968-4975.

103. Liu, C., Peng, M., Laties, A.M., Wen, R., 1998. Preconditioning with bright light evokes a

53



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

protective response against light damage in rat retina. J. Neurosci. 18, 1337-1344.

Grimm, C., Wenzel, A., Groszer, M., Mayser, H., Seeliger, M., Samardzija, M., Bauer, C.,
Gassmann, M, Remé, C.E., 2002. HIF-1-induced erythropoietinin the hypoxic
retina protects against light-induced reinal degeneration. Nat. Med. 8, 718-724.

de Oliveira , C.F., Nathan, L.P.,Metze, K.,Moreno, H. Jr., de Luca, .M., Sucupira, M., Zatz, R.,
Zappellini, A., Antunes, E., de Nucci, G., 1999. Effect of Ca ** channel blockers
on arterial hypertension and heart ischemic lesions induced by chronic blockade
of nitric oxide in the rat. Eur. J. Pharmacol. 373, 195-200.

Hodge, G., Ye, V.Z., Duggan, K.A., 2002. Salt-sensitive hypertension resulting from nitric oxide
synthase inhibition is associated with loss of regulation of angiotensin II in the rat.
Exp. Physiol. 87, 1-8.

Pentel, P.R., Wananukul, W., Scarlett, w., Keyler, D.E., 1996. Nitric oxide contributes to
desipramine-induced hypotension in rats. Hum. Exp. Toxicol. 15, 320-328.

Lau, D., McGee, L.H., Zhou, S., Rendhal, K.G., Manning, W.C., Escobedo, J.A., Flannery, J.G.,
2000. Retinal degeneration is slowed in transgenic rats by AAV-mediated
delivery of FGF-2. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 41, 3622-3633.

Green, E.S., Rendahl, K.G., Zhou, S., Ladner, M., Srivastava, R., Manning, W.C., Flannery, J.G.,
2001. Two animal models of retinal degeneration are rescued by recombinant
adeno-associated virus-mediated production of FGF-5 and FGF-18. Mol. Ther. 3,
507-515.

Liang, F.Q., Aleman, T.S., Dejneka, N.S., Dudus, L., Fisher, K.J., Maguire, A.M., Jacobson,
S.G., Bennett, J., 2001. Long-term protection of retinal structure but not function
using RAAV.CNTF in animal models of retinitis pigmentosa. Mol. Ther. 4, 461-
472.

Liu, X., Garriga, P., Khorana, H.G., 1996. Structure and function in rhodopsin: correct folding
and misfolding in two point mutants in the intradiscal domain of rhodopsin
identified in retinitis pigmentosa. Proc. Nat. Acad. Sci. 93, 4554-4559.

Green, E.S., Menz, M.D., LaVail, M.M., Flannery, J.G., 2000. Characterization of rhodopsin
mis-sorting and constititive activation in a transgenic rat model of retinitis
pigmnetosa.Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 41, 1546-1553.

Naash, M.L., Peachey, N.S., Li, Z.Y ., Gryczan, C.C., Goto, Y., Blanks, J., Milam, A.H., Ripps,
H., 1996. Light-induced acceleration of photoreceptor degeneration in transgenic
mice expressing mutanz rhodopsin. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 37, 775-782.

Ranchon, 1., LaVail, M.M., Kotake, Y., Anderson, R.E., 2003. Free radical trap phenyl-N-tert-
butylnitrone protects against light damage but does not rescue P23H and S334ter

rhodopsin transgene rats from inherited retinal degeneration. J. Neurosci. 23,
6050-6057.

Yu, X., Rajala, R.V., McGinnis, J.F., 2004. Involvement of insulin/phosphoinositide 3-
kinase/Akt signal pathway in 17p-estradiol-mediated neuroprotection. J. Biol.

54



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

Chem. 13086-13094.

Wiegand, R.D., Koutz, C.A., Chen, H., Anderson, R.E., 1995. Effect of dietary fat and
environmental lighting on the phospholipid molecular species of rat
photoreceptor membranes. Exp. Eye Res. 60, 291-306.

Schremser, J.L., Williams, T.P., 1995a. Rod outer segment (ROS) renewal as a mechanism for
adaptation to a new intensity environment. I. Rhodopsin levels and ROS length.
Exp. Eye Res. 61, 17-23.

Schremser, J.L., Williams, T.P., 1995b. Rod outer segment (ROS) renewal as a mechanism for
adaptation to a new intensity environment. II. Rhodopsin synthesis and packing
density. Exp. Eye Res. 61, 25-32.

Li, F., Cao, W., Anderson, R.E., 2001. Protection of photoreceptor cells in adult rats from light-
induced degeneration by adaptation to bright cyclic light. Exp. Eye Res. 73, 569-
577.

Heird, W.C., Prager, T.C., Anderson, R.E., 1997. Docosahexaenoic acid and the development
and function of the infant retina. Curr. Opin. Lipidol. 8, 12-16.

Williams,C., Birch, E.E., Emmett, P.M., Northstone, K., 2001. Avon Longitudinal Study of
Pregnancy and Childhood Study Team. Stereoacuity at age 3.5 y in children born
full-term is associated with prenatal and postnatal dietary factors: a report from a
population-based cohort study. Am.J. Clin. Nutr. 73, 316-322.

Wheeler, T.G., Benolken, R.M., Anderson, R.E., 1975. Visual membranes: specificity of fatty
acid precursors for the electrical response to illumination. Science 188, 1312-
1324,

Weisinger, H.S., Vingrys, A.J., Sinclair, A.J., 1996. The effect of docosahexaenoic acid on the
electroretinogram of the guinea pig. Lipids 31, 65-70.

Jeffrey, B.G., Mitchell, D.C., Gibson, R.A., Neuringer, M., 2002. n-3 fatty acid deficiency alters
recovery of the rod photoresponse in rhesus monkeys. Invest. Ophthalmol. Vis.
Sci. 43, 2806-2814.

Tinoco, J., 1982. Dietary requirements and functions of alpha-linolenic acid in animals.Prog.
Lipid Res. 21, 1-45.

Stinson, A.M., Wiegand, R.D., Anderson, R.E., 1991. Recycling of docosahexaenoic acid in rat
retinas during n-3 fatty acid deficiency. J. Lipid Res. 32, 2009-2017.

Aguirre, G.D., Acland, G.M., Maude, M.B. Anderson, R.E., 1997. Diets enriched in
docosahexaenoic acid fail to correct progressive rod-cone degeneration (prcd)
phenotype. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 38, 2387-2407.

Anderson, R.E., Maude, M.B., Bok, D., 2001a. Low docosahexaenoic acid levels in rod outer

segment membranes of mice with rds/peripherin and P216L peripherin
mutations. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42, 1715-1720.

55



129. Anderson, R.E., Sieving, P.A., Maude, M.B., Naash, M.I., 2001b. Mice with G90D rhodopsin
mutations have lower DHA in rod outer segment mambranes than control mice.
In: Anderson, R.E., LaVail, M.M., Hollyfield, J.G., eds. New insights into retinal
degenerative diseases. New York: Plenum Press, pp. 235-245.

130. Anderson, R.E., Maude, M.B., McClellan M., Matthes, M.T., Yasumura, D.,LaVail, M.M.,
2002. Low docosahexaenoic acid levels in rod outer segments of rats with P23H and
S334ter rhodopsin mutations. Mol. Vis. 8, 351-358.

131. Bicknell, I.R., Darrow, R., Barsalou, L., Fliesler, S.J., Organisciak, D.T., 2002. Alterations in
retinal rod outer segment fatty acids and light-damage susceptibility in P23H rats.
Mol. Vis. 8, 333-340.

132. Martin, R.E., Ranchon-Cole, I., Brush, R.S., Williamson, C.R., Hopkins, S.A., Li, F., Anderson,
R.E. 2004. P23H és S334ter opsin mutations: Increasing photoreceptor outer
segment n-3 fatty acid contents does not affect the course of retinal degeneration.

Mol. Vis. 10,199-207.

133. Kanski, J.J., Clinical Ophthalmology, Butterworth-Heinemann Ltd. Oxford, 1989.

56



10. Kozlemények, prezentaciok jegyzéke

Az értekezéshez felhasznalt kozlemények

1. Kaldi, I., Dittmar, M., Pierce, P., Anderson, R. E.: L-NAME protects against acute light
damage in albino rats, but not against retinal degeneration in P23H and S334ter
transgenic rats. Experimental Eye Research 2003, 76 (4): 453-461. IF: 2.180

2. Kaldi, I., Martin, R.E., Huang, H., Brush, R.S., Morrison, K.A., Anderson, R.E.: Bright
cyclic rearing protects albino mouse retina against acute light-induced apoptosis.
Molecular Vision 2003, 9: 337-344. 1F: 2.722

3. Kaldi, I., Berta, A.: Progesterone administration fails to protect albino male rats against
photostress-induced retinal degeneration. European Journal of Ophtalmology 2004,

14(4): 306-314. IF: 0.483

Egyéb kozlemények

1. Kaéldi I., Torok M.: Kaprazas okozta latdscsokkenés progrediens é€s incipiens cataractds

betegeken. Szemészet 1995. 132: 197-199. IF: -

2. Nagy, E.V., Téth, J., Kéldi, 1., Damjanovich, J., Mezbsi, E., Lenkey, A.,Té6th, L., Szabd,

J., Kardnyi,Z., Leovey, A.: Graves’ ophthalmopathy: eye muscle involvement in patients

with diplopia. European Journal of Endocrinology 2000. 142 (6): 591-597.  1F:2.133
Kumulativ impakt faktor: 7.518

Nemzetkozi idézettség: 16

Prezentaciok

57



1. Kaldi, 1., Torok, M. Glare induced visual decrease in patients with incipient and
progredient cataract (poszter) Xth Congress European Society of Ophthalmology Milano,
Italy June 25-29, 1995.

2. Halasz, B., Kdldi, I. Ocul-Info szemészeti betegnyilvantarté rendszer (eloadds) Magyar
Szemorvostdrsasdg Nagygyiilése Pécs, 1997.

3. Kaldi, I., Torok, M. Glaukomds latotérkiesés progresszidjanak megitélése Humphrey
Field Analyser-730 automata periméterrel (eléadds) Magyar Szemorvostdrsasag
Nagygyiilése Kaposvar, 1998.

4. Ranchon, 1., Kéldi, I., Anderson, R.E. P23H and S334ter rhodopsin transgenic rats are
differently susceptible to cyclic or continuous light. Effect of PBN on the degeneration
induced by the mutation or light (poszter) Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO), Miami, Fl., USA, 2002.

5. Kéldi, I. Anderson, R.E. Az L-NAME albin6 patkdnyokban védelmet nyujt acut
fénykarosodassal szemben, de nem protectiv a P23H és S334ter transzgén patkdnyokban
kialakul6 retina degeneratio ellen (eldadds) A Magyar Szabadgyok Kutaté Tdrsasdg Ulése,

Nagykoros, 2003.

11. Az értekezéshez hasznalt kozlemények kiilonlenyomatai

58



59



