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1. BEVEZETES

Az elmult évtizedekben a kronikus, nem fert6z6 betegségek eléforduldsa
vilagszerte ndvekvé tendenciat mutat, ami nemcsak az egészségiligyi
ellatérendszerek terhelését fokozza, hanem alapvetéen formalja a morbiditasi és
mortalitasi mintazatokat is. Ezen korképek jelentds része nem egyetlen, jol
koriilhatarolhatd kivaltd tényezd kovetkezménye, hanem komplex, egymassal
kdlcsonhatasban allo patobiologiai folyamatok eredménye. A betegségek klinikai
megjelenése gyakran szervspecifikus, ugyanakkor a hattérben allé6 molekularis és
sejtes mechanizmusok szamos ponton atfedést mutatnak.

A modern orvosbiologiai kutatas egyik alapvetd kihivasa ezért annak feltarasa,
hogy az eltéré klinikai megjelenésti betegségek mogott milyen kdzds bioldgiai
meghatarozok azonosithatok, és ezek milyen modon Dbefolyasolhatok. E
megkdzelités kozéppontjaban egyre inkabb azok a folyamatok allnak, amelyek a
sejtek karosito hatasokra adott valaszait alakitjak. Az oxidativ terhelés és a
gyulladasos jelatvitel tartés fennmaradasa szamos szervrendszerben vezet
strukturalis atalakulasokhoz és miikodésbeli zavarokhoz, fliggetleniil attdl, hogy a
kivalto inger vaszkularis, metabolikus vagy toxikus természetli. Amennyiben ezek a
folyamatok meghaladjak az adott szovet adaptiv kapacitasat, a karosodas
progresszivvé valik, és hosszu tavon funkcidvesztéshez vezet. A bioldgiai valaszok
kimenetele ugyanakkor nem kizarolag a karosité hatas jellegét6l fiigg, hanem annak
id6beli lefolyasatol, intenzitasatol és a szoveti kdrnyezet aktualis allapotatol is.

Kiilonosen érzékenyek ezekre a folyamatokra azok a sejttipusok és szovetek,
amelyek magas anyagcsere-igénnyel rendelkeznek, vagy folyamatos megujuldsra
kényszeriilnek. A kozponti idegrendszer periférias részének tekinthet retina,
valamint a csontvel6ben zajlo sejtképzés anatomiailag és funkcionalisan elkiiloniild
rendszerek, mégis kozos vonasuk a karositd kornyezeti hatasokkal szembeni
fokozott sériilékenység. A retindban az oxidativ és gyulladasos terhelés
funkcioromlashoz ¢és sejtpusztulashoz vezethet, mig a csontvelében a
progenitorsejtek érintettsége a vérsejtképzés zavaraban és a kiilsé beavatkozasokkal
— példaul citotoxikus kezelésekkel — szembeni fokozott érzékenységben
nyilvanulhat meg.

Az elmult évek kisérletes eredményei arra utalnak, hogy ezek a valaszok nem
tekinthetdk egységesnek vagy linedrisnak. Iszkémids, metabolikus és citotoxikus
hatasok gyakran egyidejiileg vannak jelen, és kdolcsonhatasuk olyan komplex
bioldgiai valaszokat eredményez, amelyek csak tobb szempont egyiittes

5



figyelembevételével értelmezhetdk. A karosodasra adott biologiai valaszok jellege
és mértéke igy nemcsak a karositd inger természetétél, hanem az adott szdvet
allapotatdl és a beavatkozas id0zitésétdl is fiigg.

Mindezek indokoljak olyan vizsgalati megkozelitések alkalmazasat, amelyek
eltéré szervrendszerekben teszik vizsgalhatova a karosodasra adott bioldgiai
valaszok jellegét és kovetkezményeit. A jelen értekezés két, mddszertandban
elkiilonild vizsgalatsorozaton keresztiil kozeliti meg a valaszok sejtszintli
sajatossagait és befolyasolhatdsagat, kiilonb6zo kisérletes modellekben.



2. CELKITUZESEK

Az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

1. A pterostilbén retina-véd6é hatasanak vizsgalata egészséges koriilmények
kozott, valamint iszkémia—reperfuzids karosodast kovetden, kiilonds tekintettel a
retinalis ganglionsejtek tulélésére, a glialis reakciok alakuldsara, a gyulladasos és
stresszhez kapcsolodo jelatviteli folyamatokra, tovabba az elektroretinografiaval
mérhetd funkcionalis valtozasokra.

2. A vizsgalat célja a kolecisztokinin (CCK) jelatvitel szerepének feltarasa a
csontveldi  granulocita—makrofdg progenitorsejtek (CFU-GM) citotoxikus
sériilékenységének alakulasaban. Ennek soran elemeztilk a CCK-1 receptorhiany és
a farmakoldgiai CCK-antagonizmus hatasat, valamint vizsgaltuk ezek
kolesonhatasat a karboplatin altal kivaltott citotoxikus terheléssel.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Etikai engedélyek

A kisérleti terveket a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga
vette nyilvantartasba (regisztracids szamok: 13/2022/DEMAB, 14/2022/DEMAB),
és a Hajda- Bihar Megyei Kormanyhivatal, Agrariigyi Fdosztaly,
Elelmiszerlanc-  biztonsagi  és  Allategészségiigyi ~ Osztaly
engedélyezte.

A pterostilbén hatasa retinalis iszkémia—reperfizios modellben

Kiserleti allatok és kezelések

A vizsgalatokhoz 18 hetes, 500-600 g testtomegii, him Sprague—Dawley (SD)
patkanyokat alkalmaztunk (Charles River Laboratories International, Inc.,
Wilmington, MA, Egyesiilt Allamok). A Sprague-Dawley torzs széles korben
alkalmazott farmakoldgiai és toxikoldgiai vizsgalatokban, valamint jol validalt
retinalis iszkémia—reperfiziés modellekben.

Az éllatokat a Debreceni Egyetem Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet
allathazaban, standard laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk (22-24 °C, 12
oras vilagos—sotét ciklus), vizhez és standard ragesalotaphoz korlatlan hozzaféréssel.
A kisérlet megkezdése eldtt két hét akklimatizacios idészakot biztositottunk.

Az allatokat ezt kovetden véletlenszerlien két csoportba osztottuk (n =
10/csoport). A kontrollcsoport hidroxi-etil-cellulozt tartalmaz6, vizbazisi mucilagod
vivéanyagot (MUCI) kapott (Formulac Normales VIII, Debreceni Egyetem
Gyogyszertara), mig a kezelt csoport az emlitett vivoanyagban oldott pterostilbén-
kezelésben részesiilt (PTER).

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

A pterostilbén szisztémas hatasainak kizarasa érdekében az iszkémia—reperfuzios
(I/R) sériilést kizardlag a bal szemen hoztuk létre, mig a jobb szemek belsd
kontrollként szolgaltak (NO IR).



Retinadlis iszkémia-reperfuzios modell

Az altaldnos érzéstelenitést ketamin—xilazin kombinacioval végeztiik (100/10
mg/kg, intraperitonedlisan (i.p.). Az anesztézia megfeleld mélységét a
fajdalomingerre adott reakcié hidnya jelezte. A bal szem felszinére lokalis
érzéstelenités céljabol oxibuprokain-tartalmi szemeseppet alkalmaztunk (Humacain
4 mg/ml, Teva Zrt., Debrecen, Magyarorszag).

Az iszkémias modell kivitelezéséhez korabban kdzolt protokollt alkalmaztunk.
A bal szemgoly6t ovatosan el6emeltiik az orbitabol, majd polietilén kaniil
segitségével poliészter-rostos fonalbol (Mersilene, 2 mm, Ethicon Inc., Cincinnati,
OH, Egyesiilt Allamok) slip-knot hurkot helyeztiink a szem mogé ugy, hogy a
ligatara a latdideget, a retindlis ereket és a retrobulbaris kotdoszdvetet egyarant
korbefogja.

A csomo fokozatos meghuzasaval a retina vérellatdsa megsziint, amely globalis
retinalis iszkémiat eredményezett. Az iszkémia kialakulasat oftalmoszkopos
vizsgalattal ellendriztiik; a szemfenék elsapadésa a keringés megsziinését jelezte. Az
altatas ideje alatt a szemfelszint karbomeralapt géllel védtik a kiszaradastol
(Vidisic, Bausch & Lomb, Berlin, Németorszag).

Az iszkémias periodust 60 percen keresztiil tartottuk fenn, ezt kovetden a
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keringés helyreallasat ismételt szemfenékvizsgalattal erdsitettiik meg.

Elektroretinografia

A retina funkcionalis vizsgalatat Ganzfeld-tipust flash elektroretinograffal
végeztik (HMSERG, OcuScience, Henderson, NV, Egyesiilt Allamok). Az allatokat
ketamin—xilazin kombinacioval altattuk (100/10 mg/kg, i.p.). A pupillatagitast
ciklopentolat-tartalmi szemcseppel végeztik (Humapent, Teva Zrt., Debrecen,
Magyarorszag), majd az allatokat 20 percen at sotétadaptaltuk. A mérések soran az
allatokat hason fekvd helyzetben, fiitheté padon (ATC 2000, WPI, Sarasota, FL,
Egyesiilt Allamok) tartottuk, a testhémérsékletet 37 °C-on fenntartva.

Mindkét szemre aranybevonatu szaruhartya-kontaktlencse elektrodat helyeztiink
(ERG-jet, Fabrinal SA, La Chaux-De-Fonds, Svijc). Referencia- ¢&s
foldelektrodaként rozsdamentes acél tlelektrodakat alkalmaztunk, amelyeket
szubkutan (s.c.) az allkapocs folé, illetve a farok tovébe helyeztiink. A megfeleld
kontaktus és a szaruhartya hidrataltsaganak biztositasara vezetoképes gélt
alkalmaztunk.



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

A jelfeldolgozas soran 1-300 Hz savszélességii sziirést alkalmaztunk. Minden
intenzitasi szinten tiz valaszt atlagoltunk; az ingerlések kozotti idékdz az inger
erésségétol fiiggden 2—20 masodperc volt.

Az oszcillalios potencialok (OP) értékelését 3000 med-s/m? intenzitasu ingerre
adott valaszok alapjan végeztiik, a felvételek utodlagos 100-300 Hz tartomanyban
torténd sziirésével. Az OP amplitidojat a legmagasabb pozitiv és a legmélyebb
negativ csucs kiillonbségeként, az implicit idot a pozitiv cstics megjelenéséig eltelt
idéként hataroztuk meg. Szemenként négy atlagolt OP-értéket vettiink figyelembe.

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

Western Blot

Az els6 kisérlet lezarasat kovetden az allatokat anesztetikum tiladagolasaval
eutanizaltuk, majd a szemgolyokat eltavolitottuk ¢és folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk a feldolgozasig (n = 4/csoport).

A mintékat porra ziztuk, majd homogenizal6 pufferben szuszpendaltuk (25 mM
Tris, 25 mM NaCl, 1 mM Na-ortovanadat, 10 mM NaF, 10 mM Na-pirofoszfat, 10
mM okadainsav, 0,5 mM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), 1 mM fenilmetil-
szulfonil-fluorid (PMSF), protedz inhibitor koktél, Sigma-Aldrich Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag). Az els6 centrifugalas (2000 rpm, 10 perc, 4 °C) utan a
feliiliszo a citoplazmatikus és mitokondrialis fehérjéket tartalmazta, mig a pelletben
a nuklearis komponensek maradtak. A pelletet Triton X-100-at tartalmazé pufferben
oldottuk, 1 6ran at jégen inkubaltuk, majd 14 000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk
(4 °C). A kapott feliilliszo a nuklearis frakciot képezte. A citoszolos frakciot a
korabbi feliiltiszo tovabbi centrifugalasaval (10 000 rpm, 20 perc, 4 °C) nyertiik.

A fehérjekoncentraciot Dbicinkoninsav-probaval (BCA) hataroztuk meg
(QuantiPro BCA Assay Kit, Sigma-Aldrich Merck KGaA), FLUOstar Optima
spektrofotométerrel (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag).
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A mintakat Laemmli pufferrel 1:1 ardnyban elegyitettiik, 5 percig forraltuk, majd
natrium-dodecil-szulfat—poliakrilamid gélelektroforézis (SDS—PAGE) vizsgalatnak
vetettiik ald. A fehérjék elvalasztasat 12%-os poliakrilamid gélen végeztiik (25 mA,
~220 perc; Hoefer miniVE PAGE SE300, Hoefer Inc., Holliston, MA, USA).

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

Az alkalmazott primer antitestek: anti-hiszton H3 (ab1791, Abcam), anti-f3-aktin
(AS5316, Sigma-Aldrich), anti-PARP1 (ab227244, Abcam), anti-GFAP (ab7260,
Abcam), anti-NF«B (ab16502, Abcam), anti-HSP70 (SAB4200714, Merck).

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

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

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

A savintenzitasokat hattérkorrekcié utan hiszton H3-hoz vagy [-aktinhoz
normalizaltuk. Csoportonként 4 allat harom fiiggetlen blotjanak eredményeit
értékeltiik.

Hisztoldgiai vizsgalatok

el (n = 4/csoport). A pontos orientacio6 biztositasa érdekében a szemek felsé polusat
jeloltiik.

A mintékat 4%-o0s paraformaldehid oldatban fixaltuk (10 g paraformaldehid, 50
pL 10 N NaOH, 25 mL 10x PBS, 200 mL desztillalt viz; pH 7,4) 24 6ran keresztiil,
4 °C-on. A fixalast kdvetéen a szaruhdrtydn aprd bemetszést végeztiink, majd a
szemeket 1 oran at folyo vizben oblitettiik, ezt kovetden 70%-os etanolban taroltuk
a feldolgozasig.
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vezettiikk at, xilollal attisztitottuk, majd paraffinba agyaztuk (Histowax, Histolab
Products AB, Goteborg, Svédorszag). A paraffinba agyazott szemgolyokbol 5 pm
vastagsagu frontalis metszeteket készitettiink mikrotom segitségével.

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

A retina alsd szegmensébdl, a latoéidegfé kozelében, 40x-es objektivvel
készitettiink mikroszkopos felvételeket (Nikon Eclipse 801 mikroszkép, Nikon DS-
Fi3 kamera, Nikon Plan Fluor 40%/0.75 DIC M/N2 «/0.17 WD 0.66 objektiv, Nikon
Europe B.V., Amstelveen, Hollandia).

A képfeldolgozast és a méréseket Nikon NIS-Elements BR szoftverrel (verzid
5.41.00) végeztiik.

Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag + a kozépérték standard hibaja (SEM) formajaban
fejeztiik ki. Az adatok normalitasat D’Agostino—Pearson-teszttel ellendriztik. A
csoportok kdzotti kiillonbségek vizsgalatara egyutas varianciaanalizist alkalmaztunk,
Tukey-féle post hoc teszttel. Nem normal eloszlas esetén Mann—Whitney-probat
hasznaltunk. A p <0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. A statisztikai
elemzéseket GraphPad Prism szoftverrel végeztik (verzio 7.00, Windows;
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, Egyesiilt Allamok).

CCK-1R antagonizmus hatisa OLETF-LETO patkanymodellben

Kiserleti allatok

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

Valamennyi allat himivart és 8 hetes kort volt. A LETO patkanyok testtomege
256 + 28 g, az OLETF patkanyoké 331 + 34 g volt a kisérlet kezdetén.
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A vércukorszint meghatarozasat egy éjszakas €heztetést kovetden végeztiik,
csapvizhez vald szabad hozzaférés mellett, gliikométerrel (Accu-Chek, Roche
Diagnostics, Budaors, Magyarorszag).

Az allatokat az intézetiink allathazaban helyeztiik el, 12 6ras vilagos—sotét ciklus,
23 £+ 2 °C hémérséklet és 60 £ 10% relativ paratartalom mellett. Ketrecenként 3—5
allatot tartottunk, standard laboratoriumi tapot és csapvizet ad libitum biztositva.

Kiseérleti terv

Ahemopoézist 8 hetes, elhizott OLETF ¢és sovany, nem elhizott LETO patkanyok
combcsonti csontveldjében vizsgaltuk (n=10-10). Az allatokat intravénasan adott,
100 mg/kg dozist tiopental-natrium tuladagolassal (Thiopental Sandoz, Sandoz
Pharmaceutical PLC, Svajc) humanusan eutanizaltuk. Az intravénds beadas a
patkany lateralis farokvénajan keresztiil tortént. A combcsontokat —steril
koriilmények kozott preparaltuk, majd a csontvel6t teljesen kimostuk McCoy’s SA
taptalajjal (Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A
csontveldmintakbol vékony tiivel ellatott fecskendo segitségével homogén egysejtes
szuszpenziot allitottunk eld, amelyet mikroszkop alatt ellendriztiink. Ficoll-jodamid
gradienscentrifugdlas utan a csontveld mononuklearis sejtes frakcidjat hasznaltuk fel
CFU-GM vizsgalathoz.

A csontvel6-funkcidt a teljes femoralis cellularitds, a CFU-GM koldniaszam,
valamint a teljes femoralis CFU-GM tartalom meghatarozasaval jellemeztiik. A
femoralis cellularitas a mononuklearis sejtek teljes szamat jelzi, amely jol tiikkr6zi a
hemopoézis intenzitdsdt valamennyi sejtvonalra kiterjedéen. A cellularitast a
csontveld sejtszamlalasa és a mintak térfogatadatai alapjan szamitottuk. A CFU-GM
progenitorok koloniaszamat specialis 1agy-gél tenyészetekben (CFU-GM assay)
hataroztuk meg, majd a teljes femoralis CFU-GM tartalmat a cellularitas és a
koléniaszam alapjan meghatarozott gyakorisag szorzataként szamoltuk ki. Ez utébbi
paraméter a granulopoézis intenzitasat tiikrézi. A patkdnyok csontveld-
mononukledris sejtjeit normal koriilmények kozott, illetve karboplatin jelenlétében
(0,2-3 mg/L végs6 koncentraciok) tenyésztettiik. A karboplatint (Sigma-Aldrich
Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) minden kisérlet soran frissen oldottuk fel
steril desztillalt vizben, 50 °C-on ultrahangos fiirddben (XUBS, Bio-Science Ltd.,
torzsoldatot készitettiink, amelyet azonnal 100-szorosara higitottunk McCoy’s SA
taptalajjal a CFU-GM assay-hez.
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A tovabbi kisérletekben LETO patkdnyokat CCK receptorantagonistakkal
kezeltiink, proglumid és lorglumid ekvimolaris dozisaiban, kétféle szinten. Az
allatok 6t csoportba keriiltek (n = 12/csoport): az els6é csoport fizioldgias sdéoldatot
(0,9% NaCl) kapott, a masodik és harmadik csoport 3 vagy 10 mg/kg proglumidot
(proglumide sodium, Mw = 356,39 g/mol; Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag), mig a negyedik és 6tddik csoport 4 vagy 13 mg/kg lorglumidot
(lorglumide sodium, Mw = 481,39 g/mol; Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) kapott, napi egyszeri beadassal, egymast kovetd 6t napon at. A
valasztott 2-2 do6zisszint a proglumid és a lorglumid 8,4-10°° mol/kg, illetve 2,7-107°
mol/kg ekvimolaris mennyiségeinek feleltek meg, igy biztositva a gydgyszerek
hatasainak pontos, molekularis szintli Osszehasonlitasat. A CCK-antagonistakat
lasst intravénas bolus formajaban adtuk be (3—4 masodperc), miutdn az allatok
farkat 1-2 percre meleg vizbe meritettiik a vénak tagitasa érdekében. Az injekciok
beadasa minden nap pontosan azonos idében (9:00 6rai kezdettel) tortént, allatrol
allatra haladva, ugyanabban a sorrendben.

A 6. napon az allatokat tiopental-natrium tuladagolassal eutanizaltuk (100 mg/kg,
intravénasan, lateralis farokvénan keresztiil). A csontveld kinyerése €s feldolgozasa
az el6zé kisérletben leirtakkal megegyezéen zajlott, a hemopoézisre ¢és
granulopoézisre kifejtett hatasok vizsgalata céljabol.

Annak meghatdrozasara, hogy a CCK-antagonistakkal torténd elokezelés
befolyasolja-e a CFU-GM progenitorok karboplatinnal szembeni érzékenységét, a
csontveld mononuklearis sejtjeit normal koriilmények kozott, illetve 1 vagy 2 mg/l
végsO koncentracioban adott karboplatin jelenlétében tenyésztettiik. A karboplatin
minden kisérletben frissen, a fentiek szerint keriilt feloldasra.

CFU-GM koloniaszam meghatarozasa

A lagy-gél kultarakat a CFU-GM progenitor sejtekbdl szarmazd koloniak
szelektalasara ¢€s fenntartasara készitettik, amelyekb6l a CFU-GM sejtek
el6fordulasi gyakorisagat allapithattuk meg az inokulumként beoltott csontvel6i
sejtek kozott.

A csontveld-sejtszuszpenzidkat 0,9%-os NaCl-dal 1:1 aranyban higitottuk, majd
a mononuklearis sejtes frakciot Ficoll-jodamid gradienscentrifugalassal (1077 g/ml;
Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) nyertiik ki. A buffy coat €16
sejtjeit hemocitométerrel szamoltuk meg, 0,04%-os tripankékkel torténd festést
alkalmazva. A sejtek életképessége minden esetben 99—-100% volt.
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Az inokulumokat 1 x 10°mL koncentraciéban, 35 mm &atmérdjii Petri-
csészékben (Greiner, Niirtingen, Németorszag) tenyésztettik McCoy’s SA
modositott taptalajban (Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag),
amelyet aminosavakkal, Na-piruvattal, NaHCOs-tal, antibiotikumokkal
(sztreptomicin, penicillin), 20% magzati borjuszérummal (fetal bovine serum-mal
,FBS; Sigma-Aldrich Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), valamint kolonia-
stimuldlé faktorokkal (rtGM-CSF és rhG-CSF; Sigma-Aldrich Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) egészitettiink ki.

A lagy-gél kultirdkhoz 1,2%-os metilcellulézt (Methocel, 3000-5000
centipoise; FLUKA, Buchs, Svdajc) hasznaltunk extracellularis matrixként. A
tenyészeteket duplikdtumban, 14 napon 4t inkubaltuk 37 °C-on, 100% relativ
paratartalom mellett, 5% CO.-t tartalmazo 1égkorben.

Az inkubacié végén a koloniakat sztereomikroszkoppal (Olympus, Hamburg,
Németorszag) szamoltuk meg. Kolonidnak legalabb 50 sejtbdl allo, granulocitakat
és/vagy monocitakat tartalmazé sejtcsoportot tekintettiink, amelyet kenetekkel vagy
cytospin preparatumokkal igazoltunk.

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

Annak vizsgalatara, hogy a CCK-receptor-antagonistak hatasai kozvetleniil
érvényesiilnek-e a hemopoetikus progenitorsejteken, (nem elhizott) LETO
patkanyok csontvel$jébdl szarmazd mononuklearis sejteket hasznaltunk. A sejteket
a korabban ismertetett moddszerrel izolaltuk, majd primer lagy-gél kultarakat
hoztunk Iétre CFU-GM tenyésztés céljabol. A tenyészeteket proglumid vagy
lorglumid jelenlétében, illetve azok nélkill inkubaltuk. A vegyiiletek hatasat 12
kiilonboz6  koncentracidban  vizsgaltuk,  széles, 0,1-15 000 uM
koncentraciotartomanyban.

CCK-1 és CCK-2 receptorok vizsgalata csontveldi sejtekben

A CCK. és CCK: receptorok jelenlétét LETO és OLETF patkanyok femoralis
csontveldjébol szdrmazd mononukledris sejtekben vizsgaltuk (n = 10/csoport). Az
allatok négy héten keresztiil napi egyszer, per os 10 mg/kg proglumidot, illetve
vivéanyagot (0,9% NacCl) kaptak.

A csontvel6bdl szdrmazd egysejtes szuszpenziokbol a mononuklearis sejtes
frakciot Ficolljodamid gradienscentrifugalassal (1077 g/ml) izolaltuk, majd
hemocitométerrel, tripankék festés mellett meghatdroztuk a sejtszdmot és az
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¢életképességet. A megfeleld sejtmennyiség biztositasa érdekében két allat mintajat
Osszevontuk, igy csoportonként 5 minta képezte az analizis alapjat.

Az ¢életképes, magvas sejteket 5 x 10%ml koncentracioban, 10 ml teljes,
modositott McCoy’s SA taptalajban tenyésztettiik koldonia-stimulalé faktorok
jelenlétében, metilcelluléz hozzdaddsa nélkiil, szuszpenzids tenyésztéflaskdban
(Greiner Bio-One Ltd., Mosonmagyardvar, Magyarorszag). A tenyészeteket 37 °C-
on, 5% CO--t tartalmazd, 100% relativ paratartalmt légkorben inkubaltuk.

A folyadékkultirakbol naponta cytospin preparatumokat készitettiink a
sejtmorfologia kovetésére. Az 5. napon jelentdsen megnovekedett sejtszamot és
dontéen mononukledris sejtpopulaciot figyeltink meg, amely kis szdmban
micloblasztokat tartalmazott, azonban differencialtabb vagy szegmentalt magva
sejtek nem voltak jelen.

Az 5. napon a nem tapado sejtes frakciot gytijtottiik dssze, kizarva a stromalis s
elérehaladottabb differencialodasu sejteket. Az igy nyert sejtszuszpenzié CFU-GM
sejtekben gazdag, differencidlatlan populéaciot képviselt, amely alkalmas volt a
CCK-receptorok vizsgalatara.

RNS izoldlas és reverz transzkripcio

A fent ismertetett kultirakbol szarmazo csontvel6i sejteket RNAlater oldatban
(Qiagen, Hilden, Németorszag) taroltuk az RNS-t izoldlasig, az mRNS

s

Kit segitségével (Qiagen) végeztiik, a gyartd protokolljanak megfeleléen. Az RNS
koncentraciéjat SmartSpec™ Plus spektrofotométerrel (Bio-Rad, Hercules,
Egyesiilt Allamok) hataroztuk meg. Az egyszalii cDNS szintézisét 2 pg teljes RNS
felhasznalasaval, véletlenszerii primerekkel (Invitrogen Life Technologies,
Karlsruhe, Németorszag) és SuperScript™ II RNase H™ reverz transzkriptazzal

(Invitrogen) végeztiik, a korabban leirt modszer szerint.

Valos idejii kvantitativ PCR

A valos idejii PCR vizsgalatokat ABI PRISM® 7900 HT Sequence Detection
System késziilékkel (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) végeztiik, 10
pl végso reakcidtérfogatban. A reakcidelegy 2x FastStart® TagMan Master Mixet
(ROX) (Roche Applied Science, Mannheim, Németorszag), 4,5 pl cDNS templatot,
valamint 0,5 pl elére validalt TagMan® Gene Expression assay-t tartalmazott a
CCK-1 és CCK-2 receptorok meghatarozasahoz.
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Bels6 kontrollként 18S rRNS-re tervezett oligonukleotidokat alkalmaztunk, 500
nM koncentracioju eldre- ¢és visszairanyu primerekkel, valamint 100 nM
jelolést, mig 3’ végiikon minor groove binder (MGB) és nem fluoreszkald quencher
molekulat tartalmaztak. Az 18S rRNS-hez alkalmazott proba tetrametil-rodaminnal
(TAMRA) konjugalt quencherrel volt ellatva.

A felhasznalt TagMan® Gene Expression assay azonositok a kovetkezok voltak:
Rn00562164 ml a CCK-1 receptorhoz (Acc. No.. NM 012688) és
Rn00565867 ml a CCK-2 receptorhoz (Acc. No.: NM _013165). A referencia-
génként alkalmazott 18S rRNS (Acc. No.: EF060919) kimutatasahoz sziikséges
oligonukleotid primereket a qPCR Primer version 1.2 szoftverrel terveztiik, és a Bio-
Science Kft.-t61 (Budapest, Magyarorszag) rendeltiik.

Az amplifikacios protokoll 95 °C-on 10 perces enzimaktivalassal kombinalt
denaturaciobol allt, amelyet 40 ciklus kovetett: 95 °C-on 15 masodpercig tartd
denaturacid, majd 60 °C-on 1 percig tartd annealing és amplifikacio.

TagMan assay kiértékelése

A CCK-1R, CCK-2R ¢és a referencia génként alkalmazott 18S rRNS
expressziojat valds idejii PCR-rel hataroztuk meg. Minden mintat hdrom technikai
parhuzamosban, 384 lyuka PCR-lemezen vizsgaltunk. A  reagensek
szennyezddésének kizarasara no template control (NTC) mintakat is alkalmaztunk.
A kiiszobceiklus (Ct) értékek meghatarozasa az Applied Biosystems SDS 2.1
szoftverrel tortént. A relativ génexpresszid szamitasat a Livak és Schmittgen altal
leirt AACt modszerrel végeztik az értékeket a 18S rRNS referencia génhez
normalizalva.

Statisztikai analizis

Az egyes allatokbol vagy mintakbol szarmaz6 adatokat hasznaltuk fel a
statisztikai elemzéshez. Az eredményeket atlag £ SD formajaban adtuk meg. A
csoportok  kozotti  kiilonbségeket  Kruskal-Wallis-féle  varianciaanalizissel
értékeltiik, két csoport dsszehasonlitdsaira Mann—Whitney U-probat alkalmazva. A
kiilonbségeket P <0,05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak (P <0,05; P
<0,01; P <0,001; P <0,0001). Az adatok feldolgozasat GraphPad Prism szoftverrel
végeztiik ( 8.0.1; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, Egyesiilt Allamok).

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

A pterostilbén hatasa retinalis iszkémia—reperfiizios modellben

Elektroretinografia

Az ERG vizsgalatok soran szignifikans kiilonbségek voltak megfigyelhetdk a
kisérleti csoportok k6zo6tt. Mind az a-hullam, mind a b-hullam amplitidéja a MUCI
IR csoport mutatta a legalacsonyabb értékeket, amelyek szignifikdnsan elmaradtak
a tobbi vizsgalati csoportban mért valaszoktol. A b-hullam atlagos amplitudéja
szignifikansan csokkent a MUCI IR csoportban, a MUCI NO IR, valamint a PTER
IR csoportokhoz képest. A PTER IR csoportban a b-hullam amplitudéja
szignifikansan magasabb volt a MUCI IR csoporthoz viszonyitva. Az a-hullam és b-
hullam valaszok implicit idejének elemzése soran nem talaltunk statisztikailag
szignifikans kiilonbséget a kiilonb6zo kezelési csoportok kozott.

Western Blot

A Western blot analizis sordn a GFAP ¢és a HSP70 expresszios szintje
szignifikansan megemelkedett a MUCI IR csoportban. Ezek az expresszios értékek
mind a MUCI NO IR, mind pedig a PTER IR csoportokhoz viszonyitva
szignifikansan magasabbnak bizonyultak. Hasonl6 tendenciat mutatott a PARP1 és
az NFkB expresszidja is. Mindkét fehérje szintje szignifikansan emelkedett a MUCI
IR csoportban a MUCI NO IR, valamint a PTER IR csoportokhoz képest.

A pterostilbén kezelés minden vizsgalt fehérje esetében szignifikans
expressziocsokkenést eredményezett a vivoanyaggal kezelt allatokhoz viszonyitva,
fiiggetleniil attol, hogy az allatok MUCI IR, vagy MUCI NO IR csoportba tartoztak.

Hisztologia

A szoOvettani vizsgalatok szignifikans kiilonbségeket tartak fel a teljes retinaréteg
vastagsagaban a négy vizsgalati csoport kdzott. A legkisebb retina-vastagsagot a
MUCI IR csoportban mértiik, amely szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a
MUCI NO IR csoporthoz képest. A nem iszkémias csoportok 6sszehasonlitasa soran
aPTER NO IR csoportban szignifikdnsan nagyobb retinavastagsag volt kimutathato,
mint a MUCI NO IR csoportban. Hasonlé tendencia érvényesiilt az iszkémias
szemek esetében is, ahol a PTER IR csoport értékei szignifikdnsan meghaladtak a
MUCT IR csoportban mért vastagsagot. A PTER csoportokon belill az iszkémia—
reperfuzid hatasa szintén egyértelmiien kimutathat6 volt, mivel a PTER IR csoport
retina-vastagsaga szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a PTER NO IR
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csoporthoz viszonyitva. Mindezek alapjan a legnagyobb retinaréteg-vastagsagot a
PTER NO IR csoportban mértiik.

CCK-1R antagonizmus hatasa OLETF-LETO patkanymodellben

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

Az OLETF patkanyok vizsgalata soran azt elemeztiik, hogy a CCK-1R hianya
befolyasolja-e a hemopoézis folyamatat. A csontveld mitkodését a teljes sejtszam, a
CFU-GM koloniaképzé képesség, valamint a femoralis csontveld6 CFU-GM
tartalmanak meghatarozasaval értékeltiik.

Eredményeink alapjan az OLETF patkanyokban sem a csontveldi sejtszam, sem
a CFU-GM kolonidk szama, sem pedig a femurbdl szarmazd 6sszes CFU-GM
tartalom nem mutatott szignifikans eltérést a vad tipusu, azonos genetikai hattérrel
rendelkezé LETO patkanyokhoz viszonyitva. Ugyanakkor az in vitro vizsgalatok
soran, a karboplatin toxicitdsdnak értékelésekor a CFU-GM sejtek fokozott
érzékenysége volt megfigyelhetd az OLETF csoportban.

A karboplatin dozis—valasz gorbéje balra tolddott, az 50%-os gatlast okozo
koncentracio (ICso ) értéke az OLETF patkanyok CFU-GM sejtjeiben 0,62 mg/1 volt,
mig a nem elhizott LETO patkdnyok CFU-GM sejtjeiben 1,16 mg/l-nek adodott.

A proglumid és a lorglumid hatasa a csontveléi CFU-GM progenitor sejtekre in vivo

A femoralis csontveld sejtsiiriisége a mononukledaris sejtek teljes szamat tiikkrozi,
amely magaban foglalja a hemopoetikus és stromalis Ossejteket, valamint azok
kiilonbdz6 vérképzo sejtvonalakba tartozo leszarmazottait. Vizsgalataink alapjan
egyik CCK-antagonista sem befolyasolta szignifikansan a LETO patkanyok
csontveldjének cellularitasat, teljes sejt-tartalmat.

Ezzel szemben mindkét CCK-antagonista karos hatast gyakorolt a
granulopoézisre in vivo. Bar a differencialodé granulocitdk nem tartoznak a
csontveld mononukledris sejtfrakcidjaba, eldalakjaik, a CFU-GM, a hemopoetikus
Ossejtrendszer morfologiailag el nem kiilonithetd, de funkcionalisan jol definialt
valamint a femurbdl nyert teljes CFU-GM sejtszam szignifikansan csokkent a
kontrollcsoporthoz képest mind a proglumid 10 mg/kg-os (2,7 x 10~ mol/kg; p <
0,0001), mind a lorglumid 13 mg/kg-os (2,7 x 107> mol/kg; p < 0,0001) ekvimolaris,
magasabb do6zisanak alkalmazasa mellett.
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Emellett a CCK-1R-szelektiv lorglumid mar az alacsonyabb, 4 mg/kg-os
dozisban is csokkentette a CFU-GM sejtek szamat, mig a proglumid ekvimolaris, 3
mg/kg-os adagban nem fejtett ki hasonlo6 hatast.

A proglumid és a lorglumid in vivo el6kezelésének hatasa a karboplatin in vitro
toxicitasara CFU-GM progenitor sejtekben

A CFU-GM kolénidk szamat LETO patkanyok csontveldi mononuklearis
sejtjeibol létrehozott in vitro tenyészetekben hatdroztuk meg.

s s

csoportokban (3 mg/kg és 10 mg/kg) a CFU-GM koloniaszam szignifikansan
alacsonyabb volt a vivoanyaggal kezelt allatokbdl szarmazo sejtekhez viszonyitva
(p < 0,0001). A két proglumid doézis kozott szintén szignifikans kiilonbség volt
kimutathato (p < 0,0001).

2 mg/l karboplatin mellett mindkét proglumid doézis esetén alacsonyabb
koléniaszam volt mérhetd a vivéanyaggal kezelt csoporthoz képest (p < 0,0001),
valamint mindkét proglumid dozissal eldkezelt allatcsoport csontveléi CFU-GM
koléniaszama szignifikansan alacsonyabb volt a 2 mg/l karboplatinban tenyésztve
mint az 1 mg/l karboplatint tartalmazé tenyészetekben (p < 0,001).

Lorglumid el6kezelést kovetden 1 mg/l karboplatin jelenlétében (4 mg/kg és 13
mg/kg) a koloniaszam szignifikdnsan alacsonyabb volt a vivOanyaggal kezelt
allatokbol szarmazd sejtekhez viszonyitva (p < 0,0001), és a két dozis kozott is
szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd (p < 0,0001).

2 mg/l karboplatin mellett mindkét lorglumid dozis esetén alacsonyabb
koléniaszam volt mérhetd a vivéanyaggal kezelt csoporthoz képest (p < 0,0001),
mindkét lorglumid dozissal el6kezelt allatcsoport csontveldi CFU-GM
koléniaszama szignifikansan alacsonyabb volt a 2 mg/l karboplatinban tenyésztve
mint az 1 mg/l karboplatint tartalmazd tenyészetekben ugyanakkor mar az
alacsonyabb, 4 mg/kg lorglumiddal eldkezelt allatok CFU-GM progenitorain is
teljes gatlast okozott a karboplatin 2mg/l koncentracidban.

A karboplatin dozisfiiggd modon csokkentette a CFU-GM koloniak szamat
LETO patkanyok csontveld-tenyészeteiben. Az in vivo proglumid- vagy lorglumid-
elékezelés tovabb fokozta a CFU-GM progenitor sejtek karboplatinnal szembeni
érzékenységét. A 4 mgkg CCK-1 szelektiv lorglumid el6kezelés hatasa
szignifikansan kifejezettebbnek mutatkozott, mint az ekvimolaris 3 mg/kg
proglumid dozissal elékezelt patkanyok sejtjei esetében (p < 0,001).
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A proglumid és a lorglumid hatasa a CFU-GM progenitor sejtek koloniaképzésére
LETO patkanyok csontveld-tenyészeteiben in vitro

A LETO patkanyok csontvel6i mononuklearis sejtjeibdl 1étrehozott CFU-GM

sy

inkubaltuk.

Mindkét CCK-antagonista esetében koncentraciofliggd csokkenés volt
megfigyelheté a CFU-GM kolonidk szdmaban. A lorglumid alkalmazasa mellett a
CFU-GM koléniaszam csokkenése kifejezettebbnek bizonyult, mint proglumid
jelenlétében.

A dozis-hatas gorbe csokkend szigmoid lefutast mutatott mind proglumid, mind
lorglumid esetében. A dozis—hatas elemzés alapjan a proglumid ICso értéke 76,82
puM, mig a lorglumid ICso értéke 47,37 uM volt.

Kolecisztokinin-receptorok vizsgalata csontveldi sejtekben

A CCK-1R és CCK-2R relativ mRNS-expresszidjat LETO és OLETF patkanyok
csontveldi mononuklearis sejtjeiben kvantitativ  RT-PCR modszerrel hataroztuk
meg, 4 héten at alkalmazott, napi 10 mg/kg doézist per os proglumid kezelést
kovetden.

LETO patkanyok esetében a proglumid kezelés szignifikdnsan csdkkentette
mind a CCK-1R (*p < 0,05), mind a CCK-2R (**p < 0,01) relativ mRNS-szintjét a
kontrollcsoporthoz viszonyitva.

Az OLETF torzsben a CCK-1R expresszié nem volt detektalhatdo. A CCK-2R
esetében a proglumid kezelés szignifikansan alacsonyabb relativ mRNS-szintet
eredményezett a kontrollcsoporthoz képest (**p < 0,01).
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5. MEGBESZELES

A pterostilbén hatasa retinalis iszkémia—reperfiizios modellben

Els6 kisérletiink célja annak tisztdzasa volt, hogy a pterostilbén milyen
mértékben képes befolyasolni az I/R altal kivaltott retinalis karosodas
patomechanizmusat, valamint, hogy a hatdsa miként érvényesiil egészséges
retindban. Kiilonds figyelmet forditottunk a retina ganglionsejtek (RGC)
apoptozisara, a reaktiv glidzis kialakuldsara és a gyulladdsos folyamatokra, mivel
ezek az I/R sériilést kovetd retinalis degeneracidé meghatarozd eseményei. Az
eredmények alapjan a pterostilbén kezelés funkcionalis, strukturalis és molekularis
szinten egyarant kedvezd iranyu valtozasokat eredményezett, ami arra utal, hogy a
vegyiilet tobb, egymassal 0Osszefonddd koros jelatviteli ttvonal modulalasan
keresztiil fejti ki retinoprotektiv hatasat.

A pterostilbén-kezelés szignifikansan javitotta a retinalis funkciot, amit az ERG-
felvételeken mért b-hullim amplitidé ndvekedése igazolt, mivel a pterostilbén
hozzéjarul a retinalis sejtek — kiilondsen a bipolaris és Miiller-sejtek — funkcionalis
integritdsanak megodrzéséhez, amelyek kulcsszerepet jatszanak a vizualis
jelatvitelben. A funkcionalis paraméterek javulasa arra enged kovetkeztetni, hogy a
pterostilbén az akut sejtkarosodas mérséklése mellett, a  vizudlis
informaciofeldolgozas alapjat képezd sejthalozat mikodési stabilitdsanak
fenntartasaban is szerepet jatszik.

A hisztologiai vizsgalatok alapjan a pterostilbén kezelés mérsékelte az I/R
karosodas kovetkeztében kialakuld retinaelvékonyodast, és hozzajarult a retinalis
rétegzddés szerkezeti megOrzéséhez. I/R soran elsdsorban a ganglionsejtek és a belso
retinalis neuronok karosodasa figyelheté meg, amely a retina belsé rétegeinek
progressziv elvékonyodasahoz és a retina belso rétegeinek szerkezeti karosodasat
eredményezi. Ezek a strukturdlis valtozasok szoros Osszefliggést mutatnak a
funkcionalis karosodas mértékével, igy a morfologiai integritds megérzése nem
pusztan anatomiai jelentGségli, hanem a késébbi vizualis teljesitmény egyik
meghatarozo tényezdje is.

A Western blot vizsgalatokban a GFAP expressziojanak csokkenése pterostilbén-
kezelést kdvetden a reaktiv gliaaktivacio mérséklédésére utal. A GFAP a Miiller-
sejtek és asztrocitak aktivacidjanak egyik legfontosabb markere, amelynek fokozott
expresszidja az I/R karosodasra adott jellegzetes valaszként értelmezhetd. A gliozis

crer

¢s bar kezdetben protektiv adaptiv mechanizmusként jelenhet meg, tartos fennallasa
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hozzajarulhat a gyulladdsos medidtorok felszaporoddsdhoz, a retinalis
mikrokornyezet destabilizalodasahoz és a masodlagos neuronalis karosodas
fokozodasahoz. A GFAP expresszi6 csokkenése arra utal, hogy a pterostilbén képes
mérsékelni ezt a maladaptiv glialis valaszt, ezaltal kedvezobb mikrokdrnyezetet
biztositva a neurondlis tulélés és a retinalis funkcié megérzése szempontjabol. A
sejtes stresszvalasz egyik kulcsfontossagi molekulaja a HSP70, melynek
expresszidja csokkent a pterostilbénnel kezelt csoportban. Ellenben oxidativ
terhelés, fehérjekarosodas vagy energiahomeosztazis-zavar esetén fokozottan
expresszalodik. Emelkedett szintje altalaban a sejtek fokozott stresszallapotat
tiikrdzi, igy csokkent expresszioja arra utal, hogy a pterostilbén kezelés mérsékelte
az I/R altal kivaltott sejtes karosodast. I/R soran jelentés mennyiségti ROS
keletkezik, amelyek lipidperoxidaciot, fehérje- és DNS-karosodast indukalnak. A
HSP70-szint mérséklodése ezért sszefliggésbe hozhatd a pterostilbén antioxidans
tulajdonsagaival, amelyek révén csokkentheti a ROS-felhalmozodast és
mérsékelheti az oxidativ stressz altal kivaltott sejtes valaszreakcidkat. Az altalunk
megfigyelt molekularis valtozasok 0Osszhangban allnak azokkal a korabbi
eredményekkel, amelyek a pterostilbén gyulladascsokkentd, antioxidans és
antiapoptotikus hatasait irtdk le. A Western blot vizsgalatok soran az NF«kB
expresszio csokkenése is kimutathatd volt a kezelt allatokban. Az NFkB a
gyulladasos valasz egyik kozponti transzkripcids szabalyozoja, amely aktivacioja
révén szamos proinflammatorikus citokin, kemokin és adhéziés molekula
expresszigjat indukalja. I/R kéarosodas esetén az NFxB-utvonal aktivalodasa
jelentdsen hozzdjarul a masodlagos szoveti sériilés fenntartdsdhoz és
progressziojahoz. Az NFkB expresszio mérséklddése arra utal, hogy a pterostilbén a
gyulladasos jelatvitel gatlasan keresztiil is csokkenti a retinalis karosodas
stlyossagat, ezaltal mérsékelve a reperfuzids féazisban kialakulé gyulladasos
kaszkadot. A PARP1 expresszi6 csokkenése tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy a
pterostilbén az apoptotikus és energiafiiggé sejthalal-mechanizmusokat is
befolyasolja. A PARP1 a DNS-karosodas érzékelésében és javitasaban részt vevo
enzim, amely tulzott aktivacio esetén a sejtek NAD'- és ATP-készleteinek
csokkenéséhez vezet, végsd soron pedig sejthalalt idéz eld. I/R karosodas soran az
oxidativ stressz altal kivaltott DNS-sériilések a PARP1 tulaktivaciojat indukalhatjak,
amely az intracellularis energiaegyensily megbomlasan keresztiil fokozza a
sejtkarosodast. A PARPI expresszid mérséklédése arra utal, hogy a pterostilbén
képes mérsékelni ezt a karosodasi folyamatot, ezaltal hozzajarulva a sejtek
életképességének és funkcionalis stabilitasainak megorzéséhez.
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A jelen eredmények illeszkednek a pterostilbénnel kapcsolatos korabbi
kutatasokhoz, amelyek antioxidans, gyulladascsokkentd és neuroprotektiv hatasokat
irtak le. Ugyanakkor jelen munka kifejezetten a retina I/R karosodas kontextusaban
igazolja ezen hatasokat. Fontos hangsulyozni, hogy a vizsgalat tobb, a karosodas
kialakulasaban szerepet jatszoé molekularis folyamat egyidejii elemzésével atfogdbb
képet ad a vegyiilet hatdsmechanizmusar6l, mint az egyetlen biomarkerre
korlatoz6d6 megkozelités. A gyulladas, az oxidativ stressz és az apoptozis egyidejii
mérséklédése arra utal, hogy a pterostilbén tobb, egymassal &sszefliggd koros
mechanizmust befolyasol. Az eredmények lehetséges klinikai jelentdségét tamasztja
ala, hogy az I/R mechanizmusa szamos retinalis korkép patogenezisében kdzponti
szerepet jatszik, igy tobbek kozott a diabéteszes retinopatidban, az iddéskori
makuladegeneracioban, a glaukomaban és a centralis retinaartéria-elzarodas
esetében is. Ugyanakkor hangsulyozando, hogy a vizsgalat allatkisérletes modellen
alapult, ami az eredmények kozvetlen human alkalmazhatosagat korlatozza.

A pterostilbén klinikai felhasznalhatésaganak megitéléséhez elengedhetetlen a
megfeleld dozistartomany meghatarozasa, az alkalmazasi mod optimalizalasa, a
biohasznosulds vizsgalata, valamint a hosszii tdvu biztonsagossag értékelése.
Tovabbi korlatozo tényezd, hogy a jelen munka elsésorban az akut I/R fazisra
fokuszalt, annak igazolasdhoz, hogy a megfigyelt molekularis és funkcionalis
valtozasok tartés neuroprotektiv elényt eredményeznek-e, hosszabb tava
utankdvetés sziikséges. Az eredmények alapjan a pterostilbén mérsékelte az I/R
karosodashoz tarsuld oxidativ stresszt, gyulladasos jelatvitelt és apoptotikus
aktivitast, ami 6sszhangban all a megfigyelt funkcionalis és morfologiai javulassal.
Az oxidativ stressz, a gyulladasos jelatvitel és az apoptotikus aktivitas mérséklédése
egylittesen arra utal, hogy a vegyiilet képes csokkenteni a retinalis karosodas
stlyossagat és hozzajarulni a funkcionalis integritas megérzéséhez. A latasromlas és
a kognitiv hanyatlas kozotti klinikailag igazolt Osszefliggés alapjan a retinalis
funkcidé megdrzése nem kizarolag szemészeti szempontbol bir jelentéséggel, hanem
az életmindség hosszabb tavu alakuldsara is kedvezd hatéassal lehet.

Az értekezés masodik kisérletében a CCK jelatvitel szerepét vizsgaltuk a
csontveléi CFU-GM karboplatin  altal kivaltott karosodéassal szembeni
sérillékenységének  alakulasaban, kiilonds  tekintettel a  granulopoézis
szabalyozasara. A mielotoxicitas a karboplatin egyik doziskorlatozé mellékhatasa,
amely jelent6sen hozzajarul az onkologiai gyogyszerek sziik terapias ablakahoz. A
vérképzés valamennyi sejtvonala érintett lehet, ugyanakkor a CFU-GM populacio
az egyik legfontosabb célpont, mivel karosodasuk kdzvetleniil korlatozza a kezelési
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protokollokban  alkalmazhaté  dézisokat. Elhizott betegekben bizonyos
daganattipusok kockazata magasabb, és a betegség kimenetele is kedvezotlenebb,
mint a normal testsulytuaknal.

A CCK- antagonistakat elsGsorban a pancreas- és hepatokarcinomak kezelésére
vizsgaljdk, amelyek gyakorisaga obezitasban fokozott, ¢és progndzisuk is
kedvezdtlenebb, mint a nem elhizott betegek esetében. Az inzulin, a leptin és a CCK
szerepet jatszanak a jollakottsag szabalyozédsaban, és e hormonok miikodészavarai
szoros Osszefliggést mutatnak az obezitas és szovédményeinek kialakulasaval.

sy
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szerepiikre utal a granulopoézisben. Kevésbé ismert ugyanakkor, hogy az inzulin és
a leptin szintén serkentd és védd hatast gyakorolnak a hemopoetikus Ossejtekre,
valamint a progenitor sejtek széles korére, beleértve a CFU-GM-et is.

A leptin serkenti a kolecisztokinin felszabadulasat a bélbdl, mig a kolecisztokinin
befolyasolja a leptin eloszlasat, valamint szabalyozza az inzulin felszabadulasat a
hasnyalmirigyb6l. Az emlitett harom hormon kozott szdmos szévetben kifejezett
szinergista kolcsonhatasok figyelheték meg. A CCK szerepe a hematopoézisben
eddig nem volt ismert, ugyanakkor Miyamoto ¢s mtsai kimutattak, hogy CCK-1
receptor-hianyos egerekbdl szarmazo csontveld-transzplantacio proinflammatorikus
makrofagok kialakuldsdhoz vezetett, és stilyosbitotta a diabéteszes vese karosodasat,
ami arra utal, hogy a kolecisztokinin a granulopoézist a CCK-1R-fiiggé jelatviteli
utvonalon keresztiil befolyasolja.

Vizsgaltuk az OLETF patkanyok hematopoézisét, amelyekben genetikai eredetii
CCK-1R-hiany all fenn, valamint a vad LETO patkanyokét is, amely torzsbél az
OLETF patkanyok szarmaznak. Az OLETF patkanyokat az obezitds és a nem-
inzulin-dependens diabétesz mellitusz jol jellemzett allatmodelljeként hoztak 1étre.
Korabbi kisérleteinkben a karboplatin csontveld-toxicitasa fokozott volt in vivo
db/db egerekben, amelyek az obezitassal tarsult diabétesz mellitusz modelljeként
szolgalnak. Az OLETF patkanyokban kortilbeliil 18 hetes korban alakul ki diabétesz
mellitusz, ezért a diabetesz mellitus hatasainak kizarasara kisérleteinkben 8 hetes,
normal éhomi vércukorszinttel rendelkezd allatokat hasznaltunk. Ugyanakkor az
inzulinrezisztencia teljes kizarasa ebben az életkorban sem volt lehetséges, mivel az
allatok ekkorra mar talstlyosak voltak. Bar a hematopoézis kezdetben megdrzottnek
tint az obez OLETF patkanyokban, CFU-GM progenitoraik érzékenysége
szignifikansan nagyobb volt a karboplatin toxicitasara, mint a LETO patkanyoké. Az
inzulinrezisztencia 6nmagaban is csokkenti a karboplatin-toxicitdssal szembeni
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érzékenységi kiiszobot. Ezért a tovabbi kisérletekben vad tipust, nem obez LETO
patkanyokat alkalmaztunk annak vizsgalatara, hogy fiziologias koriilmények kozott
hogyan befolyasoljak a CCK-antagonistdk a CCK-receptorokon keresztiil a
granulopoézist.

Korabbi vizsgélatainkban a proglumid gatolta az étkezést kovetd teljes test
inzulin-szenzitizaciot 10 mg/kg feletti dozisban, mig a lorglumid 10 mg/kg dozisban
gatolta a cerulein altal kivaltott pancreas-amildz szekréciot patkanyokban. Ennek
megfelelden 10 mg/kg proglumidot és 13 mg/kg lorglumidot alkalmaztunk, amelyek
eredményezik, és a patkanyban élettani hatassal biré dozistartomanyba esnek. Az
inzulinérzékenységhez/-rezisztencidhoz kapcsolodd kozvetett hatasok, valamint a
CCK-antagonistak csontvel6i sejtekre gyakorolt kozvetlen hatasainak elkiilonitése
érdekében egy alacsonyabb, 8,4-107° mol/kg dozist is alkalmaztunk, amely 3 mg/kg
proglumidnak, illetve 4 mg/kg lorglumidnak felel meg. Tovabba a proglumid és a
lorglumid kozvetlen hatésait in vitro is vizsgaltuk csontveldi sejttenyészetekben.
Megallapitottuk, hogy a CCK-antagonistak szignifikans gatld hatast fejtettek ki a
CFU-GM progenitorokra mind in vivo, mind in vitro kériilmények kézott. Nemcsak
a nem szelektiv proglumid, hanem a CCK-1R-szelektiv lorglumid is karositotta a
CFU-GM sejteket, ugyanakkor a lorglumid hatésa kifejezettebbnek bizonyult, mint
a proglumidé. A lorglumid mar 4 mg/kg dozisban is mérhetéen rontotta a
granulopoézist, mig a proglumid az ekvimolaris dozistartomanyban nem fejtett ki
kimutathat6 hatast. Magasabb dozisok alkalmazasa esetén azonban mindkét CCK-
antagonista gatolta a CFU-GM progenitor sejtek miikodését.

In vitro korilmények kozott a CCK-antagonistak dozisfiiggd modon
csokkentették a CFU-GM progenitor sejtek aktivitasat, ami egyértelmiien
alatamasztotta a csontveldi progenitorokra kifejtett kdzvetlen sejtszintii hatasukat.
Az ICso értékek a lorglumid és proglumid esetében sorrendben 47,37 uM és 76,82
UM voltak.

Mindkét CCK-receptor szerepet jatszik a  hasnyalmirigy-daganatok
karcinogenezisében, ugyanakkor a rendelkezésre all6 klinikai adatok alapjan a CCK-
1 receptor specifikusabb jelentdsége valosziniisithetd, mivel egy rendkiviil szelektiv
CCK-2R-antagonista (Z-360) nem bizonyult hatékonynak attétes hasnyalmirigy-
karcinomaban egy II. fazisu klinikai vizsgéalat soran. Mind a proglumid, mind a
lorglumid hatékonynak bizonyult in vivo A4llatkisérletes modellekben a
hasnyalmirigy -karcindma ellen. A devazepid, amely a lorglumidtol és a
proglumidtdl eltérd kémiai szerkezeti, CCK-1R-szelektiv antagonista, szintén
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szignifikdnsan csokkentette a hasnyalmirigy-daganatos sejtek invazivitasat
egérmodellekben, ami a CCK-1 receptor kdzvetitett, specifikus hatdismechanizmusra
utal.

Tehat megallapithato, hogy az allatkisérletekben antitumor hatékonysagot
mutatd dozistartomanyok atfedést mutattak azokkal a doézisokkal, amelyek sajat
gatlasat eredményezték. A lorglumid 10 mg/kg parenteralis adagolds mellett gatolta
a hasnyalmirigy-karcinogenezist patkdnyokban, mig a proglumid pancreas- és
hepatokarcindmaval szemben mutatott hatékonysagot 0,1 mg/ml koncentraciéban az
ivovizben, ami egérmodellben megkozelitéleg 30 mg/kg oralis dozisnak felelt meg.
Ezenfeliil a CCK-antagonistakkal végzett elokezelés fokozta a CFU-GM progenitor
sejtek karboplatinnal szembeni érzékenységét. A platinaalapi gyodgyszerek a
daganatellenes kezelések egyik alapvetd pillérét képezik, és a kemoterapidban
részesiilé betegek mintegy fele részesiil ilyen tipust kezelésben. A karboplatin a
platinaszarmazékok kozott kedvezobb nem-hematologiai toxicitdsi profillal
rendelkezik, mivel a nefro- és neurotoxicitas mértéke mérsékeltebb, mint mas
platina-vegyiiletek esetében. Paklitaxellel kombinalva a karboplatint szamos szolid
tumor kezelésében alkalmazzak, igy példaul petefészek-, endometrium-, nem
kissejtes tiid6- ¢és méhnyak-daganatokban. Valamint hatékonynak bizonyult
elérehaladott pancreas adenokarcinomak és hepatocellularis  karcinomak

crer

A karboplatin doziskorlatozé mellékhatasa ugyanakkor a mielotoxicitas, amely
trombocitopéniaban és kifejezett neutropéniaban nyilvanul meg. Paklitaxellel
torténd kombinacid esetén a trombocitopénia mértéke mérsékelhetd, azonban a
karboplatin altal indukalt neutropénia érdemben nem befolyasolhato.

Sajat eredményeink alapjan a CCK-1R-szelektiv lorglumiddal végzett el6kezelés
a CFU-GM progenitor sejtek érzékenységét nagyobb mértékben fokozta, és a
karboplatin myelotoxikus hatasat kifejezettebben erdsitette, mint a nem-szelektiv
proglumid. A proglumid, mint nem szelektiv CCK-receptor-antagonista, szeptikus
allapotban csokkentette a neutrofilek és makrofagok fert6zéses gocba torténd
migraciojat. A CCK-2 receptor jelenlétét human periférias vér mononuklearis
sejtjeiben, valamint periférids vérbdl szarmazo polimorfonukledris leukocitakon is
igazoltak. Patkany tiid0 intersticialis makrofagjaiban mind a CCK-1R, mind a CCK-
2R expresszigjat kimutattdk, ¢és lipopoliszacharid-stimulacié hatdsdra ezen
receptorok génexpresszidja fokozodott. Peritonealis makrofagokban ezzel szemben
kizarolag CCK-1R volt detektalhato, mig a CCK-2R jelenléte nem volt kimutathato,
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¢és a CCK-1R génexpresszidja lipopoliszacharid hatdsara szignifikansan emelkedett.
A CCK gyulladascsokkentd és immunmodulald hatasai tGlnyomoérészt a CCK-1
receptor kdzvetitésével érvényesiilnek, beleértve az iNOS expresszid csokkentését,
az NF-kB-jelatviteli utvonal aktivitdsanak mérséklését, valamint a fagocitozis €s a
makrofagok altal kozvetitett szdveti infiltracid gatlasat, amelyek potencidlisan
kedvezo hatassal birhatnak szeptikus allapotokban. Ezzel szemben a devazepid, egy
CCK-1R-szelektiv antagonista, képes volt ezen immunmodulalé hatdsok egy
részének gatlasara. Azonban a HL-60 promielocitas leukémias sejtvonalban
kimutattak a CCK-2R jelenlétét. Ugyanakkor jelenleg nem allnak rendelkezésre
egyértelmli adatok arra vonatkozdan, hogy ezek a receptorok normal
hematopoetikus sejtekben is megtalalhatok-e. Eredményeink alapjan feltételezheto,
hogy a normal CFU-GM progenitor sejtekben nemcsak a CCK-2R, hanem a CCK-
IR is expresszalodik, és potencidlisan védo szerepet tolthet be. Mindkét receptort
kimutattuk a LETO patkanyok CFU-GM-ben gazdag csontveléjében. A proglumid
10 mg/kg dozisu, négy héten at alkalmazott oralis kezelése mindkét receptor
expresszidjat csokkentette. Az OLETF patkanyokban, ahol genetikai okbdl a CCK-
IR funkcionalisan hidnyzik, kizarélag a CCK-2R volt kimutathaté. A LETO
patkanyok CFU-GM sejtjeiben mindkét CCK-receptort detektaltuk, és a CCK-
antagonistakkal végzett kisérleteink arra utaltak, hogy az obez OLETF
patkanyokban fennall6 CCK-1R-hidny legalabb részben hozzajarulhat a csontveldi
progenitor sejtek karboplatinnal szembeni fokozott érzékenységéhez. Erdemes
megemliteni, hogy az anorexigén hatast inzulin és leptin is szerepet jatszik a limfo-
és mielopoézis fenntartasaban, és korabbi vizsgalatainkban az inzulin granulopoézist
védo hatasat is igazoltuk.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a CCK szintén védo szerepet tolthet
be a granulopoézisben. A jelen vizsgalat adatai dsszességében arra utalnak, hogy a
CCK-1 receptorok szerepet jatszanak a granulopoézis szabalyozasaban. Az a tény,
hogy a leptin- vagy CCK-agonistakkal végzett terapias probalkozasok nem
bizonyultak  hatékonynak az  obezitdsban jelentkezd  étvagyfokozodas
csokkentésében, arra utal, hogy az inzulinrezisztencia mellett mas citokinekkel
szembeni csokkent érzékenység kialakulasa is feltételezhetd. Ezt tamasztjak ala
Desai €s mtsai. eredményei is, akik kimutattdk, hogy a CCK-1 vélaszkészsége
populacion beliil valtozo, és obez betegekben csdkkent a normal stlyu betegekhez
képest. Korabban kimutattuk, hogy az inzulinrezisztencia a csontveldi progenitor
sejtek mukodését is érinti, és hogy a rosiglitazon, egy inzulinérzékenyitd szer,
védohatassal bir a 5-fluorouracil altal kivaltott mielotoxicitassal szemben. Legutdbbi
eredményeink Osszhangban allnak Miyamoto és munkatarsai megfigyeléseivel,
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amelyek szerint a CCK védd szerepet jatszik a granulopoézisben a CCK-1 receptor
kozvetitésével, a normal csontvelé-eredetli makrofagok képzddése soran. A CCK-
antagonistadk alkalmazésa befolyéasolta a granulopoézist, és érzékenyebbé tette a
CFU-GM sejteket a karboplatin toxicitasaval szemben, feltehetéen azaltal, hogy
gatolta a kolecisztokinin CCK-1 receptoron keresztiil érvényesiilé véddhatasat,
amely a funkcionalisan relevéns, specifikus kolecisztokinin-receptor. Osszhangban
a korabbi publikéaciokkal, amelyek a kolecisztokinin immunmodulalé hatéasait irtak
le az érett makrofagokon , vizsgalataink igazoltak, hogy ezek a szabalyozo funkciok
a csontveldi progenitor sejtek szintjén is érvényesiilnek.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a CCK-receptorok CFU-GM sejtekben
betoltott funkcionalis szerepének ¢€s biologiai jelentdségének pontosabb
megértéséhez.

Amennyiben a CCK védo szerepe kiilonbozo élettani és koros allapotokban is
megerdsitést nyer, annak szamottevd klinikai relevancidja lehet, nemcsak a
daganatok kezelésében alkalmazott CCK-antagonistak esetében, hanem egyéb
indikaciokban is, példaul elhizasban vagy immunszuppressziv terapidk soran.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kutatdcsoportunk célja a pterostilbén, valamint a kolecisztokinin és antagonistai
szerepének vizsgalata volt kisérletes patkanymodellekben, eltéré korélettani
kornyezetben. Munkénk soran olyan folyamatokat vizsgaltunk, amelyekben a
sejtkarosodas mértéke kisérletesen befolyasolhato egy természetes eredetii vegyiilet
alkalmazéasaval, illetve endogén szabalyozd rendszerek milkodésének
modositasaval.

Az értekezés elsd részében patkany retina iszkémia—reperfuzios modellben
elemeztiik a pterostilbén hatasat. Eredményeink alapjan a pterostilbén kedvezden
befolyasolta a retina funkcionalis allapotat, és csokkentette az iszkémia—
reperfuzidhoz tarsuld funkcionalis, strukturalis és molekularis eltérések mértékét.

Az értekezés masodik részében a csontveldi CFU-GM karboplatinnal szembeni
érzékenységét vizsgaltuk kolecisztokinin receptor antagonistak alkalmazésa, illetve
CCK-1 receptorhiany mellett. A kapott eredmények szerint mind a kolecisztokinin
receptorok farmakoldgiai gatlasa, mind a CCK-1 receptorhidny fokozta a progenitor
sejtek citotoxikus hatasokkal szembeni érzékenységét, ami a kolecisztokinin
granulopoézisben betdltott szerepét tamasztja ala.
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7.AZ ERTEKEZES UJ MEGALLAPITASAI

Patkany retinalis iszkémia—reperfiiziés modellben a retina funkcionalis allapota
pterostilbén kezelés hatasara szignifikansan javul, amit az ERG vizsgalatok soran
mért szkotdpids b-hullam amplitidok ndvekedése igazol a vivoanyaggal kezelt
iszkémids csoporthoz viszonyitva.

A retina strukturalis integritdsanak megdrzése pterostilbén kezelés mellett mind
iszkémids, mind nem iszkémias koriilmények kozott kimutathatd, mivel a kezelés
szignifikdnsan mérsékli az iszkémia-reperfuzio kovetkeztében kialakulod
retinavékonyodast.

A retina I/R karosodasara jellemz6 reaktiv gliozis és sejtes stresszvalasz pterostilbén
kezelés hatasara szignifikdnsan csokken, amit a GFAP és HSP70 fehérjék
expresszidjanak mérséklddése tamaszt ala.

A gyulladésos €s apoptotikus jelatviteli folyamatok aktivacidja pterostilbén kezelés
mellett jelentdsen mérséklodik a retina szovetében, amit az NFkB és PARP1 fehérjék
csokkent expresszidja igazol.

CCK-1 receptorhianyos, elhizott OLETF patkanyokban a CFU-GM karboplatinnal
szembeni érzékenysége szignifikansan fokozott, amit a dozis—hatds gorbe balra
tolodasa és az ICso érték csdkkenése mutat.

CCK receptor antagonistdk alkalmazasa nem elhizott LETO patkdnyokban
szignifikansan csokkenti a CFU-GM progenitor sejtek szamat in vivo, ami a
granulopoézis kdrosodasat tiikrozi.
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A CCK-1R-szelektiv lorglumid alacsony dézisban is kifejezettebb CFU-GM-
csokkentd hatast fejt ki, mint az azonos moélszamu, nem szelektiv proglumid, ami a
CCK-1 receptor kiemelt szerepét timasztja ala a granulopoézis szabalyozéasaban.

Proglumid és lorglumid eldkezelés fokozza a CFU-GM progenitor sejtek
karboplatinnal szembeni érzékenységét, ami dozisfiiggé modon csokkent
koloniaképz6 képességben nyilvanul meg.

In vitro csontveldi sejttenyészetekben mindkét CCK antagonista kozvetlen,

srer

az indirekt metabolikus mechanizmusok elsddleges szerepét.

CFU-GM progenitor sejtekben mind a CCK-1R, mind a CCK-2R expresszidja
kimutathat6, mig CCK-1R-hianyos OLETF patkanyokban kizarélag a CCK-2R van
jelen. Eredményeink arra utalnak, hogy a kolecisztokinin protektiv hatast fejt ki a
granulopoézis soran, amely dontéen CCK-1R-medialt mechanizmusokon keresztiil
érvényestl.
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