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Gyakran hasznalt roviditések jegyzéke

ACTH adrenocorticotrép hormon

AMPA a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav

CO szén-monoxid

EAAT glutamat transzporter (excitatory amino acahsporter)

EM elektronmikroszkop

ERG Elektroretinografia

GCL Ganglionsejtek rétege (ganglion cell layeratstm ganglionare)

HO Hemoxigenéz

INL belss magvas réteg (inner nuclear layer; stratum grawnointernum)

IPL bels$ szinaptikus réteg (inner plexiform layer; stratplaxiforme internum)
I'R Iszkémia-reperfazio

MC-R melanocortin receptor

mGIuR metabotrdp glutaméat receptor

MLE Membrana limitans externa

MLI Membrana limitans interna

MSG Mono-natrium-glutamat

MSH Melanocita-stimul&lé hormon

NFL idegrost-réteg (nerve fiber layer; stratumnoéibrarum)

NMDA N-metil-D-aszpartat

ONL kilss magvas réteg (outer nuclear layer; stratum graomhoexternum)
OPL kil szinaptikus réteg (outer plexiform layer; stratpi@xiforme externum)
PAC PACAP-receptor

PACAP Hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid

PE pigment epithelium (stratum pigmentosa retinae)

PL fotoreceptorok rétege (photoreceptor layegtstn photosensorium retinae)
POMC pro-opiomelanocortin

SEM az atlag szorasa (standard error of the mean)

SnPP On-protoporfirin 1X

VIP vazoaktiv intesztinalis peptid

VPAC VIP és PACAP receptor



1. Bevezetés és célkizes

A retina kédrosodasa a szemészeti megbetegedésmkogelhanyadaban koéroki
tényedként szerepel. Kisérleteinkben hatékony farmakaldigeavatkozasok lelietégeit
tanulmanyoztuk retinakarositdé hatasok kivédésenet amilyen a glutamat excitotoxicitas
es az iszkémia-reperfazio.

A glutamat és receptorai kulcs fontossagu szergfiszanak a szem szamos
neurologiai betegségében valamint patolégiai atiEpan (Sucher és mtsai.1997;
Smythies 1999. A mono-natrium-glutamat (MSG) — kdzvetlenul arabe juttatva vagy
Ujszulott korban akar még subcutan injekcio fortamadva is — a bélgetinalis rétegek
tonkretételéhez vezé@Babai és mtsgi2005. Hasonloképpen az iszkémia-reperfuzios (I/R)
karosodast és a szoOveti mikrocirkulacio valtozasakoroki tényeéként irtak le tobb
szemészeti betegségben, mint példaul retindliszé@as (Jonas és mtsai.2010),
glaukdoma(Agarwal és mtsaji.2009, diabeteses retinopath{€urtis és mtsaji.2009 stb.
Az |/R-tarsult megbetegedések pathogenezisénele ejgposabb megismerése ellenére a
Klinikai gyakorlat szamara jelenleg keveés bizonyitatékonysagu neuroprotektiv kezelés all
rendelkezésre.

A hipofizis adenilat ciklaz-aktivalo polipeptid (RRP) egy endogén neuropeptid,
nagyon hatékony neurotrof és neuroprotektiv hatédpkmelyl szamos retinalis
degeneracios modellben bebizonyosodott, hogy netotektiv hatasu. Hazai
kutatdécsoportok tobb bizonyitékot is szolgaltattedr arra nézve, hogy a PACAP az MSG-
indukalta retinalis Iézidkban protekt(amas és mtsai2004 valamint demonstraltak a
PACAP véd hatasat a retina neurokémiailag beazonositotimegain(Atlasz és mtsaij.
2008. Habar a fentebb emlitett adatok bizonyitjak, aCRR retinavéd hatasait, nem
ismert, hogy vajon a morfologiai valtozasok 0Ossggéisben vannak-e a funkcionalis
karosodasokkal. Klinikai szempontb6l nézve nagyontds, hogy fel tudjuk mérni a
lehetséges funkciondlis javulast exogen PACAP-leszélatasara. Ezért MSG-indukalta
retina-karosodast felhasznalva kisérletliink céljaval, hogy megvizsgaljuk a PACAP
funkcionalis retinavédl hatasait elektroretinografias méréssel:édisges célunk volt a
megbizhatd, reprodukalhaté méréseket kivitelezhd tHRG-mddszer alkalmazasa.

Kutatécsoportunk korabbi vizsgélataiban egy, avezatben is éforduld peptid
hormonnal, azi-melanocita-stimulalé hormonnal-MSH) végzett kisérletekgWecsernyes
és mtsaj.2003. Az a-MSH bizonyitottan megvédi a szivizmot az iszkéreérfuzio (I/R) -

indukalta karosodasokt@§Bazzani és mtsai2001; Vecsernyes és mtsa2003, valamint



tobb kisérletben bebizonyosodott @SH I/R elleni véd hatasa agy szovetbgRorslin
Aronsson és mtsai.2006, vese szovetbenChiao és mtsai. 1997, valamint a
gasztrointesztindlis traktusban (Bou és mtsaj.2003. Ezek a korabbi eredmények azt
sugalljak, hogy az-MSH képes lehet az iszkémia-reperfuzios karosddasdeleértve
szemeészeti betegségek — mégétére illetve kezelésére. Habar a szemészetndekalta
korképek jelerisen karositjak a retinat és annak funkcidjat,aaSH retinoprotektiv
hatasara nézve atfogd vizsgalatok mindezidaig nérténtek. Kisérletiink célja volt
bemutatni aza-MSH véd hatasat I/R-indukélta retinakdrosodasban patkaogeiten.
Céljaink kozé tartozott egy optimalis kezelési doznegallapitasa elektroretinografia
segitségével, majd vizsgaltuk olyan iszkémia-réédt paraméterek kezelés hatasara
tortérd valtozasat, mint a sztveti 6déma, a retina segleistrukturalis degenerativ
elvaltozasa és az iszkémia-reperfluzios karosodasaizonyitottan protektiv hatastisokk
fehérje(Haines és mtsai2012, a hemoxigenaz 1 (HO-1) enzim expresszidjanaloxaa.
Tovéabbi céljaink kozt szerepelt olyan nem-HO-1-@iggechanizmusok |étének bizonyitdsa
vagy cafolasa, melyek esetlegesen hozzajarulhadzak-MSH citoprotektiv hatasahoz.
Kutatécsoportunk feltételezése volt, hogya®ISH az evollcié egy korabbi szakaszaban
fontos szerepet tolthetett be a szervezet védekezchanizmusaban diszinvaltoztatd
hatds), ennek alapjan stressz hatasara felszabdmultdonként is viselkedhet. Ezért
vizsgaltuk a posztiszkémiasan alkalmazefSH hatasat is.



2. Irodalmi attekintés

A szemészeti megbetegedések jdlenhanyada all 6sszefliggésben a retina
karosodasaval. Ezek kozé tartozik a retindlis arélas, glaukoma, diabeteses
retinopathia, macula degeneratio, retinoblastornsaa @etinopathia praematurorum. Egy
Gjabb felmérés szerint az USA-ban a retinalis &seocclusio évenkénti incidenciaja 100
000 lakosra 0.85, mig a tiz évre vetitett kumulatisidencia 1.59%(SzP1 2014. A 40
evesnél idsebb kaukazusi népességben a glaukdbma gyakorisaagyn 2%-ra tehét
(SzP2 2014. A diabetes mellitus szemészeti sidményei a betegek kozel
egyharmadéban lépnek fel, és minden tizedik cukegoesetében sulyos latasromlashoz
vezetnek. A korkép jelebségét kiemeli, hogy hazankban a diabeteszes retimapa
masodik leggyakoribb vaksagi ¢8zP3 2014. A macula degeneracio jeléstgét az adja,
hogy a fejlett orszagokban ez a fébkori szerzett vaksag legfontosabb oka; hazankban
vaksagi statisztikdkban vedethelyen szerepel, részardnya 22-2%%zP4 2014. A
retinoblasztdma ritka daganat (incidenciaja azsauketéseket tekintve: 1:18000-1:20000),
amely azonban a leggyakoribb gyermekkori maligmiisokularis tumo(SzP5 2014). A
retinopathia praematurorum kulonlééztadiumainak kialakulasa 1500 gramm sziiletési suly
alatt 60%, melyen belil a 750-1000 gramm sziles#gycsoportban a retinopathia
incidenciaja 78%-ra teh&tés 750 gramm sziletési suly alatt pedig eléri %-90SzP6
2014. Megemlithetjuk még a retinopathia pigmentosaneatit, mely progressziv,
orokletes retinadegeneraciok heterogén csoportjavakenciaja a fejlett orszagokban
1:3000 és a tudomany jelenlegi alldsa szerint sajyogyithatatlan.

Kisérleteinkben allatmodelleken vizsgaltuk a retinkarosodasat, annak
patomechanizmusat illetve olyan hatéanyagokat, yekeképesek lehetnek kivédeni a
retina I/R k&rosodas miatti funkciovesztéseét. Ehbgy jol mikods, retinafunkciot mérni
képes rendszerrel dolgoztunk, az elektroretinogvafi Olyan hatbanyagokat vizsgalatunk,
melyekkel hatékonyan kezellb&tlennének szemészeti betegségek (mint példaulatiti
vaszkularis okklazio, glaukoma, diabeteses retittupastb.) €s melyekre mindezidaig
kevés bizonyitott hatékonysagu neuroprotektiv lészebll rendelkezésre a Klinikai
gyakorlat szamara.

Munké&m elején — a szem rovid anatomiai-szovetiinasat kovéien — bemutatom
mérendszerinket, majd az alkalmazott retinakarositasokat, végul a vizsgalt protektiv

hatdanyagokat.



2.1. A szem rovid anatomidja €s a retina szovettana

Latészerviink haroméfrésze a szemgolyd (bulbus oculi), a latéideg (@neret
tractus oculi), és a jarulékos szervek (organasa@®. Ezek kozil a szemgolyd anatémiai
felépitését és szovettanat foglalom dssze. (Irodfdmasként ebben a fejezetben végig a
Rohlich Pal altal szerkesztett igen kivald Szovettankdnyvre tamaszkodoifiRohlich,
2006.

Szemgoly6 (bulbus oculi) egy atlagosan 24 mm ajiégdmb alakua test, felidr
lefelé kis meértékben lapitott. &bktekint felszinéldl kissé ebreugrik az atlatszé
szaruhartya. A szemgolyot harom burok (tunica Budliotja, melyeken belil talalhatok a
szemcsarnokok (camerae bulbi), a lencse (lens),azZsuvegtest (corpus vitreum).
Fejlodéstanilag a szemgolyd harom burka kilonbozik egydohaa két kil§ burok
mesenchymalis eredgtmig a fényérzékeny bélsburok kulonlegesen differencialodott
agyszovetnek (neuroectoderma) tekinthéiz a bel§ burok a szemfejldés soran az agy
telepéldl kindvé szemhdlyag szarmazéka, amelynek fala azonbanebetadik ketbs falu
szemserleget hozva létre. Beigstani jelerisédi, hogy a szemlencse ektodermabdl
fuzodik le, tehat ektodermalis (de nem neuroectodesnéatieddt.

A kulsé vagy rostos buroktinica fibrosa) erss, kollagén rostokbdl felépitett
gdmbhéjszdr burok, melyet a szem tartalmanak nyomasa tare$ese (1. abra). Hatulsé
része (a szemgolyOd hatsé négyodtdde) az inhartyg selgra lemezes felépitésrostos
burok; ez a ,szemfehérje”. Elidlsrésze a szaruhartya vagyrnea a szemgolyébol
eléredomborodo kb. 12 mm atnégit oralivegszér gombhéj szelvény, amely atlatszésaga
miatt szabad szemmel teljesen kilonallé szelvényiirak.

A sclera egy tomott rostos Kistzovet, melyben nagyszamua melanocita ésoediul;
viszonylag kevés ér talalhaté benne. A cornea gyaiilag egy (ektoderma eredgtepitél
és egy (mesenchyma erdgeendotél réteg kozott lévrendkivil szabalyos szerkeizein.
lemezes kdiszovet (szintén mesenchymalis eredettel), melyeidnb emlitett két rétedt
mindkét oldalan egy-egy hatarhartya vélaszt el (Bew- és Descemet-hartya). A cornea
elilss hamfelszinéne allandéan nedvesen van tartva (kdpshpgas). A cornea ereket és
pigmentsejteket nem tartalmaz. Tapellatasa a seleriafebl és az elul§ csarnok feil
torténik. A corneoscleralis hatar képletei koziérkelt fontossagu a csarnokzug és a
csarnokvizelvezetésért fedsl Schlemm-csatorna.

A kozép$ burok vagy érhartya (uvesynica vasculosa egy dus érfonatu hartya,

amely a szem bdlsedvkeringését s a fényérzékeny ideghartya gyoragcserdj kilss
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1. &bra: A szem rétegei és vérellatdgatz és Pabsi994)

rétegeinek oxigénellataséat és taplalasat biztos®gszei: a szemgolyé hatsé kétharmadat
beboritd érhartyachoroidea), amely ebrefelé a sugartestbedrpus ciliare) megy at, majd

a szivarvanyhartyabairi§) folytatodik. Szovettanilag mindharom réteg lénglegn eret és
simaizmot tartalmazé ésen pigmentalt laza kégzOovetes stroma.

A choroidea az érfonatok kozott talalhatdé szamogmpintszemcseével telt
melanocyta miatt sotét, majdnem feketébe hajl6é s@sbarna szith A corpus ciliare a
choroidea direhalad6 folytatasa, kids felszine a choroideatdl alig Ut el, 6edbb
fokozatosan elveszti pigmentaltsdgat. A choroidsaaécorpus ciliare atmenete ara
serrata (Az ora serrata kiemelt jeldi#édi abbdl a szempontbdl, hogy a retina csak itt és a

latdideg belépésénél rogzil szorosan adhldsrétegekhez, mashol gyakorlatilag csak a



szembelnyomas tartja kifeszitve.) A corpus ciliaets felszinét mindenhol kétrétédnam
boritja, amely tulajdonképpen a retina folytatasahatulsé hamréteg, mely a retina
pigmenthamjanak felel meg, pigmentalt, mig a béldmréteg, amely a retina 6sszes tobbi
rétegének felel meg, nem pigmentélt. A corpusrallagfontosabb alkotorésze a sugarizom
(musculus ciliaris), a szem akkomodaciéjanak agtierve. Az iris diaphragmas#etapos
gyira alaka lemez (,lyukas korong”), amely a folyadékkelt szemcsarnokot két részre
osztja. Kbzépen a megvilagitastol fidgg ebsen valtozé tagassagu kerek nyilas, a pupilla
talalhatd. Az iris bels felszinén folytatddik a sugartestet is beboritttdsehamréteg (a
retina folytatasa), de itt mar mindkét réteg pigta#nA két réteg a pupilla szélén fordul at
egymasba: fefldéstanilag ez a szemserleg pereme, tehat neureektalis ereddét Az iris
szinét a stroma vertartalma, a stromabané léwelanocitak elrendédése és
pigmenttartalma, valamint a stroma vastagsagadmetameg. Z6ld vagy barna a szemszin
vastag, dfsen pigmentalt stroma esetén, mig a kékesiisghivarvanyhartya stromaja
vékonyabb, benne kevés pigmentsejt talalhatd, sifygnkor a hatsé felszinét boritd
kétréted@ pigmentham atinése okozza. Albindk esetén teljes a pigmenthiarszemszin
vOros a stroma erezettsége miatt.

A belss burok vagy ideghartyadtina) fejlédéstanilag és szoveti szerkezet szerint
is az elll$ agyholyag 6énmagaba betiremkedett gémbhéjhoz, tedtiis fali kehelyhez
hasonlo képadménye. E ketts fald kehely kiUl rétege egész terjedelmében
pigmenthamréteggé alakult at, mig lbeletege a szem hatso kétharmadaban sokréteg
idegszervvé differencialédott. Az ora serrata mertdel$ réteg szinte atmenet nélkil egy
sejtréteggé vékonyodik és tovabbfubrefelé a corpus ciliare-ra (itt még nem pigmentalt;
pars ciliare retinae), majd az irisre (itt mar pegitélt; pars iridica retinae), végul a pupilla
szeélén atfordul a kidspigmentham-rétegbe.

A retina bel§ artériai és vénai — az arteria/vena centralimaeti a latdideg rostjai
kozott lépnek be a szemgolydba. Ugyanitt, a diseersi optici terliletén a retina rendes
rétegei hianyoznak (a ganglionsejtek axonjai ittdsdnek 6ssze, hogy aztdn nervus
opticus-ként kilépjenek a szemgolyobdl), tehat réiléden latas nincs, ez a Mariotte-féle
vakfolt. A discus nervi optici (latéidegf kozepébl kb 4 mm-re lateralis iranyban, mintegy
2 mm atmésji terlleten a retina sérgas elsziftx€i (macula). Ez a terilet a retina
elvékonyodasa folytdn bemélyedt, amelynek kozepgakrem szintelen pont, a fovea
centralis, az éles latas helye talalhato. Itt Kilag csapok talalhatok sokkal nagyobb
siriiségben, mint a retinaban barhobt,Sblbl a régiobdl kiszorulnak a csapok sejtmagvai

és csak a fotoreceptor részuk talalhaté itt, togamiinden csaphoz kulon-kilén bipolaris



sejt kapcsolodik (konvergencia nélkuli kapcsoldé¥egitve az éles latast.

A retinat finom szerkezetileg vizsgalva tiz rétedailonbdztetink meg a
kozbnséges festésszOvettani metszet alapjan (2. abra). Ezek kividefelé haladva a
kovetkedk: pigment epithelium (PE; stratum pigmentosa eatn fotoreceptorok rétege
(stratum photosensorium retinae; photoreceptorrlaié), membrana limitans externa

(MLE), kuls6 magvas réteg (stratum granulosum externum; ouietear layer, ONL),

PE

OPL

INL

IPL

2. abra: A retina rétegei(Rohlich, 2006. A sejtrétegek roviditéseit lasd a
szOvegben.



kilsé fonatos vagy szinaptikus réteg (stratum plexifoeregernum; outer plexiform layer,
OPL), bel$ magvas réteg (stratum granulosum internum; inoetear layer, INL), bels
szinaptikus réteg (stratum plexiforme internum;einplexiform layer, IPL), ganglionsejtek
rétege (stratum ganglionare; ganglion cell layerCLY idegrost-réteg (stratum
neurofibrarum; nerve fibre layer, NFL), membramaitans interna (MLI).

A pigmenthdmot a pigmentsejtek alkotjak, melyekzpidjat pigmentszemcsék
(melanin) toltik ki és ujjszér nyulvanyaik beterjednek a csapok és a palcikake kdz
fényzaro réteget képezve (3. abra). A csapok eésikpéll rétegében kéts nyudlvanyu
neuroepithel sejteket taldlunk, amelyek fotoreceqdiot funkcionalnak. A palcikak
ingerkliszbbe alacsony, igy gyenge megvilagitasitlkignyek kozott is képesek a
fényingerek felfogasara: ezt hivjak scotopicus varotopias latasnak. A csapok kevéesbé
erzekenyek, tehat csak nappali fénybeikdanek — ez a fotopias latas, viszont képesek a

kilonbd® hullamhosszl fénysugarak megkilonboztetéséreldszs), valamint a csapok

—»
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pigmentham
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és palcikak beltag
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3. abra: A retina ,kapcsolési rajza” vazlatos@Rohlich, 2006.



felelosek az éleslatasért is. A membrana limitans exteétege tulajdonképpen tight
junction-6k sorozata a retina glia jellegpecialis tAmaszto sejtjeinek, a Miller-sejtekaek
nyulvanyai és a receptorsejtek kozott. A Kllmmagvas réteg (stratum granulosum
externum) a csapok és a palcikak sejtmagvait fleglmlagaba. A kits plexiform réteg
(stratum plexiforme externum) a retina éelszinaptikus rétege, ahol tébbek kozott a
receptorok fényingerre generalt ingerlletei védeek at bipolaris neuronokra. A béls
magvas réteg (a stratum granulosum internum) szamaasontipus (bipolaris neuronok,
Muller-sejtek, horizontalis sejtek valamint amakrgejtek) sejtmagjait és sejttestjeit
tartalmazza. A bets szinaptikus réteg (stratum plexiforme internumjetina masodik
szinaptikus rétege, ahol az ingerllet a ganglioelse tevwdik at. A ganglionok
sejtmagvait a ganglionsejt-réteg (stratum gangh®enaaxonjaikat pedig, melyek majd a
nervus opticus-t képezik, az idegrostos réteg t(straneurofibrarum) tartalmazza. A
legutolsé réteg a membrana limitans interna, aneddyielépitésében szintén a Miller-féle
sejtek vesznek részt: kiszéle8ddlpaikbdl dsszedlld egységes zaroréteg.

2.2. Az elektroretinogréfia

Az elektroretinografia torténete egészen az 1806vak kbzepére nyulik vissza,
amikor Holmgren és Dewar (kulén-kulon) felfedeztélogy az dézéleg letakart szem a
pupillan keresztil megvilagitva elektromos valabseagal (Periman 1995. Azdta a
szemnek ezt a fény-kivaltotta elektromos aktivitdgdarazolni is tudjuk, amelyet ma
elektroretinogrammnak hivunk, a mérési modszertgoebkktroretinografianak nevezzik,
mely szoosszetétel sz0 szerinti forditasban a aetlektromossaganak rajzolasa illetve
rajzolata.

Bebizonyosodott ugyanis, hogy a szem elektromosoz@s$a tulajdonképpen a
retina sejtjeinek ingeriletbe kerulésével, vagyiersy érzekelésével van 6sszefliggésben.
Ezt még a 19. szazad végén kideritették. De Gattthax el$, 1903-ban, aki a szem fény
felvillandsara adott valaszan belul két hullamrddsitott: edszor egy negativ, majd egy
nagyobb amplitidéja pozitiv hulldmot volt képesidtiniteni (Gotch 1903, melyeket a-
hullamnak és b-hullamnak nevezink. Einthoven éb,Jolajd Piper is foglalkozott az
analizissel -6k harom részre bontottdk az ER@inthoven és Jollyl908, bevezetve a
c-hullam fogalmét, mely egy a b-hulldm utan kévetkassua, pozitiv hullam. Munkgjukra
azonban a koronat Ragnar Arthur Granit finn/svétht¢urakta fel, aki 1967-ben Haldan

Keffer Hartline és George Wald amerikai kutatokk@sgosztva, Nobel-dijat is kapott ,a
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szemben talalhat6 fényérzékalejtek kilonb6i tipusainak és tikddésiiknek leiraséért”.
Granit macskan végzett kisérleteket, és megfigybligy az altatds mélyitése soran

az ERG kulonbdz komponensei fokozatosan iglhek (Granit 1933. Ezeket efinésik

sorrendjében P-I, P-Il és P-lll hulldamoknak neveele(4. &bra). Bar a Granit-féle

komponens-analizis az évek soran némileg valtorotabbra is j6 alapot ad az ERG

megeértésehez.
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4. dbra: Ragnar Granit macska ERG-je és annak harom kompen@®, P-II, P-Il),

melyek az anaesthesia mélyllésével fokozatasarek el(Perlman 1995.

2.2.1. Az elektroretinogramm felépitése és a laiagl biokémigja

Granit analizise alapjan tudjuk, hogy a negatiwlém a negativ P-1ll komponens
bevezed szara, a pozitiv b-hullam a P-Il és P-Ill 6ssdegsét tukrézi, mig a lassu c-
hullam a P-1 és P-lll 6ssze@gése (Granit 1933. De honnan, milyen sejteéb
szarmaztathatok ezek a hullamok illetve milyen apeHtularis ionaramok allnak az ERG

hatterében?
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Az ERG-n lathat@-hullam tehat a Granit-féle P-lll-as komponens bevé&zésze.
Azo6ta mar felfedezték, hogy a P-lll-at két tovabbszetefre lehet bontani: egy gyors és
egy lassu P-lll komponensre. Intra-retinalis mike&&godak segitségével ma mar azt is
tudjuk, hogy a gyors P-lll elektromos hullamok &ofeceptorok rétegében generalddnak.
Ezt az extracellularis aramot fény- illetve vilagoamnak (,light-current”) vagy ,receptor
komponens™nek nevezték el, mert a fotoreceptorikokszegmenseinek fényelnyelésével
fugg 0ssze. Az a-hullam tehat egyértéém a fotoreceptorok funkcionalis integritAsanak
indikatora (Perlman 1995. (A lassu P-lll hullam komponenst a Miiller-gliasékel
hoztak dsszeflggésli@/itkovsky és mtsaj.1975, de mivel az a-hulldm a P-11l beveéet
szara, a lassu komponens nem alkotdja az a-hulkajnna

A latas rovid biokémidja A light-current” illetve a fotoreceptorok

fényelnyelésének hatterében az opsziniin@mhérjéldl és retinalbdl (A-vitamin/retinol
aldehid-szarmazéka), egy kromofor vegylbetielépils un. fotopigment, a rodopszin all.
A hét transzmembran doménnel rendetke@-fehérje-kapcsolt opszin kovelensen koti a
kromofort (11-cisz-retinal) a fotoreceptorok bonyol lipid kettosréteglbl felépulbs
membranrendszerébe &gyazva, a fotoreceptorok fAkamy nyulvanyainak kibs
szegmensébefRohlich, 2006. A retinal fény abszorpciojara megvaltoztatja gakcisz-
transz izomerizacié: a molekula gyakorlatilag kieggsedik), mely az opszin és ezzel
egyiitt a hozzéa kapcsolt G-fehérje konformaciovéisar idézi & (Fonyg 2013. igy a
transzducin (a G-fehérje neve a fotoreceptoroklekijvalodik és aktivalja a cGMP-
foszfodiészterdz (PDE6) néwenzimet, melynek kovetkeztében az intracellul&@&MP
koncentracié lecsokken és zarédnak a cGMP-4ud@ -ioncsatorndk, melyek az un.
,SOtét-aram”™-ért (80%-ban) feled N&-ionok bearamlasat teszik leteé sotétben (15%
cd*, 5% Md™") (Kolb, 19950. A fényexpozicié tehat a fotoreceptorokon hipeapiahciot,
géatlast okoz és ezzel glutamat felszabadulas ceékkeA fotoreceptorok ugyanis sététben
aktivak, ekkor a Nayeraram depolarizalja a sejteket és glutamatot szafed(A s6tétben
nagy mennyiségben felszabaduld glutamat OFF-biigofguronokat aktival, ON sejteket
gatol, mig fényben a glutamat-hiany miatt ON sejtlgpolarizalodnak/aktivalodnak és
OFF-sejtek hiperpolarizalédnak/gatiédnak koszobdmeta két bipolaris sejttipuson v
kilénb6d glutamat-receptor tipusoknak: ON-sejteken mGluBgj€latvitel: [CAMP]]),
OFF-sejteken AMPA (Na, K'- esetleg C#-ioncsatorna-) receptor talalhat@olb,
19953. A s6tétben mérhétNa' ,erarammal egyidben K'-ioncsatornak kifelé engednek a
sejtbl K*-ot, igy novelve az extracellularis,koncentraciot. Ezzel szemben fényben tehat

a [K]ec csokken, ez vezet a c-hullam kialakuldsahoz az -BERIasd kéébb). Az a-hullam
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|étrejottének hatterében pedig a ,sotét-aram” ceikke illetve a fentiekben ugyszint
részletezett un. fény-aram” §Perlman 19995.

A b-hullam sok kutatas célpontja volt mar, minthogy az ER@deb komponense
mind Klinikai, mind kisérletes szempontbdl. A bidanot bizonyitottan a fotoreceptoroktol
post-szinaptikusan elhelyezkedretinalis sejtek8l ered, ugyanis a fotoreceptorok
masodlagos retinalis neuronokkal valo szinaptikettyitelenek blokkolasa példaul
glutamattal (vagy aszpartattal, kobalt ionokkal,gas magnézium vagy alacsony kalcium
tartalma oldatokkal) megszlinteti a b-hullamot. Aldkam abban az esetben isialk, ha
az arteria centralis retinae elzarédasa miatt @naevérellatdsa akadalyozott akar
laboratoriumi akar klinikai kérilmények koz@Rerlman 1995.

Intracellularis elektrédokkal a Miller sejteket apsitottak elsként a b-hullamok
keletkezési helyel(Miller és Dowling 1970. Az un. “Mdller-sejt hipotézis” szerint a b-
hullamok a Miller-sejtek fény-indukalta extraceditis kalium ion-koncentraciovaltozas
miatti membranpotencial valtozasara vezdikevissza. A kalium koncentracio feny
hatdsara megemelkedik a kiilés bel§ szinaptikus (masnéven plexiform) rétegben, mely
nagy VvalGszifiséggel a depolarizal6(do) retinadlis idegsejtékbvalé szivargas
kovetkezménye: a kitlsplexiform rétegben kiuléndsen az ON-bipolaris $didé mig a
bels szinaptikus rétegben az amakrin és ganglion d®jteld kalium koncentracié ezen
valtozasa tehat megvéltoztatia a Muller-sejtek m@mbotencialjat, mely aztdn az
elektroretinogrammon b-hullamként lathatd. Azt, Weg ON-bipolaris sejtek tényleg részt
vesznek a b-hullam kialakitasaban alatamasztjak azoérések is, amelyek a kizarélag az
ON-bipolaris neuronokon talalhaté 2-amino-4-phosuibutyric acid (L-AP4)-érzékeny
glutamatreceptorok (MGIuR6) gatlasaval szintettéég na b-hullamot(Gurevich és
Slaughtey 1993.

Egyes kutatok, az an. “push-pull modell” hivei saer b-hulldmok létrejottéért az
ON-bipolaris sejtek, illetve agket gatlo OFF-bipolaris sejtek a felekk, a Muller sejtek
nélkil (Sieving és mtsai.1994. Az OFF-bipolaris sejtek felszinén E&VAMPA/Kainat
tipusu glutamét-receptorok szelektiv géatlasavar-@nitroquinoxalin-2,3-dion; DNQX)
példaul a b-hullam felésddik, feltehaileg a b-hullam ellen dolgozé aramforrasok
megsziintetésével.66 egy olyan kisérledt is beszamoltak mar, melyet a Muller-sejtek
kalium-permeabilitasat gatlé barium ionokkal végézta kezelés meg kellett volna
szlintesse az ERG b-hullaméat, azonban nem ez tgiténtés Perlman1999. Ez a
megfigyelés szemben all a Miller-sejt hipotézigselalatamasztja a ON-center bipoléris

sejtes “push-pull modell”-t.

13



Ez utébbi modell sem hagyhatja azonban figyelmefilkdzokat az eredményeket,
melyeket harmad-refid neuronok (amakrin és ganglion sejtek) akcios poédjanak,
valamint a negativ visszacsatolasokban (amexhipolaris sejt) részt vév GABA és
glicin-receptoroknak a specifikus blokkolasa haozatb-hullam amplitadéjat és kinetikajat
is befolyasoljak ezek a bélsetinalis sejteKDong és Hare2002).

Mindezek alapjan egyet tudunk biztosan leszogdmgy a b-hullamok létrejottéert
biztosan a fotoreceptoroktol post-szinaptikusanelgbblzked retinalis sejtek tehék
feleléssé, de ez a folyamat igen komplex, és felta@retz 6sszes retinalis sejtréteg részt
vesz az alakitasaban.

A c-hulldam egyértelnien a pigment epitheliumban generalddik, melyészir
Noell (Noell, 1954, majd Steinberg és mtsai mutattak teinberg és mtsail970. Noell
jéd-acetéatot hasznalt, mely a fotoreceptorokati téskre, illetve atvagta a nervus opticus-
t, mely a ganglion sejtek degeneraciojahoz vezeeglik beavatkozas sem szlntette meg
az ERG c-hullamjat. Steinberg és mtsai kozvetlemipigment epitheliumba helyeztek
mérelektrodot és a fény felvillanasakor ugyanolyarut@a gorbét kaptak, mint a c-
hullam. Tovabba, a retinat levalasztva a pigmeithefiumrdl, az ERG tartalmazta az a-
hullamot és a b-hulldmot, de a c-hullamiett A pigment epithelium elektromos
tevékenységének a hatterében egy kaliumdiggchanizmus all. Ha csdkken a pigment
epithelium és a fotoreceptorok kdzotti extracelislérben a kalium ionok szama, amely a
fotoreceptorok normalis, fény-indukalta elektromogikddésének feltétele, akkor ez a
trans-epithelidlis nyugalmi potencial megvaltozagémja maga utan; ez a c-hullam. igy
tehat a c-hulldamok a fotoreceptorok és a pigmenthelum és a kett kdzotti kapcsolat
funkcionalis integritasanak vizsgalatara hasznélhét c-hullam kivaltasahoz a kivalto
fényimpulzus idtartama relative hosszu (altalaban perces nagysdgrekell legyen
(Samuels és mtsak012.

Az ERG hérom ¢ komponensén tal specidlis bedllitasok mellett bialéslttel
szedvg egyéb, Un. minor komponenseket is azonosithakgk elektroretinogrammon,
mint példaul korai receptor potencial (ERP), odatkos potencial (OP), d-hullam,
scotopikus kiszob valasz (STR), vagy M-hullam. EZelentsége sokkal kisebb,
egyeseket klinikumban is hasznalnak (OP, d-hulldd®),van amelyik csak kisérletes
szempontbdl fontos.

Az ERP-t csak igen eps fény-ingeralkalmazéasakor lathatjuk, felteiltg a

fotoreceptorokbol ered. Amplitudoja a fotorecepkiyan |éw pigment koncentraciojatol
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flugg és a pigmentmolekuldk fotonelnyelésre adottfé&mnacios valtozasat tukrozi, igy
Klinikumban példaul retinitis pigmentosa utankogét& hasznalhaté, a rodopszin-
siriségét becstlik meg ve{Beriman 1995.

A kis amplitudéju, nagy frekvencidjioszcillatoros potencidlt is erés fény
stimulussallehet kivaltani, ilyenkor a b-hullam felszallé saa lathaté drészfog szden,
attol elktloniteni csak digitalis 8@kkel lehet(Asi és Perlman1992. Az OP eredetét még
nem tudjuk biztosan, de feltelitg a bel§ plexiform rétegben keletkeznek, az amakrin,
ganglion és bipoléaris sejtek kdzotti negativ feettbatvonalak nyoméan. Az OP nagyon
erzékeny mar enyhe iszkémiara is, ezért hasznathedtinalis metabolikus sziikségletek és
a retinalis vérellatas kozti egyensuly felméréspeddaul hattér-diabeteses retinopathiaban
olykor indikatorként hasznaljgPerlman 1995.

A d-hullam lathatéva tételéhelzosszabb fény stimulusékllenek (>100ms), hogy
az ON és OFF fazisok jol elkuléniljenek egymastiNidebb idtartam esetén a d-hullam
0sszeolvad a b-hullammal. A d-hullam az OFF-certtgrolaris sejtekbl ered: a
fotoreceptorok és az OFF bipolaris sejtek kozoétbmknunikacidoban résztvév
AMPA/Kainat tipusu glutaméterg szinapszisokikidésének kovetkezménye. A d-
hullamot csak akkor hasznaljak, amikor a csap GNOEF-Utvonalakat el kell kiléniteni,
példaul az ON-sejtekre specifikus probléemak azaasdhogPerlman 1995.

Sotéthez szoktatott uscotopicus allapotbaifekkor gyakorlatilag csak a palcikdk
miikddnek)nagyon gyenge fény stimulksll a STR kivaltasahoZ Sieving és Ninp1988.

Ez a lassu negativ hullam a Mller-sejtek membréampmaljdnak az extracellularis kalium
koncentraciévaltozasokra adott valasza. A Millgtekebarium ionokkal tortéh telitése,
mely gatolja a Miuller-sejtek kalium atereszképességeét, megszinteti a STR-t. Ez a
bariumos blokkolas volt az a modszer, ami, mintakban emlitettem, megdontotte a b-
hullam keletkezésének “Muller-sejtes hipotézisétiyel a b-hullam nemiint el; vagyis a
“Miller-sejtes hipotézis” nem a b-hullam, hanemTdrSétrejottét magyarazza.

Ugyanez a hipotézis magyarazza viszont a fényhektaott Gn. photopicus
allapotban a fényinger kezdetekor és befejeztekor jeleritkegy-egy negativ hullamot,
melyeknek egyuttes newd-hullam (Frishman és mtsail992. Tehat az M-hullamokat is
az extracellularis kalium ionok koncentraciovalteaéal és a Miiller-sejtekkel hozzak
0sszefliggésbe, fontos kiulonbség azonban a STRémzstk hogy az M-hullam fényes
hattérben végzett, photopicus jelenség, mely acksafikodésével fligg Ossze; jbllehet a
barium ionos kisérlet az M-hullamot is szinte tedje eltlinteti az elektroretinogrammrol.

Az a tény, hogy nem teljesetinik el a bariumos kezelésre az M-hullam a Mullgtesen
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kivil tovabbi, felteheélleg neuronalis befolyasoltsagra vall. Erdekes Kiéy tovabba az

is, hogy az M-hullam — val6jaban tehat M-duplahmllaé amplitudéja (és vele egyitt az
extracellularis kaliumaramok amplitiddja is) csdkkefénystimulus sugaranak névelésére:
minél kisebb ponton vilagitjuk meg a retinannal nagyobb az M-hullam és forditva

(Frishman és mtsail992.

2.3. A mono-natrium glutaméat (MSG)

A mono-natrium glutaméat (monosodium glutamate; M&G¢rmészetben az egyik
legnagyobb mennyiségbendéfrduld, nem-esszencialis aminosavnak, a glutarkaaa
natrium-sojaAdam, 2006.

Az aminosavak kozul a glutamat az altalanos meitalml szerepen Kkivil
neurotranszmitter funkciét is ellat, a legfontosadskcitatoros transzmitter a kozponti
idegrendszerben. A glutaminsav becslések szerkiizponti idegrendszerben az 6sszes
szinapszis mintegy 50%-aban, ezen belll az exoitatezinapszisok 90%-abanikddik
neurotranszmitterkérfGyires és Firs2011).

A neurotranszmitter glutamat nem jut at a vér-agyog, szintézise az agyban
torténik: kisebb részben glutaminbdl, nagyobb rémszta Krebs-ciklus intermedier
termékeként keletkezik. Ezutdn egy specifikus ghdth transzporter segitségével
szinaptikus vezikulumokba védik fel (aktiv transzport) és ezekben tarolodik.
Felszabadulasa a szinaptikus résh& @gnyes exocitézissal torténik. A szinaptikus tésb
eliminaciéja preszinaptikus visszavétellel tortémgkutamat transzportereken keresztil,
lebontdsaban a glutaminna valé enzimatikus visakéiabnak (glutamin-szintetaz) van
szerepéAdam 2006.

2.3.1. A glutamat receptorai

A glutamat receptorokat itkodésiik alapjan két nagy receptor-csaladra osathatj
ionotrop (iIGIuR) és metabotrop glutamat receptofmiGluR) (Willard és Koochekpour
2013.

Az ionotrop receptorokat tovabbi receptor-alcsaladokra osethatmelyeket
szelektiv agonista ligandjaik alapjan neveztek elamino-3-hidroxi-5-metil-4-
izoxazolpropionsav (AMPA), kainidt és N-metil-D-aaggat (NMDA) receptoroknak.
Kozos jellemdjuk, hogy négy alegységb épllnek fel és ligand-vezérelt

kationcsatornaként fikddnek. Mind a négy alegység tovabbi négy, az @lgoran jol
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megbrzé6dott alegységl all. Glutaméat vagy mas agonista &bdése a ligand-két
alegységhez konformaciovaltozast indukal a transzionén alegységben, mely igy egy
pérust képez NaK* és/vagy C& ionok szamara. Ha elég sok ionotrép glutamat recep
aktivalodik egyszerre, a bearamlo kation-aram akputencialt valt ki.

A legkevesebb ismerettel kainat receptorokrdl rendelkeziink: ezek a receptorok
pre- és posztszinaptikusan issferdulnak; az AMPA és NMDA receptorokhoz képest
eléfordulasuk a kozponti idegrendszerben korlatozottéls funkciojuk kevésbé ismert
(Huettner 2003. Szenzoros ingeriletvezetésben bet6ltott szeremjiepsziaval hoztak
Osszefliggésbe: a kainat epileptiform goércsoket kép@zni(Ben-Ari és Cossart2000.
Tovabba a kainat receptorok is részt vesznek apgtkus plaszticitasban (lasd alabb), bar
jelentséguk kisebb, mint az AMPA és NMDA-receptoroké.

Az AMPA receptorok elésorban az idegrendszeren bellli gyors, szinaptikus
ingerilet-tovabbitasban jatszanak szerepet, nagyéda posztszinaptikusan helyezkednek
el és igen fontos szerepet téltenek be a szinapfitaszticitasbarfWhitlock és mtsaj.
2006, azon belll is a sokat kutatott hosszutavu poten&sban (Long-Term Potentiation,
LTP). A szinaptikus plaszticitas a szinapszisok nak@pessége, hogy ddel esodik
(potencirozadik) vagy gyengul (deprimalodik) a feitelik annak flggvényeben, hogy
tobbet vagy kevesebbet vannak haszndMaghes 1958. Ez alapjan a szinaptikus
plaszticitds kétd tipusa az Un. szinaptikus potencirozas és azzimamikus depresszio.
Idétartam alapjan pedig révid- vagy hosszutavu szikaptplaszticitasrol beszeélhetiink. A
négy csoportot az irodalom angol elnevezésik ezt alapjan emliti (LTP, STP, LTD,
STD), melyek — minthogy az emlékeket agyi szinagmdzi egyméassal mérhetetlentl
o0sszefonddott haldzatanak tekintjik — a tudomaniyathesa szerint a tanulas és emlékezés
alapjat képezik. A hosszu tavu potencirozasbanMPA receptorok mellett meghatarozo
szerepet toltenek be az NMDA receptorok is.

A kainat és AMPA receptorokkal szemben NMiMIDA receptorok érdekes maodon
egyszerre ligand- és feszlltség-vezeérelt ioncsakprnisleg posztszinaptikusan
helyezkednek el és gyakran fordulna& pérban metabotrop glutamat receptorokkal egyutt
(Willard és Koochekpour2013. Fesziltség vezérelt aktivacidjuk annak kdszdahHeagy
a kationcsatorna pérusukat nyugalmi allapotban Mgy" esetleg egy Zi ion zérja el,
mely depolarizacié hataséra &ikk ki helyé®l, teret engedve Naés C4' ionok be- és K
ionok kidramldsanak. Az ioncsatorna kialakuladsahagyanugy glutamét-kivaltotta
konformaciovaltozas sziikséges, mint a tobbi ioqoglutamatreceptor esetében, viszont
ionaram csak depolarizalt allapotban folyik rajtk&resztil. A korabban mar emlitett
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hosszutavi potencirozasban (LTP) éppenezért az NMEA AMPA receptorok
kozremikddése is szukséges: az NMDA receptorok csak ak&pesek kinyilni, ha az
AMPA (ritkabb esetben a kainat) receptorok aktigfciés a kovetkezményes Na
bearamlas altal kivaltott depolarizacio kiloki arpgukat elzaré MG iont az extracellularis
térbe. Az NMDA receptorokon keresztil azonban —ndmn az AMPA és kainat
receptorokkal — C4 ionok is képesek bearamlani, amely aztdn az AMBéeptorok
novekedését eredményezi, mely az LTP alapja. Aabglar C&" ionok ezen tllmesen
aktivaljak a C&'/Calmodulin-filgg protein kindz (CaMKIl) enzimet is, amely foszfatja
az AMPA receptorokat ezzel ndvelve veietpességiiket és tovabb novelve az EPSP-t.
A teljesség kedveert megemlithetjik még a '90-ek @lején felfedezett Unlelta
glutaméat receptorok alcsaladjat (someli €és mtsaj. 1993. A receptor-alcsaladba két
fehérje-alegység tartozik (GluD1 és D2), melyekrdoam nem kotik a glutaméatot és ligand-
vezeérelt ioncsatorna funkciot sem mutatri8khmid és Hollmann2008, csupan a tobbi
ionotrop glutamét receptorral & homoldgiat mutatd aminosav-szekvencidjuk miatt
kerlltek be az ionotrop glutamét-receptorok csaldalj Bar olyan anyagok, mint glicin, D-
szerin és Cd bekotdnek a ,receptor” ligand-két doménjére, egyik sem aktivalja az
ioncsatorna funkciot, holott a fehérje strukturatisalkalmas ra, illetve az aminosav-
szekvenciaban medfigyelt hasonlésag miatt ez edtdrhvolna. A természetben is
eléforduld an. ,lurcher” GluD2-pontmutécié viszont dazonyitja, hogy a delta receptorok
ioncsatorna-funkcidja megtartott: a ,lurcher” muwadelta receptor egy folyamatosan
nyitott ioncsatorna, melyen keresztil spontan iamarfolyik és melyet érdekes mod
ligandok bek&idése zarhafWollmuth és mtsaj.2000. Mas kisérletekben pedig a ligand-
kot6 domén kicserélésével értek el sikereket: mind aD&] mind a GluD2 alegység
funkcionalis, ligandvezérelt (pl. glutamat is!) @rp csatornat alkot egy kainat-receptor
vagy egy AMPA-receptor ligandk®tdomeénjévelOrth és mtsaj.2013. Mindegyik ilyen
kiméraban a domén-transzplantaciéo a donor alegggégista-profiljat is hozta magaval,
igy tehat teljes éerték(glutamat-) receptorra valhat mindkét delta-recepyitott kérdés,
hogy ilyen fehérje-kdlcsdnhatasok fiziolégiasatif@dulnak-e. De még ha nem is, ismét
mas kutatasok arra is fényt deritettek, hogy aadelteptorok C és N-terminalis végeiken
akar metabotrép modon is képesek lehetnek jeléwi€orashima és mtsai2009, mely
szabad teret enged a glutaméat delta receptorodgtspltsaganak, igaz, nem ionotrép

maodon, ahogy szerkezetithladddoéan gondolhatnank, hanem metabotr6p médon.
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A metabotrép glutamatreceptor-csaladot is harom alcsaladrahagak, melyek
rendre az mGIluR1, 2 és 3 jelzést kagd@knn és Pin1997). K6zos jellemajik klasszikus
felépitésuk — 7 transz-membran doménnal rendelke&eG-fehérjehez kapcsolodnak. Az
alcsaladokon beltl 8 kulonbéglutamat-receptort kildnitenek el (MGhudR

A féleg posztszinaptikusan elhelyezkemGIluR1-es és 5-0s tipusok (I-es alcsalad)
Gq jelatviteli utvonalat aktivalnak, igy serkentikf@szfolipaz-C enzim rikodéset, amely
foszfo-inozotil-difoszfatbdl (PR diacilglicerolt (DAG) és inozitol-trifoszfatot B) hasit.
Ezek az effektor molekuldk aztdn tovabbi Un. dovassh target-eket aktivalnak (pl.
proteinkindz C), mely végul az intracellularis “Gazint megemelkedéséhez vezet.
Ugyanakkor ezek a receptorok Nas K'-csatornakkal is kapcsoltak, melyeken keresztil
serkend s gatlo hatast is képesek kivalté@hu és Hablitz2000.

A 2-es, 3-as alcsalad receptoraj @latveiteli Utvonalat aktivalnak, vagyis az
adenilat ciklaz enzim gatlasaval az intracellulac&MP szintet csokkentik. Ezek a
receptorok dleg preszinaptikusan helyezkednek el, és gatlastdiienek mind serkeft
mind gatl6 atvonalakréChu és Hablitz2000.

A retina a nyolc kulonbdz metabotrép glutaméat receptorbdl hetet tartalmaz
kilonbo®d sejtrétegeiben; az mGIuR3 a kivétel, melynek mRNSrdekes madd
megtalalhaté ugyan a retina sejtjeiben (bipolasig@nglionsejtekben), de nem féjdik ki
fehérje formédban(Dhingra és Vardi 2012. Az ionotrop glutamat-receptorok kozul
midegyik megtalalhato a retindb@Boos és mtsgi.1993; Zhou és mtsail993; Cohen és
Miller, 1994).

2.3.2. Fiziologiai hatasok

A glutaméat az idegrendszer egyik legfontosabb seskangeriletatvié anyaga.
Legnagyobb mennyiségben az agykéregben, a kisagyladamint a memoriaért felid
agyteruletekben fordul @l nagy mennyiségben (hyppocampus, amygdala, thalamus
limbicus rendszer). Fiziologias hatasai igen sx@e®k: a glutamat és receptorai olyan
kilénb6d funkcidkban szerepelnek, mint a tanulas, emlékézedz ezek alapjat kégez
szinaptikus plaszticitas (legyen az rovid-tavu vdmggsszu-tdvl szinaptikus potencirozas
vagy depresszid), tovabba szorongas, fajdalomézéktas(Fairman és Amaral999;
Willard és Koochekpoyr2013. Még az énmagukban receptorialis funkciékkal nend bi
delta glutamét receptoroknak is van fiziologiasrepék: a GluD1 az agy fégiésében
télthet be fontos szerepet (féth agyban csak kis mennyiségben fordu, ehig efsen
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expresszalodik a k8sembrondlis és korai posztnatélis korbéindmeli és mtsaj. 1993,
valamint a magas frekvencigju hallasban fon{8sfieddine és Wenthqld1997) és
megtalalhaté a retinalis ganglion- és bipolaridjadpen is(Jakobs és mtsai2007); a
GluD2 pedig Purkinje-sejtekben fordul 6eles ezek szinaptogeneziséhez, a motoros

tanulashoz és koordinaciéhoz elengedheté¥erzaki, 2004).

2.3.3. Patologiai hatasok — Glutamat excitotoxisita

Az glutamat receptorok és hozzajuk kapcsolodd pasmptikus jelatvig
alkotoelemek tartds ingerlése egy glutamat exciioitdsnak nevezett jelenséghez vezet,
mely jelenbsen hozzajarul tdbb neurodegenerativ betegséghezidégrendszeri
karosodashoz, mint amilyen az AlzheiméArias és mtsaj. 1998 és a Parkinson-kor
(Sonsalla és mtsail998, vagy a sclerosis multiplex iBVerner és mtsai.2000. A
megndvekedett glutamat mennyiség, mely eredhetipElibbdl is, hogy sériilt vagy beteg
sejtek glutamatot szabaditanak fel, normal jelélivimechanizmusoknak kdszonben
tovabbi glutamét-felszabadulast és igy tllzott BiérCa*-bearamlast okoz, amely aztan
kaszpéz, protedz, endonukledz, foszfolipdz enzimeeidellenes tul-aktivdloddsahoz és
kovetkezményes idegsejt-elhalashoz, apoptézishazetviRibeiro és mtsai. 2010.
Raadasul a megnodvekedett kation-aram megvaltoztajm idegsejtek normal
membranpotencialjat, mely a glutamat szinaptikushilé torténs eltavolitdsahoz
nélkulozhetetlen glutamat transzporter fehérjékkoaésének elengedhetetlen feltétele
(Dong és mtsai.2009. A normal kortlmeények kozott a szinaptikus résheimdéssze
milliszekundumokig jelenléy (Clements és mtsai.l992 glutamét ebben az esetben
tovabb ingerli receptorait, mely tovabb sulyosbéjaérilést és/vagy hozzajarul a betegség
kialakulasahoz vagy progressziojahoz.

Az excitotoxikus sejtkarosodas nem minden esetbemaa fentebb emlitett
(tultermelés ill. tulzott felszabadulas miatti) gimét tobblet kévetkezménye. A glutamét
lebontasa illetve eltavolitasa a szinaptikus ¢Eslgyanolyan fontos (ha nem fontosabb)
szempont a glutaméat-kivaltotta retinalis excitotitds megeéizésében(lzumi és mtsaj.
2002. Ezekben az extracellularis glutamét koncentrécideosztazis fenntartdsaban
kritikus folyamatokban a glutamat transzporter fgké(excitatory amino acid transporter-
ek; EAAT;5) és a glutamin-szintetaz enzim vesznek rédghikawa 2013. Ezen

folyamatok down-regulacioja excitotoxikus neuros&léarosodasokhoz vezet.
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A glutamat metabolizmus abnormalisikbdése tobbek kdzott a mitokondriumok
mukodésére illetve az energia-termelés (ATP) zavansrethdt vissza. Mivel a glutamin-
szintetdz ATP igényes iimelet soran alakitja glutaminna a glutamatot, ATéhyban az
extracellularis glutamat koncentracié megemelkgBikngmann és mtsai2009. Habar a
glutamat transzporterek nem igényelnek kozvetleATiP-t mikodésiikhoz, Nafliggs
transzporterek, dkodésiik elengedhetetlen feltétele & N& és H ion-gradiens, hogy a
koncentracid-gradienssel szemben glutamatot ledgyeképesek pumpalni a sejtbe
(Nicholls és Attwell 1990. Mivel ezeket az ion-gradienseket a’NMa-ATPaz pumpa
tartja fenn, a glutamat transzporterek is fuggeaekATP-szinibl (Silver és Erecinska
1997). Igy az ATP-szint csokkenésével mind a glutamégtel, mind a glutaméat-lebontas
jelensen legatlodik, és ezaltal méga glutamat excitotoxicitas rizikoja.

Az excitotoxicitas szamos szemeészeti megbetegedésbezerepet jatszik, mint
példaul a retindlis erek elzarédasa miatt kialakiszkémia, glaukoma és diabéteszes
retinopatia (Ishikawa 2013. Retinalis iszkémiaban a glutaméat transzporterériék
funkcioja lecsokken(Barnett és mtsagi.2001), és mihelyt az alternativ energia-forras
glikogén raktarak kitrilnek és a glikolizis led&l, glutamin szintetaz enzim aktivitdsa is
megs#inik (Ishikawg 2013; valamint az iszkémia kodzvetlendl is downregul§thea
glutamin szintetazt(Hlavackova és mtsai.2010. Kisérletes glaukéma modellben az
emelkedett szembelnyomagistor gatolja a glutamat transzporterek expresdzitjajd
glutamin szintetaz downregulaciot valt ki, emellethitokondrium-karosodast eés
kovetkezményes ATP-depléciot okélshikawa és mtsai.2010. Cukorbeteg patkanyok
felesleget idéz 6| a kovetkezményes NMDA-receptor tulaktividlodas ipeEGF
termelést valt ki és karositja a retinalis gangbeijtekefishikawg 2013.

Megemlithebk még olyan glutamathoz kétléetnegbetegedések is, mint a tumoros
sejt-transzformacid, melyet tobb szovetbebr,(lemb és prosztata) is kimutattgRrickett
és Samue|s2012; Willard és Koochekpou013, vagy a kinai vendéglszindroma (ahol
glutamat fiszerezés étel fogyasztasa utan kb. 15-20 perccel az am@kény egyéneknél
egy fejfajasbol, brkipirulasbol, zsibbadasbol stb. allé tinetegyljedsntkezik): ez utdbbi
egy maig megfejtetlen, nyitott kérdése a farmakididgk(Geha és mtsai2000.
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2.4. Az iszkémia-reperfazios karosodas

Az iszkémia az a patologiai allapot, melyben eggrezvagy szévet verellatasa
akadalyozott, aminek kovetkeztében az oxigén-iggnykinalat kozotti egyensuly felborul,
a sejtek anyagcseréjéhez szilkséges oxigén- éyapahatas nem megfetelmint ahogy
a felesleges hulladék-termékek eltavolitasa sems&@mia rohamos lUtemben karositja a
metabolikusan aktiv szoveteket, de paradox modonyéeellatas iszkémia utani
helyreallitasa is olyan események egész kaszkaudjiija el, melyek potencialisan tovabb
rontjdk az eredeti sériilést: ez a hatds a repédidrosodad.iao €s mtsaj.2013.

Az iszkémia-reperfuzios karosodas egy igen 6sdzédbi tényeés mechanizmus:
a szoveti oxidativ stressz protein kindzok egésaladgit aktivalja, melyek aztan
gyulladasos anyagok génjeinek sejten bellli kifgjeését szabalyozd transzkripcios
faktorokat aktivalnak, ezek helyi gyulladast okdgnamit csak tovabb ésit a leukocitak
fellépése, ugyanis a szoveti sérilés helyére vémaeutrofilek gyulladasos @&nyagokat,
reaktiv oxigéngyokoket, citokineket valasztanal ksuchihashi és mtsai2004; Scott és
mtsai, 2005. Az iszkémia kiterjedt endotelialis apoptédzisindukal és a szervet/szdvetet
ellatd erek endotél-sejtjeinek elvesztése a vdésllatovabb akadalyozo trombozist

eredményetShah és mtsail997).

2.4.1. A retina vérellatasa és iszkémia-reperfuk@r®sodasa

Ha egy szovet helyi vérellatasa akadozik — pélaayl lokalis elzarddas miatt — a
vérellatd rendszer anatOmidja, az adott szovetld@zata jelenisen befolyasolja az
iszkémias végkimenetel sulyossagat. A retina \ét@sht két utvonalon kap{&éthelyi
2002. A fotoreceptorok, kusretinalis rétegek indirekt modon az érhartya velggroidea
felél, az un. ciliaris artériakbdl kapjak a tapanyadokaaga az érhartya egy gazdagon
egymasbafon6dd, anasztomoézisos érhaldzat. A retindlis sejteket az arteria centralis
retinae agai latjak el, melyek a szemfenéken jedegs és teljesen egyedi lefutast mutatnak
— ez az alapja a biztonsagi rendszerekben alkaltnetima-szkennerek azonositasanak. Az
arteria centralis retinae kéb figa az idegrostok rétegében feliletesen fut, iratga le
arteriola agait, melyek aztan tovabb agaznak etijetesen és egy mélyebben (a Bels
magvas réteg és a kélplexiform réteg kozott) elhelyezkédapillaris plexust formazva; a
retina egésze igy van behdlozva, kivéve az élés laelye, a macula, amelyet az erek

korbeivelnek, egy sarga, érmentes foltot hagyva ki.
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Az arteria centralis retinae két iga végag, koztik anasztomdzis nincs, igy ezek
elzardédasa esetén az érintett terlleten a retilsé bitegeinek teljes iszkémidja jon létre;
hasonlo képpen, maganak az arteria centralis eetielk (még a dichotdm elagazodasa
elott) elzarédasa esetén a teljes retina dhetdegeinek iszkémiaja alakulhat ki. A retina
kilsd sejtrétegei ezekben az esetekben nem szenvedremigt, rdadasul a choroidea
tobb ciliaris artéridabol kapja vérellatasat, igyyegliaris artéria kiesése a choroidea
anasztomozisai miatt nem okoz feltétlen végzetekémiat. A kul§ sejtrétegek
iszkémiajanak oka gyakrabban choriokapillaris ellegtség vagy szakadasos retinalevalas.
A szem legsulyosabb iszkémias karosodasat a szefarv@rteria ophtalmica) elzarédasa
okozza. Mivel ebbl az érl adgazik le gyakorlatilag a szemet ellatd Osszeériar (az
arteria centralis retinae és a ciliaris artérial, isnnek az érnek az obstrukcioja
katasztrofalis kovetkezményekkel jarhat .

A retina ereinek elzarédasat és kovetkezményesérnsi#jat artérias oldalon
leggyakrabban ateroszklerdzis, trombdzis vagy emdab, vér dyscrasidk, gyulladas,
vénas oldalon ezeken tulnteam emelkedett szembelnyomas okof@sborne és mtsai.
2009). Iszkémia kialakulhat diabeteses retinopatiaban dminek hétterében nem
érelzarédas, hanem an. microangiopatias karosoddbk: lamina basalis rendellenesség
illetve pericitak karosodasa/hianya miatt kialakigépillaris szivargas, 6déma, gyulladas és
gliosis(Osborne és mtsa004).

Retindlis iszkémiaban — az iszkémia altalanos sé&idl emlitetteken kivil — a
sulyos karosodas hatterében a retinalis sejtekgetngiztartasanak (ATP-termelésnek)
zavara is megemlited(Kaskel és mtsai.1976. Az ATP hiany csokkenti a retinalis
sejtekre jellem& Na+/K+-ATPaz pumpa aktivitasat, melynek kovetkbete a sejtekbe
Na+, Cl- és viz aramlik be, ami sejtszinten a Hajtdk hipo-ozmotikus duzzadasat
okozza, tonkretéve azokiukbdéseét, szbveti szinten pedig 6déntdtevalk és Nicklas
1997. Az iszkémia utani reperfizido a retinaban még asdpb karosodast okoz: az
iszkémia alatti oxigén- és tapanyag-hiany noveétaa érzékenységét a gyulladasra illetve
oxidativ stresszre, melyet a vérellatas helyredlidgez eb (Osborne és mtsai2004. A
retina iszkémias karosodasat tovabb rontja, hoggtiaa sejtjei k6zotti kommunikaciéd
ingeriletatviv anyaga a glutamat: a fentebb részletezett glutardéakalta excitotoxicitas
az iszkémia-reperfuzids retinakarosodas kivaltdsaegyik alapvei, Iényeges eleme
(Osborne és mtsak004).
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2.4.2. A hemoxigenaz 1 enzim (HO-1) és szerepmzkaémidban

Az iszkémia-reperfaziés karosodasokban jeélentszerepet tulajdonitanak az
oxidativ stressz-nek, illetve a szabad oxigén-giokdi. A vasat tartalmazé porfirin vazas
prosztetikus csoport, a hem, szabad, nem-kotcp@tiaban éppen ilyen reaktiv oxigén
gyokok képsddését katalizalja, ezaltal oxidativ stresszt, sefikodast és szoveti sérilést
okoz (Vercellotti és mtsaj.1994; Jeney és mtsaR002).

Hem molekula minden sejtmaggal rendetkeemberi sejtben szintetizalddik
(Wagener és mtsai.2003. A kulonbd® sejtek hem-sziikséglete szonban jéisen
kulonbozik: a legnagyobb mennyiségben a csoategla maj sejtjei szintetizaljak gbbiek
a vorosvertestek hemoglobinja miatt, utébbiak pedigtokrom P450 enzim-csalad tagjai
miatt, amelyek agyszint hem prosztetikus csoporéatielke# Gan. hemoproteineiBerk és
mtsai, 1976. De rajtuk kivdl is, a legtobb efid sejt tartalmaz Un. szabad/lekdtetlen hem
pool-t, mely a hemoproteinek bomlasabdl szarmaedvéd ezek felépitéséhez szikséges
hem atmeneti taroldhelye, fogalmazhatunk Ggy, hegyegy “pre- ill. poszt-hemoprotein
szabad hem pool[Ryter és Tyrrell2000.

A szabad hem prekurzor és szabalyozé funkciokatb@(Ponka 1999. A hem
prosztetikus csoportként szerepel a hemoglobinlmainglobinban, a citokrémokban,
kataldz és peroxidaz enzimekben, valamint a cikigenaz, és nitrogén monoxid szintetaz
enzimekber{Maines 1997. A hem szamos gén expressziojat is szabalyozaszikepcios
faktor-, mRNS-, fehérjeszintézis- és poszttransatacszinten, igy a hemoxigenéz-1
enzimét is (Gidari és Levere 1977). Ezen tulmefen a hem bizonyos sejtek

Szamos pozitiv tulajdonsaga ellenére azonban, eglgbebizonyiték tamasztja ala a
szabad hem sejtkarositdo hatasat. Mivel a hem eapsahy-molekulatomeg lipofil vas
kelat, konnyen interkalalodik lipid keéHrétegekbe tonkretéve ezaltal sejtek,
mitokondriumok, sejtmagok membranjat és meggyeergteitoszkeletoniBalla és mtsaj.
1991; Ryter és Tyrrel2000.

A sejtek szabad hem pool-ja megemelkedhet extrdée hem-tulterhelés,
megndvekedett hem-szintézis, felgyorsult hemopmelbeintas stb. miaiiRyter és Tyrrell
2000, amely szabad oxigén gyokok eés kovetkezményes atixidsériléshez és
sejtkarosodashoz, ami pedig limfocita aktivacioBefelhalmozddashoz veq¥Vagener és
mtsai, 2003; Tsuchihashi és mtsaR004). Iszkémia-reperfuzié esetén az intracellularis

hem-termelés megdn oxidativ stressz hatasara hem szabadul fel ktstélisan karosodott
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hemoproteinekll (Ryter és Tyrrell 2000, valamint extracellularis tulterhelést jelentenek
az erekben rekedt vorosvértestek, melyek repetbadnio eldeformalodnak,
aggregalddhatnak tovabb gatolva a vérellatast azigltkémiat okozva, valamint lizisik
bekovetkeztével, a felszabadulé kotetlen hem delér az oxidativ folyamatokat,
szabadgyokok keletkeznek ezzel hozzajarul az isiEkéeperfuzios karosodashoz
(Tsuchihashi és mtsaR004).

Szamos extracelluléris és intracellularis védékeechanizmus létezik a szabad
hem altal kivaltott oxidativ stressz kivédésére. hemopexin példaul egy plazma
glikoprotein, amely kivételesen nagy hatékonysagk@ti a szabad hemet az érben
(Tolosano és Altruda2002. Az igy megkotott hemet a sejtek aztan felvesszike®ontjak
(Tsuchihashi és mtsai2004). Intracellularisan a hemet a hemoxigenaz enzimokjék,
melyek azzal, hogy medaik a hem szabadgyok-képzését nyilvanvaléan fontos
citoprotektiv hatast fejtenek ki.

A hem lebontasaban sebességmeghatarozo lépés xigendz (HO) enzim altal
katalizalt folyamat, melyben a hesiitszénmonoxid (CO) , szabad vas {ffes biliverdin
keletkezik, mely utdbbit a biliverdin reduktaz emzazonnal tovabbalakitja bilirubinna
(Maines 1997. A hemoxigenaznak harom izoformaja létezik: azukahaté HO-1, a
konstitutivan expresszélt HO-2 és az ezekkel rokenkevésbé ismert HO{3 suchihashi
eés mtsaj. 2004; Deshane és mtsak005. A HO-3-at egydire csak patkanyokban
azonositottak(McCoubrey és mtsai.1997), kis jelentsédi, fizioldgias szerepe nem
tisztazott, feltehéen csupan egy pszeudogdhlayashi és mtsai.2004. A HO-2
elsssorban az agyban, a herék szdvetében, az enddtétben, majban és a belekben
fordul e, a sejtek mitokondriumaiban helyezkedik el és gnmdkodés fiziologias
szabalyozo6jaként funkciondWagener é€s mtsai.1999. A HO-1 ubikviter, minden
szOvetben indukalhat6 a kifefidése és a sejtek endoplazmatikus retikulumaibathtb
(Deshane és mtsak005. A HO-1 expresszio alap helyzetben relative alagskivéve a
lépet, ahol allandé magas koncentraciéban van [dlsmchihashi és mtsaR004). A HO-1
upregulacioja az egyik legfontosabb citoprotektivchanizmus, mely a sejteketéér
kulonféle stresszhelyzetekben aktivalodik. A HOxpresszioja sokkal tobb stimulus altal
indukalhatd, mint barmilyen mas eddig leirt enzimd40O-1-aktivitas indukalddik tébbek
kozott hem, iszkémia, gyulladas, hipoxia, hiperpxigtrogén monoxid, kadmium,
novekedési faktorok, oxidalt LDL, sugarzas stb.dbata(Choi és Alam 1996; Maines
1997. Ebkdl egyeértelntien kitinik a HO-1 és az iszkémia kapcsolata: az iszkémnpiaxia
kozvetlendl is, valamint az iszkémia kovetkeztéldaalakul6 fokozott hem-terhelés,
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kovetkezményes steril-gyulladas stb. altal indirekbdon is képes fokozni a HO-1
termebdését illetve aktivitasat. Nincs még egy olyan enzmelyet ennyi kilénbd@z
faktor/behatas indukélna, mint a HO-1-et. Ez adoiat kulcs fontossagu szerepet jatszik
az antioxidans/oxidans homeosztazis fenntartasamikarosodas esetén: a HO-1 —
reakciotermékein keresztil — szamos biologiai hakdgiltasara képes, uGgymint
anti-oxidans, anti-inflammatorikus, pro- és antepotikus hatas, ezzel szamos kritikus
bioldgiai folyamatot befolyasolva, mint példaul iszkémia-reperfazios karosod4gtong

és mtsai.2000; Otterbein és mtsaR003; Deshane és mts&2005.

A HO-1 jotekony hatasanak hatterében egyrészt enpitlisan citotoxikus szabad
hem lebontasa, valamint az ebben a folyamatbancképzakciotermékek allnak: mind a
biliverdinrél/bilirubinrél, mind a CO-rél kiderllt, hogy iszkéaeireperfazidos
karosodasokban protektivek.

Az exogén, kis mennyiségCO iszkémia-reperfuzioban tobbek k&zott szivben,
tudoben, vesében és bélben bizonyult &ddhtasunakFujita és mtsaj.2001; Nakao és
mtsai, 2003; Nakao és mtsai2005; a CO tobbek k6zott cGMP és MAPK Gtvonalakon
keresztll hatva anti-apoptotikus, anti-inflammatosi és anti-proliferativ hatag®yter és
Otterbein 2004.

A biliverdin és a bilirubin &is antioxidansoKTomaro és Batlle2002; Kapitulnik
2004, exogén bilirubin — alacsony koncentracidban —késza-reperfuzibban véd
hatasunak bizonyult tébbek kdzo6tt szivben, majlsaveséberiClark és mtsaj.2000; Kato
eés mtsaij. 2003; Adin és mtsgi.2005. Jéllehet nagy mennyiségben az albuminhoz nem
kotott, szabad, nem-konjugalt bilirubin neurotoxdkikernicterus, bilirubin-enkefalopéatia),
fiziologias plazma-koncentraciokban jotekony hatg&ipitulnik, 2004).

A HO reakcioban felszabadulé vas azonban bizorngitatzabadgyokképzatasu:
Fenton-reakcio Utjan membran- illetve szovet-kaddso képes okozriKapitulnik, 2004).
Szerencsére azonban a szabad vas koncentracié edi@gek a nagy affinitasu vas-&ot
ferritin gyors expresszi6jahoz vezet, valamint magdO-1 enzim fokozza egy, a vasat az
endoplazmatikus retikulum lgfédéseibe, Un. mikroszomakban pumpéalé Fe-ATPaz efflux
pumpa kifejeddését(Baranano és mtsa2000. A mikroszomakbol aztan a vas exocitézis
atjan visszakerulhet a vérplazméba, ahol cirkulas-kelator fehérjék (transzferrin,
apoferrin) azonnal megkétik, hogy aztan a méj elifsa a vasat a keringésbigy tehat a
HO-1 tkp. ebsegitheti az intracellularis forrasbol szarmazo6 eidvolitasat a szisztémas
vérkeringésbdKatori és mtsaj.2002. Jollehet a szabad hem és a szabad vas mindketten

pro-oxidans anyagok, a hem bontasa soran felszhkbads kevésbé valdszin hogy
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felhalmozo6dik a membranokban, tébb Utvonal is rékedetsre all a redisztriblciojara és
semlegesitéséf&atori és mtsaj.2002.

Bar a HO-1 iszkémia ellenes hatasanak hatterébkeén ndéchanizmusok nem
teljesen tisztizottak, ugynik a hem-bontasbdél szarmazé termékek, a CO, webdin és a
vas-indukalta ferritin tehék felelossé a HO-1 aktivacié j6tékony hatasai@itagener és
mtsai, 1999.

2.5. A hipofizis adenilat ciklaz aktivald polipepiiPACAP)

Az 1989-ben barany hipofizisben (angolul pituitafglfedezett adenilat-ciklaz
enzimet aktivalé polipeptid, a PACAP a szervezetkénizoformaban van jelen: egy 38
aminosavbol all6 hosszabfMiyata és mtsaj. 1989 és egy a rikodéshez feltétlendl
szikséges 27 aminosavbol allé rovidebb valtozathdigata €s mtsaj.1990. A peptid
elsbdleges szerkezete igen néegptt: az emisdkben, 8t meg a kétéltekben és a halakban
is gyakorlatilag azonofDejda és mtsgi.2005. A PACAP38 ebfordulasa a szdvetekben
gyakoribb, mint a PACAP27-&/audry és mtsaj2009.

El6fordulasat tekintve, nem kizardlagosan a hipofiaigthanem szerte a kézponti
idegrendszerben valamint a perifériakon is mediatdl mint példaul a mellékvesékben,
légzérendszer idegvé@réseiben, az emésrendszerben, a nemiszervekben sti{Disjda
és mitsaj. 2005. Legnagyobb mennyiségben a herék szovetében, dusial a
himivarsejtekben fordul &] itt minden mas ismert peptidnél magasabb konéerdtban
van jelen a PACARVaudry és mtsai2009.

2.5.1. Fiziologias hatasok

A PACAP pleiotrop hatésair6l szamtalan cikk szamoiér be: a PACAP
hormonként, neurohormonként, neurotranszmitterkséritof-faktorként funkcional szamos
szovetben.

A kozponti idegrendszerben a PACAP tébb fontos eggmel is bir: csokkenti a
taplalék- de noveli a folyafékfelvételt, részt vegzalvas szabalyozasaban, a fajdalomérzet
és az érzelmek kialakitasaban $ttaudry és mtsai2009.

A PACAP-nak szabalyozé szerepet tulajdonitanak mothlamuszban. Egyrészt
neurotranszmitterek felszabadulasat befolyasolj@sszes hipotalamikus an. trop-sejtben
(gonadotrép, somatotrép, laktotrop, kortikotropedirép) (Vaudry €s mtsai.2009. A
PACAP stimulalja a melanotrop, POMC-tartalmu séymk az a-MSH termelést ill.
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elvalasztast igKoch és Lutz-Bucherl992; Mounien és mtsai2006; Kidane és mtsai.
2007). Tobb cikk szerint is a PACAP taplalék-felvételygakorolt hatasat valojaban a
kovetkezményesen felszabadwltMSH fejti ki, st nemcsak a POMC és-MSH
kifejezodését upreguldlja, de még azMSH MC4-R (Un. melanocortin 4-es tipusu)
receptorat igMounien és mtsgi2006; 2009.

Tovabba részt vesz a cirkadian ritmus-szabalyorashaa PACAP és receptorai a
24 Oras ciklus alatt a retinohipotalamikus palyaelib kilénb6®d mértékben
expresszalodnak, igy feltebitg fontos szerepet jatszanak a biologiai Ora fetgt-
napciklushoz valé allitasdban, valamint a melat@zintézisben igGillette és Mitchell
2002.

A retina-hipofizis/hipotalamusz- illetve a PACAPMSH-kapcsolatot ésiti az a
felfedezés is, miszerint a szinvaltasra képeso&llahint példaul a Xenopus laevis (karmos
béka), Brszinének hattérszinhez vald adaptaciojaban fazeepe van a PACAP hataséra
felszabadultu-MSH -nak: a PACAP altal stimulalhaté, PACAP-recepdl is rendelkez
melanotrop sejtek-MSH-n keresztll hormonalisan kontrollaljak ér lszinvaltasatKidane
és mtsai.2007; Kidane és mtsa008.

A PACAP neurotréf illetve neuroprotektiv hatasairl sok cikk szamolt be: az
agyszovet fefldésében elengedhetetlen a sejtek osztodasahozredidfalodasahoz
(Vaudry és mtsai.2009, tovabba véd hatast képes kifejteni tobbek kdzott Parkinson-
korban (Reglodi és mtsai. 2004; Reglodi és mtsai.2006, iszkémias agy- €s
retinakarosodasba(Reglodi és mtsai.2002; Atlasz és mtsai.2007) illetve glutamat
okozta retinalis excitotoxikus karosodasbar(Tiamas és mtsai2004; Atlasz és mtsai.
2009.

A periférakon a PACAP simaizomrelaxaciot valt gy ertagito, horétagitod és bél-
motilitas-serkerdt  hatast, a hasnyalmirigyben inzulin-elvalasztastz agész
gasztrointesztinalis traktusban pedig em@stv-termelést serke(iDejda és mtsgi2005;
Vaudry és mtsai2009. A pajzsmirigyben serkenti a tiroxin-termeléshexékben éiseqiti
a sperma-érést, részt vehet az erekciob@hkben javitia a fertilitast; a mellékvese
fejlédéséhez és differencidlédasahoz is hozzajarulmmtaelbsegiti a mellékvese hormon-
elvédlasztdsat, hatdssal van a tégralamint a sziv- és érrendszerre; az immunremdsze
sejteit is befolyasolja, immunmodulator hatasu;am@ht még a csontrendszerre is van
hatasgVaudry és mtsaji.2009.
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2.5.2. Glutaméat indukalta retinakarosodas ellerdd/éatas

A PACAP képes a magas koncentracioju glutamatmithtis hatasaitél megvédeni
a neuronokat(Morio és mtsaj. 1996. S6t, a glutamat excitotoxikus dozisban még
jelensen noveli is a PACAP mRNS-ének expresszi@aintani és mtsai20095.

A PACAP csoOkkenti a glutamat-indukalta neurotoXstt retinalis neuron-
sejttenyészetberiShoge és mtsai.l999. Pécsi kollaboracios partner-kutatécsoportunk
korabbi eredményei szerint a PACAP képes kivédaglutamat excitotoxicitast retinaban
in vivo is (Babai és mtsgi.2005; Atlasz és mtsai2008. Ujsziléttkori mono-néatrium-
glutaméat (MSG) okozta karosodas ellen is hatasaelést jelent a PACARAtlasz és
mtsai, 2009; Kiss és mtsai2011), amely raadasul sajat receptoranak (PA&Xpresszidjat
is fokozza(Szabadfi és mtsai2012).

A PACAP a glutaméat-indukalta karosodas elleni dvéditasat feltehéen cAMP
medialta atvonalon keresztil fejti KMorio €s mtsaj. 1996, és arrél is beszamoltak mar,
hogy a PACAP kozvetlenul, intracellularis masodlgmessengerek nélkil is képes
modulalni glutamat NMDA-receptorokétiu és Madsen1997; 1998

2.5.3. A PACAP receptorai

A human PACAP27 szekvenciaja 68%-ban megegyezilazaktiv intesztindlis
peptidével (VIP) igy a PACAP is a VIP-szekretin-GHHglukagon fehérje-szupercsaladba
tartozik (Sherwood és mtsak000; Vaudry s mtsai009.

A PACAP harom & receptortipuson fejti ki hatasat. Ezeket egymasteACAP és
VIP iranti érzékenység alapjan lehet elkulonitenPAG receptorhoz, melynek legalabb 8
kilonbod variansa létezik, a PACAP kb. harom nagysagrenddelyobb (k~0,5nM)
affinitassal kéddik, mint a VIP (kg >500nM), mig a VPAC receptor, melynek két altipusa
ismert a VPAG és VPAG, nem-szelektiv, a két peptid kozel azonos affasigh koddik
hozzéa (k=1nM) (Dejda és mtsgi2005.

A PAC; receptor elssorban a kdzponti idegrendszerben, mig a VPAC teoap
elsdsorban a periféridkon elterjedt@kaudry és mtsai.2009. Ezek alapjan nem megi&p
hogy a szem szdveteiben is igen elterjedt a sZelB&C, receptor. Az érhartyalieg nem-
szelektiv VPAC receptorokat tartalmaz (~80%-banxharoidea és a retinalis pigment
epithelium ~60%-ban, mig a retina ~85%- ban PACA&lektiv PAG tipusu receptorokat
tartalmaz(Nilsson és mtsgi1994; D'Agata és Cavallar©999.
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Mindhdrom PACAP receptortipus G-fehérjével kapcsht transzmembran
doménnel rendelkéz(7-TM) receptor. A § jelatviteli atvonaluk az adenilat-ciklaz enzim
aktivacidja (@), melynek kovetkeztében a cCAMP szintje a sejtekbeygrd (Dejda és
mtsai, 2009; tovabba minden receptortipus aktivalhatja a fugziz D (PLD) utvonalat is
(McCulloch és mtsai.2000. (Ezek aldl kivételt képez a PAGNn. TM4 variansa.) A PAC
(kiveve a TM4 varians) és VPACreceptorok foszfolipaz C (PLC) Gtvonalat (§Gs
aktivalnak(Arimura, 1998.

A retinaban jelenléy¥ receptorok funkciondlis analizise kideritette, Wa@gPAC1-
tipusu receptorok adenilat-ciklazhoz és foszfoligdhez vannak pozitivan kapcsolvas(G
és G jelatvitel is), mig a VPAC-receptorok csak adendliklazhoz kapcsoltak (csaksG
jelatvitel) (D'Agata és Cavallard. 998.

2.6. Az alfa melanocyta stimulalé hormanrNISH)

Az alfa-melanocita stimulalé hormona-MSH) a melanokortinok csaladjaba
tartoz6, a szervezetben fiziolégidsan is jelenélé@ndogén peptid hormon. A 13
aminosavboél &ll6 peptid az ACTH proteolitikus hasit terméke, amely viszont a
proopiomelanocortin (POMC) prekurzor molekulabdlsibadik le az an. melanotrép
sejtekben, a hipofizis kozé&pdebenyében. A POMC molekulabdl szarmaztathatok, az
endogén opioid béta-endorfin, a lipotropinok, azTACvalamint a melanokortinok: a béta-,
gamma- és az alfa-MSH (Eipper és Mains1980.

2.6.1. Fiziologias hatasok

Az a-MSH legalapvetbb élettani funkcidja a melanocitak illetve a bekridlyo
melanogenesis serkentése, mellyel &r Ipigmentaciojat fokozza. Ezt a funkcidt
emlosokben és alacsonyabb-réngerincesekben is bizonyitottak mar, de emberb@i —
lehet itt is a br sotétedését okozZhevine és mtsai.199]) — ennek fiziologiai jelerdsége
bizonytalan. Ugyanakkor fontos megjegyezni ca®¥SH melanocitakra gyakorolt egyéb
hatasait: a melanin-termelés fokozasan tal a mel&toalakjat, dendricitasat, valamint
osztodasat is stimulalja, és védket az oxidativ karosodasoktol, melyre kiuléndsen
érzékenyeKThody, 1999.

Az a-MSH protektiv hatasa mas sejteken is érvényesidatix karosodasban:
keratinocitakban, melanoma-sejtekben valamint &#tn pigment epitheliumban is

igazoltak(Haycock és mtsgi2000; Cheng és mtsaR014).
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Anti-inflammatorikus hatasardl is beszamoltak mar ismdalomban: az-MSH
csokkenti a pro-inflammatorikus citokinek és nertokin mediatorok termelését, serkenti a
citokin-gatlo I1L-10 termelését, gatolja az intetaklris adhézidos molekulak expressziojat,
valamint modositja a limfocitak aktivitasat és ast#sa(Brzoska és mtsai2008.

Az a-MSH az étvagy szabdlyozdsaban is részt vesz,jgdaotaplalék felvételt
(Vergoni és mtsai.1986 a hipotalamusz jéllakottsagkdzpontjaban; MC3-RMES4-R
receptor-deficiens egerek kérosan elhizoti@antz és Fong 2003. A 6l ismert
anorexigén leptin hatasanak a hatterébenNMSH-hatast feltételeznek, jollehet aaViSH
leptin-figgetlen aton is képes csokkenteni az gtat@s a taplalékfelvéte(Ghimizu és
mtsai, 2007).

Az o-MSH szexualis viselkedést befolyasold hatasardbim publikacié szamolt
mar be: cerebroventrikularisan beinjektalva azaMSH pénisz erekciét okoz him
patkanyokban(Argiolas és mtsaj. 2000 és szamos mas laboratériumi allatban, mint
példaul kutyakban, macskakban, egerekben és nyangkingiolas és Melis2013, st ezt
a hatast embereken is igazoltak kiléribdaelanokortin-receptoragonistaubcutanés
intranazdlis adagolasak@Wwessells és mtsail998; 2000; Diamond és mtsaR004. A
hatas hatterében itt is felteblety az MC3-R és MC4-R melanokortin-receptorok &lna
(Gantz és Fong2003.

2.6.2. Antiiszkémias hatas

Az a-MSH iszkémia-reperfuzios karosodas ellenid&@dtasardl szamos publikacio
taldlhato az irodalomban, melyek kulonb&zervekben/szovetekben szamoltak be hasonlo
pozitiv eredményeki.

Kisérletes agyi iszkémiaban példaulakSH szignifikansan csokkenti a TNEFes
mas pro-inflammatorikus citokin szintj§Huang és Tatr02002; Forslin Aronsson és
mtsai, 2009, valamint véd hatasdhoz hozzajarul mdghérséklet-csokkefithatasa is
(Spulber és mtsai.2005. Kiemelend, hogy az iszkémiat indukald behatas utan, tehat
poszt-iszkémiasan adagotMSH protektiv hatasardl is beszamoltak mar aggésniaban
(Giuliani és mtsaj.2007).

Az o-MSH  bizonyitottan  kardioprotektiv  szivizom-iszkédan  is:
kutatécsoportunk korabbi eredményei szerini-d2SH az 6sszes tesztelt dozisban (40-400
ug/ttkg) csokkentette az infarktusos terilet kitdgget izolalt dolgozd sziv modellen,

valamint szignifikAnsan javitotta a koronaria atdlést, aorta kiaramlast, valamint a
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balkamrai nyoméast 20Qg/ttkg-os doézisbar(Vecsernyes és mtsai2003. Eléremutatd
kutatasok szerint aa-MSH a sziven MC3-R tipusu receptoran fejti kbrglos hatasait
(Guarini és mtsai2002; Mioni és mtsai2003.

Tobb mas szerven is véthatasunak bizonyult azMSH iszkémidban, mint példaul
mezenteridlis iszkémiadbghlassoun és mtsak002), illetve vese-iszkémiaban {€hiao és
mtsai, 1997); ezeken a szdveteken szintén igazolédott caltlSH posztiszkémias

hatasossagghiao €és mtsgil997; Zou és mtsai2003.

2.6.3. Melanocortin-receptorok

A melanocortin-receptoroknak 6t kulonkéozipusa létezik, melyek G-fehérje
kapcsolt metabotrop receptorok és adenilat ciklizvigast fokozo (tehat cAMP-szint
noveb), Gs jelatviteli Gtvonalon valamint intracellularis €aszintet novel Gq-Utvonalon
(PLC-utvonal) szignalizalnafKojima és mtsaj.1985.

Az MC1-R a klasszikus melanocita stimulalé hormeneptor, mely efssorban a
melanocitakon és masitsejt tipusokon fejeédik ki (Chhajlanj 1996. Az MC2-R az
ACTH specifikus receptora, az MSH hormonok egyaltahem hatnak rajt@Gantz és
Fong 2003. A mellékvese-kéregben fejgdik ki elsssorban, ahol az ACTH hatasait
kozvetiti, valamint érdekes mddon zsirsejtek felémi is kimutattak, ahol fiziologias
funkcioja egyebre tisztazatlan: egereken lipolitikus hatast koiyele ez emberben nem
annyira kifejezet{Wikberg 1999. Az MC3-R a kdzponti idegrendszer szamos teruleten
és a periféridkon (gasztrointesztindlis traktugcehta stb.) is expresszalodiRhhajlanj
1996, mig az MC4-R dleg a kozponti idegrendszerben, az MC5-R pediggf a
perifériakon fordul & (Gantz és Fong2003.

A szemben az dsszes melanokortin receptor exptéddzamelyek kdzul az MC4-
R fordul eb a legnagyobb mennyiségben. A retinaban a melatiogeceptorok eloszlasa
sejtrétegenként valtozik: retinalis ganglion sdjek példaul a 3-as és 4-es, mig adels
sejtmagvas rétegben (INL) 3-as, 4-es és 5-0s rextanis is edfordul (Lindqvist és mtsaj.
2003. Az MC5-R receptorok aranyhalak retinajaban iobyitottan megtalalhat(Cerda-
Reverter és mtsai2003, egerekben kisérletes autoimmun uveitisbern-84SH pozitiv
hatasanak kivaltasahoz is ezek a receptorok szégskfdee és mtsai2009.

Az a-MSH és a melanokortin receptorok felteitey elengedhetetlenek a szem
embrionalis fejpdéséhez is: itheli és térbeli eloszlasuk a csirkék egyedfjlse soran

valtozik. A csirkék embrionalis életében a retigdpigment epithél sejtek-MSH-t
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termelnek, mig ezt a funkciot a szinlatasert dslasap-sejtek veszik at posztnatalisan. Az
a-MSH feltehetleg parakrin médon hat a choriodea és a retingesejt ahol MC1-R,
MC4-R és MC5-R receptorok expresszalod(iedshigawara és mtsa2007).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez Wistar és Sprague Dawley tipuskgmgtokat hasznaltunk fel. A
Wistar patkanyok esetében az allatok tartasaraelik wald kisérleti munkara a Pécsi
Tudomanyegyetem, mig a Sprague Dawley patkanyolélzsme a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag iranyelveit tattuk szem gitt, a vonatkoz6 Eurdpai

Unios ebirasokkal 6sszhangban.

Az Ujszulott Wistar patkanyok 12 oras fény-sotéklusban voltak tartva, a
taplalékhoz (standard ragcsalé tap) és vizhez dzabzzaférésik volt. A 300-350g sulyu
Sprague Dawley patkanyokat a Charles River Laboestdagyarorszag Kftt rendeltik;

az élelemhez (standard ragcsalo tap) és a vizieersszabad hozzaférésuk volt.

3.2. Iszkémia és reperfuzié (I/R)

Ketamin/xilazin-al (50/5mg/ttkg) tortén altalanos érzéstelenitest kddat a
patkanyok egyik szemét ellatd arteria centralisnaget sebészileg lekotésre kertlt, egy
korabbi cikkekben alkalmazott protokoll szer{8zabo és mtsail991; Szabo és mtsai.
2009): a szemhéjat varratokkal visszahuztuk, az allam&meébe oxybuprokain tartalmu
szemcseppet (Humacain, TEVA) cseppentettiink hebéstelenités céljabdl, majd egy
kilon erre a célra készitett elszoritdt (egy pivdietkanilon keresztil vezetett sebészeti
varrofonal-hurok) alkalmaztunk az arteria centraletinae lekdtéséhez. A hurkot a
szemgolyd0 mogé helyeztiik, lazan a nervus opticzisreeria centralis retinae, a ciliaris
artériak és a retrobulbéris K8zovet koré. A hurok megfeszitésével és a kaniluser
opticus felszine felé tortémyomasaval az iszkémia kivalthat6 volt és a kivdaig volt
fenntarthatd (elektroretinogréafias vizsgalattelaz iszkémia 30 perc, mig szovettani,
molekularis biologiai, elektronmikroszkopos vizsgak ebtt 90 perc). A hurok folyamatos
feszesen tartasat egy, a sebészeti varrbanyagoténfog6 biztositotta a lekotés ideje alatt.
Egy 120 D-s lencsével makroszképosan élietilk az iszkémias allapotot. Az iszkémia
ideje alatt a szem kiszaradas elleni védelmét eggpdmer-alaplu szemgél (Vidisic,
Bausch&Lomb) biztositotta. A retina szovetének rigmoja az elszoritdé iszkémia utani
felengedésével, igy a vér arteria centralis retmderesztili visszaaramlasaval valdsult

meg. Postoperativ fajdalomcsillapitasra AlgopyrinUA/. injekciot (metamisolum
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natricum 500,0 mg/ 1,0 ml) alkalmaztunk, ések megékésére neomycin (Oculogutta
Neomycini, FONo VII) tartalmi szemcseppet haszmidtihz allatok felébredéséig szemik
kiszaradas elleni védelmét ismét karbomer alapingée biztositotta (Vidisic, Bausch &
Lomb) A reperfuzids periodus az allatok kovetkezapon tortéé — egyes esetekben
elektroretinografias mérés utani — exterminaciojéagtott. A szovettani, molekularis
biolégiai, elektronmikroszképos vizsgélatokhoz a@&meket mindezek Kkivitelezése utan

kimetszettUk.

3.3. Elektroretinogréfia (ERG)

Ketamin/xilazin-al (50/5 mg/ttkg) tortéraltalanos érzéstelenitést késeat az allatok
mindkét szemébe pupillatagitod ciklopentolat hidooklot (0,5 %; Humapent, TEVA) és
fenilefrin hidrokloridot (10 %; Neosynephrin-HCL, r&hpharm) cseppentettink. A
kombinalt altatéoldat Osszetétele a kovetkemlt (egy fecskengbe felszivva; 50/5
mg/ttkg): Ketamin (Calypsol 50 mg/ml 10 ml-es ani@kiban; Richter Gedeon
Gyogyszergyar Nyrt; Magyarorszag) és Xylazin (CHaXin 2 % injekcio A.U.V., 50 ml,
CP-Pharma, Németorszag). Az elektroretinogrammitéggzhez minden meérésnél 6t ezlst
elektrédot hasznaltunk: két néérkét referencia és egy altalanos fold eletréddutdh a
pupilla teljesen kitagult, az éallatok mindkét szererneajanak felszinére, a cornea
legszélén dvatosan beszurtunk egy-egyonezilist tielektrédot fellletesen ugy, hogy az a
kotoszbvetet ne érje és meg véletlendl se perforalplé & corneat. A két meelektrdd ily
maodon tortént behelyezése utan a két referendidrétiot a fllcimpakba helyeztik el, mig
az altalanos fold elektrodot az allat kozépvonaldbaglabella tertletére szurtuk be. A
klinikai gyakorlatban az elektroretinografiat épp@&on-invaziv volta miatt dicsérik,
ugyanakkor a mi esetlinkben, minthogy az allatokmsteexterminalas utan tovabbi
molekularis-biolégiai vizsgalatok miatt kisérleti inthnak kivesszilkk, ez nem volt
szempont. Tovabba a hagyomanyos kontaktlencser@diekikal szemben, az ezust t
elektrédok elektromos kontaktusa és jeltovabbitssikal jobbnak bizonyult. A szem
kiszaradas elleni védelmét karbomer szemgél (\MdiBausch & Lomb) biztositotta. Az
elektrédok behelyezése utan egy rovid sotét adiystgueriodus kovetkezett (20 perc),
mely utan az allatok szemét egy kulon erre a ¢@szitett stroboszkdppal vilagitottuk meg
(20 cd/m2; 0,5 Hz). A felvillan6 fényre adott réilis elektromos jeleket az elektrodokkal
vezettik el és egy elektroretinografiara alkalmasziilékkel rogzitettik, mely egy
erdsitobol és egy analog-digital atalakitob6l all (Bridge BAmés Powerlab,
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ADlInstruments), majd egy szamitégép monitoran niegjere PowerLab Chart szoftverrel
(5.2.2. Verziészam, ADInstruments) értékeltik ki. Mérés befejeztével az allatokat
ketamin/xylazin kombinacigjaval tulaltattuk, majd szemiket tovabbi molekularis
biologiai vizsgalati felhasznalasra kimetszettik.

A kapott elektroretinogrammokon egy allando, méettekhattérzaj és eldb
kiemelked, j0l azonosithatd, hatarozott tiskék lathatok mlelggy negativ csucsot kovet
pozitiv maximumbol alinak és egy Ujabb negativ ssackeresztil csillapodnak le. Az
erdsen pozitiv csucsok a b-hullamok maximumai, melyekg-egy negativ csucsselmeg
(az a-hullamok negativ maximumai). Ezek az elekto®rtevekenységek (tiskék) mindig
kovetkezetesen fény stimulus utan jelentkeznek mgyloan a ritmusban mint a fény
felvillanasa, tehat a stroboszkdpon beallitott Vericiaban (0,5Hz). A regisztratumokon a
legintenzivebb elektromos aktivitas, amely ilyerdsen pozitiv csucsot hoz létre, az
jellemzen a b-hulldm. Ugyanakkor az a-hullamokat és az BRG minor 6sszetéit nem
minden esetben lehet tisztan azonositani: példaldhatséges a-hullamok amplitiddja
ugyanolyan a skalan mozog, mint a minden felvét@ianelenlev hattérzaj, mely egyes
esetekben ellehetetlenitette az a-hullamok egyéitebzonositasat és kiértékeléset.
Mindazonaltal a mi kisérletinkben, nem volt sziksé@, hogy olyan apré részleteket
mérni tudjunk, mint c-hullamok vagy oszcilldtorootencialok, csupan a retind f
elektromos tevékenységében bekovetkealtozasokat kivantuk meérni, melyek szorosan
osszefliggenek a retina funkciojaval. A b-hullam@kyteges amplitudéjat a tiske magasan
pozitiv csicsa és az azt megdl negativ maximum kozott mértik. A csucsok kivalasat
szamitdgépesen tortént: egy un. macro-t irtunkéedieb programon belil, mely aztan a
megadott kritériumoknak megfeten kijelolte b-hullamokat és rogzitette azok adataz
lehetvé tette, hogy egy-egy allat esetében akar tbbla szacsot is képesek legylink
kielemezni. Az ERG méréseink eredményei — melyetszbanforgd rendszerrel
rogzitettink — bebizonyitottdk, hogy az itt leirtoaszer koéltség-hatékony, valamint
reprodukélhaté, a retindlis sejtek tulélésével azamn korrelalé adatokat szolgéaltat a

retinfunkciorol.

3.4. Szovettani és elektronmikroszkopos mintafejdphs

Az MSH-val végzett kisérletiinkben a retina szévekéfixalasahoz ékzor — az
allatok tulaltatdsat kovéen — az aortan keresztil kanilaltuk az éllatokéizimajd sebészi
bemetszést ejtettiink a jobb kamran, hogy onnarnr aaabadon tavozhasson. Az allatok
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érrendszerél a vért 0,9 %-os fiziologias s6 oldattal mostukerfundaltuk). A folyamat
maximum 20 masodpercig tartott, egy esetleges megs 6démakédidés megéizése
illetve minimalizalasa érdekében. Ezt kdet a NaCl-perfuzio felfiiggesztése nélkul 100
ml fixalé oldatot (Bouin-oldat) alkalmaztunk (trarsdialisan fixalas). A Bouin-oldat
Osszetétele a kovetk&zecetsav (5 %), formaldehid (9 %), pikrinsav (%P viz (85,1 %);
(Bouin’s solution; Sigma-Aldrich, Magyarorszag).Ugan a bulbusokat kimetszettik, majd
ketté vagtuk az ora serrata mentén coronalis se@ikalmazva. A vitreum eltavolitasa
utan a szemgolyot fixalo oldatba helyeztiik, eztei@en felszall6 koncentracidju etanol-
oldatot (dehidralas), végul paraffin oldatot alkartunk.

A bulbusok egyrészéb 7 um-es sagittalis szeleteket metszettliink, arketye
hematoxylin-eosinnal festettik meg és fénymikrogzlafatt vizsgaltuk. Korabbi cikkek
alapjan az I/R-indukalta szoveti 6déma legjobbaetiaa bel§ rétegeiben ismerhefel és
dokumentalhat§Shakib és Ashtqril966; Juarez és mtsal986. A bels retinélis rétegek
(INL+IPL) vastagsagat saggitalis metszetekben @dag® (vakfolt) kozeleben mértik és
microméterben fejeztik ki manualisan mérve a t@myzeken l&ymicrométeres beosztas
segitségével.

A fixalt bulbusok egy masik csoportjab6l 60 um-agittalis szeleteket metszettik,
és elektronmikroszképos (EM) vizsgalatra készikewild. A szoveti lipideket ozmium-
tetroxiddal (OsQ) fixaltuk. (A szoveti fehérjék fixalasa mar kor&@rbmegtortént a Bouin-
oldat formaldehid-komponensének készétrt) Az ozmiumozott mintakat viztelenités
(felszalld koncentracidju etanol-oldatsor) utaniditaepoxi gyantaba agyaztuk (,aralditos
csonakba szedtik”) és 2 napig %6C-on termosztaltuk a polimerizacio teljes
végbemenetelének ddegitésére. Ezutdn a mintakbdl ultra-mikrotommairauékony
metszeket készitettink, majd EM alatt vizsgaltuk sejteken bellli, morfologiai

elvaltozasokat.

A PACAP-pal végzett kisérletiinkben az allatok tal@sat kovéien szemeiket
kimetszettik és azonnal jéghideg PBS-oldatban helbibuk, majd 0,1 M-os PBS-el
kihigitott 4 %-os paraformaldehidben fixaltuk. Adseteket Durcupan ACM gyantaban
(Fluka, Svéjc) agyaztuk, 2 um-es metszeteket leitinik és toluidin-kékkel (Sigma,
Magyarorszag) megfestettik. A metszeteket ezutapeenédiumba agyaztuk és egy
Nikon Eclipse 80i (Tokyo, Japan) mikroszkoppal gaisuk. A méréseket a fotokrol az

NIH Image 1.55-6s verzidszamu programjaval végeztikgaldbb harom allatbol 6
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szovetblokk készilt és a latéidégfl (vakfolt) 1-2mm-re [€% retindlis terileteken
végeztik el a méréseket (n = 2-5 mérés minden #HzOlakkra nézve). Kizartuk a
vizsgalatbol azokat a metszeteket, amelyeknél a @&@eg tobbsejtsorosnak latszott. A
kovetked paramétereket meértik: (1) a retina-teljes atpeéa kul$ limitadldo membrantdl a
belgy limitdl6 membranig, (2) az egyes retindlis rétegeagsaga és (3) a sejtek
szama/100 um hosszu GCL rétegben.

3.5. Western blot

A kisérleti folyamatban korabban lefagyasztott éedilk bulbusokat homogenizalo
pufferben homogenizaltuk, melynek 6sszetétele atkéd volt: Tris (25 mM); NaCl (25
mM); Na-ortovanadat (1 mM); NaF (10 mM); Na-piratéd (10 mM); Okadan sav (10
nM); EDTA (0,5 mM); PMSF (1 mM); protease inhibitmocktail; desztillalt viz. A
desztilllt viz kivételével, melyet tanszékinkonitaltunk eb, a homogenizalé puffer
0sszes tobbi Osszetget a Sigma-Aldrich magyarorszagi képviselétatendeltik. Az
izolatumbdl, azonos tomég fehérje mintdkat (50ug), valamint ebfestett protein
standardokat (PageRul¥r Prestained Protein Ladder, Fermentas, Németorszag)
frakcionaltunk 12 %-os (akrilamid - bisz-akrilam@aranyl) Tris-SDS-poliakrilamid gél
elektroforézis segitségével. Ezutan kovetkezett estévn blot eljaras: a szétvalasztott
fehérjéket elektroforetikusan transzferaltuk egyoaelluloz membranra (Whatman Protran
Nitrocellul6z Membran; Whatman, Egyesiilt Kiralységy transzfer-készilék segitségével
(Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bead Laboratories Ltd.). A blot-ok
blokkolasa (1,5 h) TBS-T-vel készitett 5 %-0s (rBby zsirszegény tejpor szuszpenzidjaval
tortént. A TBS-T Osszetétele a kovetkemlt: 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol
sésavval alkotott soja (Tris-HCIl) (50 mM), pH7,4aBl (150 mM), Tween®-20 (0,05%
VIV). Ezt kbveten éjszakan &t tartd inkubalas kovetkezett 4 °Gd@n1l ellenes primer
antitestekkel (Sigma-Aldrich) TBS-T-ben 1:1000 higban alkalmazva. Masnap rovid
mosasi folyamat utan a blot-okat 1 éran at tormaxydazzal (HRP) konjugalt masodlagos
antitestekkel inkubaltuk (1:2000 higitds, TBS-T-bBrm/V% zsirszegény tejporral). Egy
Gjabb rovid mosast kowetn a blot-okat Un. enhanced chemiluminescence meagk (a
HRP kemiluminescens szubsztratjaval) kezeltik {polie, Billerica, MA). A detektalas
autoradiografias maodszerrel tortént Rontgen-filmgitségével (Agfa-Gevaert N.V.,

Belgium). A filmeket beszkenneltik és Scion Imageftver segitségével értékeltik ki

38



(Scion Corporation, Torrance, CA). Kontrollként GBIR fehérjét hasznaltunk (Sigma-
Aldrich, Magyarorszag).

3.6. Hemoxigenaz aktivitasmérés

A hemoxigenaz enzim aktivitasanak mérését a kouétkerotokoll alapjan
végeztik: az eltavolitott szemgolyokat homogenikalegy homogenizalé oldatban,
melynek 6sszetétele a kovetketd-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav) FES (10
mM); szukrdz (32 mM); (ditiotreitol) DTT (1 mM); {gén-diamin-tetraecetsav) EDTA (0.1
mM); széjabab tripszin inhibitor (40y/ml); Leupeptin (1Qug/ml); Aprotinin (2ug/ml); pH
7,4. A homogenizal6é oldat dsszetéva Sigma-Aldrich magyarorszagi képviselétét
rendeltik. A homogenizatum 4 ° C-on, 20,000 g-vel grcig tarté centrifugalasaval
elkllonitett felilusz6t bedytottik. A hemoxigenaz (HO) aktivitAsmérést mindeyy
kapott feltliszo-mintabdl elvégeztik egy korabbekdi6lt modszer szerifTenhunen és
mtsai, 1968. Roviden, a HO-aktivitast a bilirubin egy reakdéggyben vald képmésének
spektrofotometrias meérése alapjan szamoltuk kieakeid elegy 0sszetétele a kévetkez
felilusz6é egy alikvot-ja, glikoz-6-foszfat (2 mMyjukdz-6-foszfat-dehidrogenaz (0.14
U/ml); hem (15 uM); NADPH (150 uM), patkdny maj citoszol biliverdin-reduktaz
forrasként (120ug/ml); MgCL (2 mM), és KHPQO, (100 mM). Hatvan perc s6tétben
tortérd inkubaciéo utan a reakciét megallitottuk azzal, ynag mintadkat jégbe rakva
lehatottak. A bilirubin képadést a 460 és 530 nm-en mért optikai denzitasodnkidégét
alapul véve szamitottuk ki. Az egy o6ra alatt egjylignamm fehérjébl képzdott bilirubin
mennyiségét (nanomolokban kifejezve) egy egysegahi¥vitasnak definidltuk. Az azonos
szovettipusbdl szarmazd két kilonBominta aktivitas mérési eredményei kozotti
kilonbség a HO-1 izoforma aktivitas-valtozasanakjdonithatd, mivel az enzim mas
izoformai (HO-2, HO-3) nem indukéalhato, konstitutbrmak.

3.7. Kiseérleti protokollok és csoportok

3.7.1. PACAP-kisérlet

A PACAP-pal végzett kisérlet célja az volt, hogy gwviesgaljuk a PACAP
funkcionalis retinavéd hatasait egy tanszékunkin beallitott, jéikddo, reprodukalhatod
méréseket biztositd elektroretinografidas modszerrel

Az Ujszulétt Wistar patkanyok kozul a kezelt csdpan léwk (n=16) harom
alkalommal (az 1., 5. és 9. postnatalis napon) wabc2 mg/g MSG-t kaptak 100 pl

39



fiziol6gids sooldatban. Az MSG-kezelésekkel egyampaz allatok fele egyik szemébe
intravitredlisan 100 pmol PACAP38-at is kapott Sfiséban oldva egy Hamiltonit
segitségével. Az allatok azonos mennyisely6anyagot kaptak a masik oldali szemukbe.
A dozisokat és az ibeosztast egy korabbi kisérlétlvettik at(Babai és mtsgi2005. A
kontroll allatok semmilyen kezelést nem kaptak ()=

Az ERG-vizsgéalatokat 2 hénappal a fentebb leirekesek utan végeztik el, a fentebb leirt
modszer szerint. Az ERG-vizsgalatok Kkivitelezés@nutaz allatokat tulaltattuk és a
szemeiket szovettani vizsgalatokra készitettié, ehelyeket a fentebb leirt mdodon
végeztik.

3.7.2. MSH-kisérlet 1. fazis

Az a-MSH-val végzett kisérlet |. fazisaban célunk azviISH I/R-indukélta
retinakarosodas elleni vécatasanak felmérése, tovabba elektroretinogré&fiptsegével
egy optimalis kezelési dozis megallapitasa volt.

Az MSH |. fazisban az allatokat véletlensam két kezelési csoportra osztottuk: I-a
és I-b csoport (n=30 mindkét csoportban) (1. T&i)az

A l-a Csoport
Subcutan
kezelés 12 0.9%

sraval " NaCl |50ug/kg| 250ug/kg | 500ug/kg| 100Qug/kg
PN oldat
'Szelf(,iima n=6 n=6 n=6 n=6 n=6

30 perc iszkémia és 24 6ra reperfizio az egyik spem
Elektroretinografia

B I-b Csoport

Subcutan
kezelés 12  0.9% NaCl oldat 500ug/kg

oraval
iszkémia n=15 n=15

elott

90 perc iszkémia és 24 ora reperfuzid az egyik spem
SzOvettan Elektron--
VAGY mikroszkopia Western Blot
VAGY

1. Tablazat: Az MSH-kisérlet |. fazisanak felépitése

40



Az l-a csoport egy doOzis-hatds vizsgalati csopmttkezolgalt és 6t alcsoportot
foglalt magaba: egy kontroll csoportot és négy kesiecsoportot (n = 6 mindegyik
alcsoportban). Tizenkét oraval iszkémia kivalta€dt @ vivoanyag-kezelt kontroll csoport
subcutanfiziolégias s6 oldatot kapott, mig a tobbi négy pmsd rendre a kovetkéket
kaptasubcutan 50, 250, 500 és 10Q@/kg a-MSH (Sigma-Aldrich). Az itt leirt kisérlethez
hasznalu-MSH fiziologias soéoldatban oldva, oldat formajalvatt alkalmazva.

Az I-b csoport, melyet azo-MSH hatdsanak felmérésére hasznaltunk, ket
alcsoportot foglalt magaba (n=15 mindkét alcsomor}b Tizenkét Oraval iszkémia
kivaltasa edtt a vivdianyag-kezelt kontroll csoposubcutanfiziol6gias oldatot kapott, mig
a masik alcsoport 50Qg/kg a-MSH-t, mely az l|-a csoportban elektroretinogré&ids
meghatarozott dézis volt.

Az |-a csoportbeli allatok egyik szeme 30 perc &nkanak lett kitéve a fentebb
leirt modszer szerint, melyet 24 6ras reperfuziésdpus, majd a kordbban részletezett
maodon kivitelezett ERG mérés kovetett, mely utardldetokat tulaltatassal exterminaltuk.
Az |-b csoportba tartozé allatok egyik szeme 90cpezkémianak lett kitéve, melyet
ugyanugy egy 24 oras reperfluzié kodvetett, mint -azckoport esetén. Ezutan az allatok
tulaltatdsos exterminacidjat kbven az allatok szemeit eltavolitottuk.

Az elébb emlitett iszkémias édartamok kivalasztasanak egy korabbi megfigyelés
volt az alapja, hogy a retinalis 6déma, mely ezesgéalatnak is egyik meghatarozé eleme
volt, mindossze 30 perc iszkémiét kdest nem jelentkezik, viszont hatarozottan kialakul
90 perces iszkémia alatt patkany szert®rabo és mtsail991). Ugyanakkor, a 90 perc
iszkémia szinte teljes vaksagot okoz, amely az EREBeseket praktikusan ellehetetleniti.
igy akisérleti elrendezésiink az MSH-kisérlet |. fazisékét © allatcsoportot foglalt (I-a
és I-b) magaba, melyek kdzott @ Kiulonbség a reperfuziot meged iszkémias periodus
hossza.

Az 1-b csoportbdl begdjjtott szem mintakat tovabbi harom csoportra osakof(h =
5 mindegyik csoportban). A mintdk egy csoportjarovettani vizsgalatot végeztiink
hematoxillin-eozin festést és fénymikroszképot hilazva, a masodik csoportot
ozmiumozast kovéen elektronmikroszképosan vizsgaltuk meg, mig anbdik minta-
csoportot Western blot analizisnek vetettik alandiarom modszert a fentebb leirtak

szerint végeztuk.

41



3.7.3. MSH-kisérlet 2.fazis

Az o-MSH-kisérlet 1. fazisaban célunla posztiszkémidsan beadaitMSH
hatasanak vizsgalata, valamint olyan nem-HO-1-4dlggtasutvonalak létének bizonyitasa
vagy cafolasa volt, melyek esetlegesen hozzajdndkazo-MSH citoprotektiv hatasahoz.

Az MSH-kisérlet Il. fazisaban az allatokat véleieatien négy kezelési csoportra
osztottuk (n =5 mindegyik csoportban) (2. Tablazat

Il. Csoport
Intraperitonedlis | 0,9% NaCl| 0,9% |50umol/kg 50umol/kg
kezelés 5,3 majd 1 oldat [NaCloldat SnPP SnPP
nappal iszkémia étt n=5 n=5 n=5 n=5

30 perc iszkémia az egyik szemen

keze%l;ba(:lrj;ar;rfwiéo’g% NaCl| 500ug/kg | 500ug/kg| 0,9% NaCl
kezdetepn oldat o-MSH | a-MSH oldat

24 Ora reperfuzio

Elektroretinografia, majd

Hemoxigenaz aktivitAsméres

2. Tablazat: Az MSH-kisérlet Il. fazisanak felépitése

Az elss, az un. kontroll csoport allatai 5, 3 és 1 napmiszkémia kivaltdsa @t
intraperitonealisuton az SnPP véanyagaval (alabb részletezve) lettek kezelve, maajd
posztiszkémias reperfuzié kezdetgubcutan(az a-MSH vivéanyagat, vagyis) fiziologias
séoldatot kaptak.

A masodik, un. MSH csoport allatai 5, 3 és 1 nagmliszkémia kivaltasa dt
intraperitonealisuton az SnPP véanyagaval (alabb részletezve) lettek kezelve, maajd
posztiszkémias reperfuzié kezdetsnbcutan500 ug/kg a-MSH-t kaptak. Az itt leirt
kisérlethez hasznatMSH fiziologias sooldatban oldva, oldat formajahatt alkalmazva.

A harmadik, un. SnPP+MSH csoport allaai3 és 1 nappal az iszkémia kivéltasa
elétt intraperitonealisiton 50umol/kg SnPP-t, majd a posztiszkémias reperfluzi@é&ssn
subcutan500 pg/kg a-MSH-t kaptak. Az SnPP (Sn(IV) Protoporphyrin IXchdioride;
Frontier Scientific Inc., Logan, Utah) a HO-1 haigl gatlészerédDrummond és Kappas
1981). Az SnPP 0,1 N natrium-hidroxid oldatban lett fél@, majd az oldat kémhatasa

42



(pH 7,4-re) s6savval, koncentracioja fiziologiaoldattal lett bedllitva. Az SnPP oldat
hasznalat ékt 1 6raval, fényil védve, frissen lett elkészitve.

A negyedik, un. SnPP csopatatai 5, 3 és 1 nappal az iszkémia kivaltasattel
intraperitonealis uton 50 umol/kg SnPP-t, majd a posztiszkémias reperfluziodé&sn
subcutan(aza-MSH vivéanyagat, vagyis) fiziologias séoldatot kaptak.

Mind a négy csoport allatainak egyik szeme 30 psr&émianak lett kitéve a
fentebb leirt modszer szerint, melyet 24 oras fép&rs peridodus, majd a korabban
részletezett modon Kkivitelezett ERG mérés koveteit]ly utdn az allatok tulaltatasos
exterminacidjat kovéen az allatok szemei eltavolitasra keriltek.

A begyijtott szem mintakat a fentebb részletezett mddszerint hemoxigenaz

aktivitasmérésnek vetettik ala.

3.8. Statisztika

Az adatokat D’Agostino és Person omnibus tipusimaditasvizsgalatnak vetettik
ala. Az adatok Gauss-eloszlasa esetén egyszempaat@ncia-analizist (one-way
ANOVA) hajtottunk végre Tukey posztteszttel. Nemrgmaetrikus eloszlas esetén az
adatokat Kruskal-Wallis teszttel és Dunn’s possitiel elemeztik ki.

A 9., 13. és 14. abran az eredmények szazaléklmarakanegadva az atlag szorasat
is feltiintetve (az 4brakon SEM-nek jelolve, de jdlén SEM %). A SEM % ugyszint
szazalékkent lett kiszamitva a kovetkd@plet alapjan: SEM % = (SEM/R)*(R %), ahol R
az egyes eredmeényértékek atlaga (nem szazalék), &Edlag szorasa (standard error of
the mean) az egyes eredmeényértékeldiszamolva, és R % pedig az R szézalékokban
kifejezve. (Az adott abréak felirataban meg van feéa, hogy mihez viszonyitott

szazalék.)
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4. Eredmenyek

4.1. A PACAP-kisérlet eredményei

4.1.1. Szovettan

A kontroll metszeteken standard szdvettani tectkaikalkalmazva az e retina
jellegzetes rétegei jol latszottak: fotoreceptorékege (stratum photosensorium retinae;
photoreceptor layer, PL), kiflsnagvas réteg (stratum granulosum externum; outelear
layer, ONL), kul$ fonatos vagy szinaptikus réteg (stratum plexiforexternum; outer
plexiform layer, OPL), bets magvas réteg (stratum granulosum internum; inmetear
layer, INL), bel$ szinaptikus réteg (stratum plexiforme internurmen plexiform layer,
IPL) valamint a ganglionsejtek rétege (stratum djangre; ganglion cell layer, GCL;
5a.abra). A kontroll allatokhoz viszonyitva a haszori MSG kezelésnek kitett patkanyok
retinajanak teljes vastagsaga szignifikansan léagiik €s a teljes bélgetina szignifikans
karokat szenvedett. A IPL szinte teljesipise mellett az INL és GCL rétegek
0sszeolvadasat figyelhettik meg metszeteken (5ta).a degeneracié szamos jele —
sejttest-alaku Ures helyek — is megfigyethedlt a magvas rétegekben (ONL és INL). A
belss és kil$ membrana limitans kdzotti tavolsag a normal rédad meérhet 47 %-ara
esett (5d. dbra). Minden retinalis réteg jebsan csdokkent (ONL = 75 %, OPL = 66 %,
INL = 26 %, IPL = 15 %; 4d. 4bra). A ganglion skjtétegében a 100 pm-redesejtszam
kordlbelll 38 %-ra csokkent (5e. abra).

Korabbi megfigyelésekkel megegyen (Babai és mtsai.2005 eredmeényeink
szerint az MSG-indukélta sulyos retinadegenerdéib. (@bra) enyhithét haromszori
PACAP-kezeléssel (5c. abra). A PACAP haromszoraintrealis injektalasa szignifikans
javulast okozott a retinalis rétegekben (ONL = 890@FL = 95 %, INL = 74 %, IPL =
60 %; 5d. 4bra). Az IPL lathaté maradt, az INL &LGnindendtt jol elkilonilt (5c. abra).
A GCL-ben a sejtszam szignifikAnsan magasabbnakd6bizonyult, mint a csak MSG-

kezelt retinakban (5e. abra).

4.1.2. Elektroretinogréfia

A szkotopikus b-hullam a mépotencial mutatéja, amely ésorban a palcika-bipolaris
sejtektdl szarmazik fényfelvillanasra adott valaszként. .Aabran kontroll, MSG-kezelt és
MSG+PACAP-kezelt allatok szkotopikus b-hullama &th A b-hullamok amplitidojat
meértik: a kezelés nélkali kontroll allatok b-hulldam220,9 = 19,5 pV-nak
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A retina rétegeinek vastagsiga (um)

\ -
I

: .
- h v
100 o
- ! g il
C ~ dtL
60 10 1 Sejtek szima a ganglion sejtek rétegében / 100pm
| 1
40 g
4 #
*
0 ] .

0
9
8
7
6
5
4
OLM-ILM 31
21
D OKontroll M3xMSG Z33xMSG+3xPACAP 11
0 T

E Kontroll 3xMSG 3xMSG+3xPACAP

5. abra: Reprezentativ szovettani fotok, rétegvastagsagolganglioinsejt-szamok. A:
kontroll retina. B: 3XMSG kezelés retinakarosodékbzott. C: A 3XxPACAP kezelés
csokkentette a 3xMSG kezelés altal kivaltott kaddsbd. Lépték = 20um. D: A
retinavastagsag (OLM-ILM) és az egyes rétegek gasiganak valtozasa a kezelési
csoportokban. E: A sejtek darabszama/l®0 a GCL-ben. *= p<0,05 vs kontroll. #=
p<0,05 MSG vs. MSG+PACAP. A rétegek roviditésétllaszovegben.
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bizonyult, mig MSG-kezelés hataséara ez az értél63% 8,3 uV-ra csokkent le. Az

intravitredlis PACAP-kezelés protektiv hatdsu WMBG-indukélta karosodas ellen és a b-
hullamok amplitudéja 60,9 + 12,0/-ra emelkedett (6A. abra).

250+

200+

150

1004

b-hullam (V)

50

>

a-hullam (uV)

0
MSG+PACAP Kontroll MSG MSG+PACAP

6. abra: Az a- és b-hullamok ERG amplitidéinak atlagértdkeSEM) a kuldnboé

kezelési csoportokban. *= p<0,05 vs. kontroll; #0®5 vs. MSG

Annak érdekében, hogy kozvetlendl is jellemezhessfikicika fotoreceptorok itkodését,

az elektroretinogram szkotopikus a-hullamat is tiértnely szinte kizarélagosan a palcika

fotoreceptorokbol ered. A 6B. abra egysifényfelvillanasra adott valaszt, a maximalis

szkotopikus valaszt mutatja. A kontroll allatok s@mek a-hullam amplitidoé értékei (65,0

* 6,0nV) MSG-kezelés hatasara 9,4 + p\d-ra csokkentek.
A PACAP protektiv hatasa az a-hullamok amplitudajéi6,8 + 6,QuV-ra tortént
novekedésében jelentkezett. Jellegzetes ERG hutamak lathatok a 7. abran kontroll,

Kontroll vs. MSG-kezelt vs. MSG+PACAP

200

150

100

Kontroll

50

— MSG-kezelt
A — MSG+PACAP

a- és b-hullam (pV)

-50

-100

7. bra: A kilénb6d kezelési csoportok reprezentativ ERG gorbéi
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MSG-kezelt és MSG+PACAP-kezelt retinakbdl. Az ER@Idmok legyenglltek MSG-
kezelés hatasara, mely igy az a- és b-hullamokiamdpjanak valtozasaban is jelentkezett.
A PACAP-kezelés enyhitette az MSG-indukalt funkdéis valtozasokat, mely az MSG-
kezelt és az MSG+PACAP-kezelt retindk kdzott enyihe, szignifikans kulonbségként
jelentkezett. A fotopikus a- és b-hullamok tekigtetn nem volt statisztikailag szignifikans
kilonbség az MSG- és PACAP-kezelt csoportok kd#éltnem tlntetett adatok).

4.2. Az MSH-kisérlet I. fazisanak eredményei

4.2.1. Optimalis:-MSH-ddzis meghatarozasa elektroretinografiaval

Az 8. abra az Il.fazisban megfigyelt ERG tiuskékbehi lefutasat és tényleges
feszlltségértékeit mutatja, mig az dsszes iszkémiédlam atlagértékeit a nem-iszkémias
kontrollhoz viszonyitva, szazalékokban kifejezvé®.adbran lathatjuk. A nem-iszkémias
ertékek kozott szignifikans kildnbség nem volt ngpgdlhet (fel nem tlntetett adatok). A
szkotopikus a-hullamokat, valamint a fotopikus a-behullamokat az MSH-val végzett
Kisérletsorozatban nem vizsgaltuk, ez egy kovétkézerlet téméjat képezheti.

Az ERG b-hullamok mérésével megallapithatban az-kfiRsodas a retina
funkciojat 31,64 %-ra csokkentette a kontroll @kanhem-iszkémias szeméhez viszonyitva
(9. abra). Az a-MSH-kezelés a retinafunkciot az allatok I/R-kamdsth szemében
dozisfuggen akar a nem-iszkémiés kontroll 66,18 %-ara igébtta, mely szignifikédns
eredményt az 1000 pg/ttkg-MSH-val kezelt &llatok I/R-k&rosodott szemén miérti
(p<0,001 vs. kontroll I/R). Az iszkémia-reperfazidgstinakarosodas olyan sulyosnak
bizonyult, hogy aza-MSH-kezelés nem volt képes teljesen helyreallitaniszévet
mikddését a normal szintre. Tovadbba a szovéikadést jeld funkciondlis paraméterek
dozisfligg javulasa teizott 1000 pg/ttkg-os dézisnal, melyen tul védiest elhanyagolhat6
tovabbi javulas volna megfigyelttet

A jelen kisérlet alapjan meghatarozott optimaligtékony ddzis 500 pg/ttkg
a-MSH lett. Az ERG b-hulldamokon az-MSH-kezelés mérhéthatasai mar olyan kis
dozisban is medfigyelh&t voltak, mint 50ug/ttkg (a nem-iszkémias kontroll értékek
35,64 %-a), jOllehet a javulas mérteke statiszidiganem bizonyult szignifikansnak ezen
dozis esetén, csak magasabb ddzisok esetén, modup&@50 (48,00 %, p<0,001 vs.
kontroll I/R) és 500ug/kg-os dozisnal (64,36 %, p<0,001 vs. kontroll)l/Rz 1000
ug/ttkg-os dozissal vald kezelés szignifikans prittekatast kozvetitett, de mivel az 500 és
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8. &bra: Elektroretinogrammok. A: nem-iszkémias kontrolt; ®ntroll I/R; C: 50
ug/kg o-MSH I/R; D: 250pug/kg o-MSH 1I/R; E: 500ug/kg a-MSH I/R; F: 1000ug/kg
a-MSH I/R.
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9. abra: A kllénbo® kezelési csoportok ERG b-hullamainak atlag-amgbtia
nem-iszkémias kontroll csoport szizalékdban kifejez SEM. A vizszintes vonalak
dsszehasonlitast jeldlnek. Az 6sszehasonlitasalnifkiancidja: ns = nem szignifikans,
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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1000 pg/ttkg-os kezelések eredményei koz6tt nem volis#tikailag szignifikans javulas
megfigyelhed (64,36 % vs. 66,18 %), az 5QQ/ttkg-os dozist elégségesnek és feltébet

optimalisnak itéltik meg az I/R-kivaltotta retirsakarosodas kivedésére.

4.2.2. Szovettani eredmények

A 10-es abra jol illusztralja, hogy a retina rétegegvastagodtak az I/R-indukalta
intersticialis 6déma képdés miatt, mely hatas jol lathatdo a 10A. abra — -sakémias
kontroll retina metszet, ahol nincs nyoma szévetiokodasnak — 10B. abraval — I/R-
karosodott retinaszovet-MSH-val nem kezelt patkanyokbol — valé 6sszehdsasdval.
Az 500 ng/ttkg-os a-MSH kezelés hatasai a 10C. abran lathatd, melprandn azon
képességét mutatja, hogy az I/R-indukalt karosddaskulasat gatolja, elslegesen a
retinalis 6démat és a kodvetkezményes vastagodadtRAkarosodas és azMSH retindlis
vastagodasra gyakorolt relativ hatasait mutatj@@. Bbra. A kontroll és a kezelt nem-I/R
ertékek kozott szignifikans kulonbségek nem voltakgfigyelhebk (fel nem tlntetett
adatok).

4.2.3. Elektronmikroszképos eredmények

A retinalis sejtek mitokondriumanak I/R-kivaltotarosodasa jol kivehé&tvolt (11.
abra). A 11A-C abrak kontroll allatokbol szarmaz@R-karosodott retinaszovet sejtjeinek
mitokondriumait mutatja. Ezek a képek a mitkondrakrbel$ vakuolumok képidése
miatti szétesését mutatjak. Ezzel szemben azuglitkg-osa-MSH-val kezelt allatokbdl
szarmaz0 |/R-karosodott retina sejtjeinek mitokamdai érintetlenek maradtak (11D-G
abra). A kul$ retinalis rétegek sejtjeiben iszkémia-reperfukidteben a retinalis pigment
sejtek és a fotoreceptorok elektronmikroszkoposrasituktirdjaban morfoldgiai
elvéltozasok kevésbé voltak jellehz(fel nem tiintetett adatok). A kontroll és kezem-
I/R ultrastruktarak kozott szignifikans kulonbségedm voltak megfigyelhék (fel nem
tuntetett adatok).
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10. abra: Reprezentativ szOvettani fotok és rétegvastagsalyokem iszkémias
kontroll; B: I/R kontroll; C: I/R 500ug/kg a-MSH; D: Az INL-IPL vastagsaganak
véltozasa a kezelési csoportokban, Atlag + SEMkO,P5 vs Kontroll I/R
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11. 4bra: Elektronmikroszképos felvételek. Mitokondriumokzietetlen (A, B és C)
és 500ug/kg o-MSH-kezelt (D, E, F és G) allatok I/R karosodatdh retindlis sejtjeiben;
nyilak: vakuolumok a karosodott mitokondriumokban.

4.2 .4. \Western blot Analizis

A hemoxigenaz 1 enzim expressziojat a szem szdsbteggzett Western blot
analizis volt hivatott feltarni, mely szerint az05(g/ttkg-osa-MSH-val kezelt allatokbdl
szarmazo I/R-karosodott szemgolyokban szignifikansagyobb HO-1 fehérje mennyiség
volt jelen, mint a viganyag kezelt patkanyokbdl szarmazoakban (p<0,8n Kisérletek
eredményei a 12-es abréan lathatéak. A kontrollezelk nem-1/R értékek koz6tt nem voltak

szignifikans kilonbségek (fel nem tlintetett adatok)
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12. abra: Western Blot eredmények. Pixelszamok + SEM * p&0,0

A négy minta 2-2 parhuzamos merést jelent. “Loatlkumtrollként GAPDH fehérjét
hasznaltunk.

4.3. Az MSH-kisérlet Il. fazisanak eredményei
4.3.1. Elektroretinogréfia

Az MSH II. fazis ERG-vizsgéalatainak kimenetele a &Bran lathatd. A 13A abran
mind a négy kezelési csoport egy-egy reprezenistkémias ERG tuskéje van feltintetve
a ll. fazis kisérletekben megfigyelt ERG-tliskékytéges fesziiltség szintjei és adheni
lefutdsanak bemutatdsa mellett. Az ERG-eredmériyelib egyes kezelések retinalis
integritasra vald hatasaban haramrényvonal lathato: a 13. dbra adatai azt mutatjaiy
a nem-iszkémias retindkban felvett hullamformakképest (nem-iszkémias kontroll), az
I/R-kérosodas és az SnPP-kivaltotta HO-1 gatlakkestiette a hullamok amplitudéjat és
megvaltoztatta a hulldmformék karakterisztikdjdy ahddon, amely a csokkent retina-
funkcio jelzje. Ezzel szemben az 50@/ttkg-osa-MSH-kezelés a retinalis valaszokat a
javuld retinalis funkcié iranyaba tolta el. Az SnR&zelés azu-MSH-val egylitt adva

csokkentette, de nem szintette meg teljesenM3H protektiv hatasat.
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13. abra: Reprezentativ ERG hullamforma®/-ban (A) és a kilonbdzkezelési
csoportok ERG b-hullamainak atlag-amplitddoi a nemkémias kontroll csoport
szazalékdban kifejezve + SEM (B). A vizszintes Vakalsszehasonlitast jeldlnek. Az
dsszehasonlitdsok szignifikanciaja: ns = nem sfigms, * p<0.05; ** p<0.01;
** n<0.001

A retindlis I/R-karosodas és a poszt-iszkémias Ikszeatdsai még szemtiebbbek
a 13B abran, ahol az ERG eredmények oszlopdiagramiannak feltlintetve. Lathato,
hogy a b-hullamok nem-iszkémias kontrollhoz visztoty szazalekos atlaga (vagyis a
poszt-iszkémias kezelés hatasa) a nem-iszkémiasokof7,69 %-anak adddott a 500
ug/ttkg-osa-MSH-val kezelt allatok esetében (p<0,001 vs. kahtfR). Ez az érték kissé
magasabb is az |. fazisban mértnél, ami 64,36 % (pzd0,001 vs. kontroll I/R; lasd 9.
abra). A viwanyag-kezelt patkanyok I/R-karosodott retinaibanb-dullamok nem-
iszkémias kontrollhoz viszonyitott szazalékos @tl&8,44 %-nak bizonyult. A 9. és a 13B

abra a I/R-karosodott retinakban mért b-hullamokazaiékos aranyanak konny
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dsszehasonlitdséat teszi lehat az I-es és a ll-es fazis $anyag kezelt és 50fg/ttkg-os
a-MSH-kezelt csoportjai kdzott. Az SnPP-kezelt I/R-ésodott allatcsoport b-hullamainak
nem-iszkémias kontrollhoz viszonyitott szazalék@sga 19,76 %-nak bizonyult (p<0,001
vs. kontroll I/R). A ketbs kezelés (SnPP+MSH) szignifikansan csokkentetbehallam-
szazalékokat a csak MSH-val kezeléshez képest 195,7vs. 67,69 %; p<0,01).
Ugyanakkor az SnPP+MSH-kezelt I/R retinak szazalékmgnifikansan magasabbnak
bizonyult, mint a csak SnPP-kezelés esetében (856,38 19,76 %; p<0,001). A kontroll és
kezelt nem iszkémias értekek kdzott nem volt stikgms kilonbség (fel nem tlntetett
adatok).

4.3.2. A hemoxigenaz-aktivitasmérés eredmenyei

A ll. fazisban a patkanyok szem szovetkibkivitelezett hemoxigenaz
aktivitasmérés eredményei a 14. abran lathatéalsz@veti hemoxigendz aktivitas I/R
hatdsara szignifikansan megemelkedett (a nem-igakékontroll 119,56 %-ara), és 500
ug/ttkg-os a-MSH-kezelés hatasara tovabb emelkedett (159,42 Upbbi hatast
megsziintette aa-MSH-val egyltt adott HO-1 gatlo SnPP (108,77 %@yahakkor kis
kilonbség volt megfigyelhétaz SnPP+MSH- és a csak SnPP-kezelt csoportok tkdzot
(108,77 vs 96,60 %, az emlités sorrendjében). Miodaltal a hemoxigenaz aktivithsmérés
olyan nagyfoku szorast mutat, mely az adatok zt#e kiértekelését ellehetetleniti. A
kontroll és a kezelt nem-I/R értékek kozott nemt \sdignifikans kilonbség (fel nem
tuntetett adatok).
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14. abra: A nem-iszkémias kontrollhoz viszonyitott hemoxigeraktivitasméresi

eredmények +SEM
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5. Megbeszélés

Szamos szemészeti betegség hatterében az iszkémidmkarosodas all.
Munkacsoportunk ezért célulate ki maga elé, hogy a retina funkciéjanak méesgy
megbizhato, reprodukéalhaté elektrofiziolégiai madsz alkalmazzon, az
elektroretinogréafiat. Az ERG eredmények o6sszhangBdnak az allatok retingjanak
tényleges éallapotaval, retinalis karosodés esetétirsa mérhét, csokkent funkcidja pedig
korrelal a retina szbvettani karosodasaval.

Felvetdott, hogy a sz6vettanilag mar bizonyitottan rédmasitdé natrium-glutamat
(MSG), vajon funkcionalis romlast is okoz-e, valammi hogy az ezt a karosodast
strukturalisan kivédeni képes, retinoprotektiv PATA retina funkcibjat is javitja-e.
Kisérletiinkben bizonyitottuk, hogy az intravitrealiPACAP-kezelés szignifikans
funkcionalis javulast valtott ki MSG-indukalt retikarosodasban (6. és 7. abra). Szamos
kisérletben vizsgaltak mar lehetséges retinoprivtedttateégiakat mind morfolégiai, mind
funkcionalis szempontbdl. A karosodas mértéke ésodologiai retina védelem gyakran
dsszhangban van a funkcionalis javulag3ainito és mtsai.2007; Jehle és mtsaRk008;
Soudry és mtsgi2009. A fibroblaszt névekedési faktorrol példaul belmyosodott, hogy
serkenti a morfologiai és hozzatartoz6 ERG javulast is retinakdrosodagdmen és
mtsai, 1998. Mindazonaltal, a funkcionalis mérések nem minkiiyetik a sztvettani
eredményeket legyen akar sz6 human vizsgalatrgy adgtkisérleteksl (Sun és mtsai.
2007; North és mtsai.2010. Még paradox hatasok is ismertek az irodalombaht m
példaul a ciliaris neurotrop faktor esetében, arbélycsokkenti az ERG-hullamokat, mégis
eléseqiti a fotoreceptorok tulélés@tven és mtsai.2006. Kisérleteink eredményei azt
bizonyitjak, hogy a PACAP-kezelés igen jetemtmorfoldgiai valtozasokhoz vezet az
MSG-kezelt patkanyok retingjdban (5. abra). A fuoRalis kimenetel — bar kisebb
mértékben — Ugyszint szignifikdnsan javult PACAR&és utan (6. és 7. 4bra).

Kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a szkotopikuslldmiokban MSG-kezelés
hatasara tortént valtozasokat a PACAP részben sélipoeta: a PACAP-altal okozott
javulas mind az a-, mind a b-hullamokon megfigy#heolt, amelyek rendre a
fotoreceptorok és a bélgetindlis sejtek riikodését jellemzik (6. és 7. abra). A glutamét
serkend szinaptikus transzmissziot kdzvetit a fotorecegka¥s bipolaris sejtek, valamint a
bipolaris és ganglion sejtek kozdgEhinger és mtsgi.1988. Az MSG-kezelés nagyon
sulyos karosodasokat okozott a Belsetindban valamint a fotoreceptor-réteget is
karositotta. A glutaméat excitotoxicitast, melyetreagas glutamat koncentracio valt ki,
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vélheten mind kozvetlen, mind kozvetett mechanizmusok zak a glutamat
receptorériiségbl fliggéen (Sarantis és mtsail988; Hare és Owenl992; Muller és
mtsai, 1992; Hamassaki-Britto €s mtsall993; Brandstatter és mtsal998. Szamos
kisérlet mutatta mar be a glutamat receptorok &eéra retinaban, melyek alapjan a bels
retinalis sejtekben magas koncentracioban forduk@kBrandstatter és mtsail998. Ez
megmagyarazhatja a bélgetina magas sérllékenységét, melyet mi is taplasak.
Korabbi tanulmanyokban, ahol a patkanyok retingsiziilottkori MSG kezelés utdn 3
honapos korukban szoévettanilag elemezték, a sdbgd® retinalis karosodas latszélag
érintetlen fotoreceptor-réteggel jelentkef@timas és mtsai2004; Babai és mtsai2005.
Jelen kisérlet elektroretinografias méréseineklsa@ga szerint azonban fotoreceptor réteg
funkcionalisan karosodott, melyet az a-hullamok kksdése jelzett: a fotoreceptorok
jeltovabbitasanak hosszutavu karosodasaval a tepterok maguk is karosodnak.

A PACAP-kezelés enyhiteni tudta az MSG-indukaltiozaéassokat mind morfologiai
(5. &bra), mind funkciondlis szinten (6. és 7. aAbfaPACAP kulonbo# a retindra és a
retindlis Utvonalakra gyakorolt hatasai ismer{Blabai €s mtsgi.2005; 2006; Atlasz és
mtsai, 2007; 2008; 2000 A PACAP minden befs retinalis sejtréteget megvédett egy
korabbi, a PACL1 receptor retinan bellli eloszlasagyald cikkel 6sszhangbdiseki és
mtsai, 2000. Habar a funkcionalis javulas enyhébb volt, mintmarfoldgiai, jelen
megfigyeléseink klinikai szempontbdl fontosak, nhivedssként mutatjak be, hogy a
PACAP képes javitani a retinatikbdését excitotoxikus sérilés esetén. Tovabbal&issr
szempontbdl is étemutatéak az eredmények: a funkcionalis valtozaszdécseng a

morfologiai, szovettani valtozasokkal.

Munkacsoportunk egy korabbi cikke alapjdWecsernyes és mtsai2003 a
melanocita-stimulalé hormon alfa-tipusaNISH) képes a szivizom iszkémia-reperfuzios
karosodasat csokkenteni. Felabtt, hogy vajon a sok mas szdvetben — @ggrslin
Aronsson és mtsai2006, vese(Chiao és mtsai.1997), bor (Kokot és mitsaj. 2009,
emészi rendszel(Zou és mtsaj.2003 — is leirt I/R elleni védelem megvaldsul-e a szem
szOvetében is szisztémasan adagolva a hormont.

Az MSH-kisérlet I. fazisdban aa-MSH azon hatasat vizsgaltuk, hogy képes-e
védelmet nydjtani I/R-indukalta retinakdrosodaszaimben. Ezekben a vizsgalatokban az
a-MSH szignifikAnsan médgizte a I/R-nek kitett szem funkcioit. Erre bizot@kot az
ERG-vizsgélat szolgaltatott, mely bemutatta, hogy/R-karosodott retina b-hullamainak

amplitddjao-MSH-dozisfuggen emelkedett (8. és 9. dbra). Ezzel bizonyitésttnjiogy
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az a-MSH védelmet biztosit a retinanak I/R-karosodassamben. Az ébb emlitett
eredmények 0Osszefiiggésben allnak mas &kerikkeivel a hatas hatterében all6 HO-1
upregulacio tekintetében is: egy 2013-as cikk, negly névényi polifenolos vegytletnek, a
rezveratrolnak a magas szembelnyomas miatt kiadaketinalis iszkémia elleni véd
hatdsarél szdmol be, az ERG b-hullam amplitidojateld hatads hatterében HO-1
upregulaciot nevez meg, mint jeléathatasmechanizmudtiu és mtsai.2013. Mi szintén

azt tapasztaltuk, hogy a HO-1 expresszi®MSH hatasara szignifikhnsan megemelkedett
(12. abra), vagyis ez a folyamat @MSH hatdsmechnizmusénak is része lehet. A HO-1
expresszido ndovekedéseMSH hatasara — melyet mi most retindban igazoltenknas
szOvetekben is bizonyitofZou és mtsaj.2003; Lam és mtsai2005; Kokot és mtsai.
2009.

A HO-1 expresszi6ja sérult szOvetben egy igen dregt, magasan konzervalt
adaptiv valasz, mely szamos szévetben 8krélben megfigyelhét (Haines és mtsai.
2012. Munkacsoportunk kordbbi munkajdban ezen enzirpiés lehédiségeit probalta
kihasznalni és bemutatta, hogy a HO-1 upregulaagja serkerdt anyag altal igen és
terapias hatast képem vivo kivaltani (Bak és mtsaj. 2006; 201), mely a HO-1-et
upregulalé hatbanyagok lehetséges klinikai felhakm@t még jobban alatamasztja.

A HO-1 expresszidja stresszorok széles skaldjargniwekszik, mint példaul
oxidativ és gyulladasos bantalmak mi@iaines €és mtsai.2012 csakugy, mint olyan
metabolikus és hemodindmias faktorok kovetkeztébmmt a magas veércukorszint
(Mahmoud és mtsai.2013. Ugyanakkor a legtobb esetben a HO-1 patofizid®qgi
aktivacidja csak atmeneti vagy csekély HO-1 aldBdhtvekedést eredményez, mely nem
éri el azt a kiiszbbszintet, ami szikséges voln®gdthtvitelirendszer tovabbi downstream
Osszetetinek olyan szirt aktivalasara, hogy az a sulyos gyulladasos kokeépe
szignifikans remisszidjat eredményez@dahmoud és mtsai.2013. Azok a kezelései
stratégiak, melyek a HO-1-et kifejezetten retin@ddtts mas betegségek megélsére
vagy kezelésére kivanjak alkalmazni, varhatéanesggrveky mértékben vesznek igénybe
olyan gyégyszertani hatbanyagokat, melyek képegek enzim expressziojat és aktivitasat
névelni. Munkacsoportunk kordbban mar bemutattgyhméldaul a meggymag kivonat is
képes ilyen médon megvédeni a retinat az I/R k&lastlin vivo a HO-1 aktivalasan
keresztll (Szabo és mtsai.2004. Jelen vizsgalat Western blot eredményei pedig
agyszintén szignifikdnsan megnovekedett HO-1 ewaiés mutattak az 500 pg/ttkg
a-MSH-val kezelt patkdnyok I/R karosodott szemérainaszévetében a anyagkezelt

allatok I/R-t elszenvedett szemének enzimexpreggma képest (12. abra), mely arra
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enged kovetkeztetni, hogy aa-MSH alkalmazasa jelefden felebsithet egy vele
egyidejileg zajlé patofizolégiai HO-1 upregulaciot, vagieszelési stratégia lehet.

A retina szovettani vizsgalata soran kiderilt, hogg a-MSH-kezelt allatok
szignifikansan csokkent mérigkdémat mutattak I/R sérilés kovetkeztében (1&)akiz
a megéllapitas a HO-1 retindlis 6déma elleni védbén betoltdtt szerepe szempontjabdl is
jelents. A kapott eredmények hozzajarulnak uj, retindlimat csokkefit stratégiak
kifejlesztésehez szemészeti rendellenességekben.

Kisérletsorozatunk elektronmikroszképiai igazolésdita annak, hogy aeMSH a
bels retinalis sejtekben az I/R-indukalta mitokondgalkarosodasokat csokkenti a
sejtalkotok szintjén, mely szintén egy Uj eredméiiy abra).

Az o-MSH tehat egy hatékony retinoprotektiv szer lehetzkémias
retinakarosodasban. Felmerllt azonban a kérdésy fiagpn a HO-1 enzim mennyire
fontos, esetleg kizarélagos szerepet jatszik-e BSH hatdsaban.

Azt is meg kivantuk vizsgélni, hogy azMSH-nak van-e posztiszkémias hatésa,
mellyel munkacsoportunk egy feltevésére is, ha meikdzvetlenil, de legalabb indirekt
modon valaszt kivantunk adni: hipotézisink az vblbgy az evollcié egy korabbi
szakaszdban am-MSH esetleg stressz hatasara felszabaduld, uassgthormonként
viselkedhetett. Az allatvilagban ma is megfigyethatrejtizkod szin hasznélata, melynek
egészen kilénleges formaja — példaul a kaméledelese— a ér szinének valtoztatasa. A
bérszin stresszre vald gyors valtoztatasa nemcsaklkamok, de polipok, szépiak, bekak,
halak esetében is isméBtuart-Fox és mtsai2008. Definicid szerint stressznek nevezink
minden olyan hatast, amelynek kovetkeztében a dlgmiuszban CRH szabadul fel
(Magyar és Petranyil977), ennek kovetkeztében pedig a proopiomelanocorgkyszort
enzimek hasitjak, mely utvonalon képhet a-MSH is. A melanocita stimulalé hormon
serkenti, mely 6sszefliggésben alléa gzinének valtoztatasav@amargo €s mtsail 999,
mint védeke#é magatartassal. Vagyis abbdl a két tényallasbd@y siresszre egyes allatok
szinvaltozassal reagalnak valamint, hogy a sziox@hozo-MSH kell, logikailag az
kovetkezik, hogy stressz hatasardSH kell felszabaduljon. igy joggal merilhet fel a
kérdés, hogy vajon am-MSH-nak szerepe lehet-e masfajta protektiv, stressdott
valaszban. Tovabb kovetve ezt a logikai szalatjsakémia-reperfuziés karosodas egy
stressz hatas, mely ellen @MSH elbkezelés formajdban protektiv hatastunak bizonyult az
I. fazis kisérletei szerint. Ezek alapjan febgitt, hogy utdkezelés formajaban (mintha

stresszt kovéen szabadult volna fel a szervezetben) vajon priotekaza-MSH?
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Az MSH-kisérlet Il. fazisdban végzett elektroretgréfias mérések eredményei azt
mutattak, hogy a hullamformak amplitidéja, melyeagszséges retinafunkcié fliggvénye,
iszkémia-reperfuzidos karosodasok hatasara csokkegt,posztiszkémias-MSH kezelés
hatasara megnovekedett (13. abra).dlslz a kdvetkeztetés vonhaté le, hogyoallSH
iszkémia utan adagolva is képes a retina funkadftani, vagyis képes az iszkémiés
esemeény bekovetkezte utan is kifejteni retinoptdtekatasat. Az irodalomban mas
szovetekkel kapcsolatban is irtak mar le hason@sziszkémiasa-MSH-hatast: agyi,
mezenterialis valamint vese-iszkémiaban is ismera gelenségChiao és mtsai.1997;
Zou és mtsaj.2003; Giuliani és mtsai.2007), viszont retina-iszkémiaban mi irtuk le a
jelenséget ékszor.

Masik fontos eredményink, hogy a HO-1 gatl6 SnPRese-MSH-val egyszerre
kezelt patkanyok retindja csokkent ERG hullam-ata@gbt mutatott, mely azt jelenti, hogy
azo-MSH hatasaban szerepet kell jatszania HO-1 mestiighaltranszdukcids utvonalnak.
Az SnPP-kezelés azonban nem szlntette meg telggseiMSH hatasat, ami viszont arra
enged kovetkeztetni, hogy azMSH hatasmechanizmusaban nem csak a HO-1 jatszik
szerepet. A HO-1 aktivitds korrelalt az ERG hullamiak amplitaddjaval: a HO-1
aktivitds aza-MSH adagolassal 6sszefliggve emelkedett, mig aP &ePelés hatdsara az
0-MSH HO-1 aktivitasnéveél hatasa csokkent, de nemisz meg. igy ismét ugyanarra a
kovetkeztetésre juthatunk: a HO-1 aktivitas 6ssp@fiza-MSH terapias hatasaval, de nem
kizarélagos komponense annak.

A hemoxigendz aktivitasmérés nagyfoku szordsa tkahn okokra is
visszavezethét Az adatok statisztikai kiértekelését ellehetdtterszoras azért lehetett
magas, mert mig az élkisérleti fazisban 90 perc iszkémiat alkalmaztartkemoxigenaz
fehérje kifejeddése utani detektaldsra, addig az MSH-kisérlet didgézisdban csak 30
percet. Ez az igintervallum, bar elegeridelektroretinografids kisérletek elvégzéséhez, a
hemoxigenaz enzim upregulacidjahoz és kdvetkeznseaypresszidjahoz felteldein nem
elégséges, illetve a mi modelliinkben kevésnek lyizibnAllatetikai megfontolasokbol
azonban, az Eur6pai Unidés szakmai irdnyelveket lésrdsokat kovetve az &llatok
létszdméanak csokkentését tartottuk szeftt,ehzonban — mint az tehéat a jelen kisérletiink
soran bebizonyosodott — az igazan megbizhaté erggrkiéez kilon allatok kellettek
volna az ERG vizsgéalat kivitelezéséhez és kulorat@l a hemoxigenaz aktivitas
vizsgalatokhoz, utdbbiak esetében 90 perces isAgnprotokollt alkalmazva. Az

aktivitAsmérés eredményeinek tisztazasa egibéni kutatas témdja lehet.
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Az a-MSH adagolasa, a retina I/R-karosodasanak cstégerds a HO-1 részvétele
kozotti egyértelm kolcsdnds 6sszefliggés tehat azt mutatja, hogyMB8H az I/R elleni
védelmet legalabb részben egy HO-1-f@ig¢vonalon keresztil fejti ki. Eredményeink nem
zarjdk ki mas, mindezidaig nem azonositott, a hegemdz enzin@l flggetlen
mechanizmusok részleges kozididését. Ennek a lelésiegnek a felderitése jélveni
kutatasok témajat képezi majd. A vizsgalédasokmakyvonalat mas kutatok munkaja is
adhat, akik bemutattak, hogy aMSH-nak anti-citokin aktivitdsa is van, tovabbaaia a
proinflammatorikus fehérjék kifejédését, csokkenti a lazat, és modulalja a neuroimmun
aktivitast (Macaluso és mtsail994; Delgado €s mtsail999. Jelen tanulméany eiként
mutatja be az-MSH hatasossagat I/R-indukalta retinakarosodashend az iszkémias
inzultus ebtt adva, mind pedig posztiszkémiasan. A hormon aagpessége, hogy egy
iszkémias periddus utan adagolva is képes megvédenetinat, megésiti azon
feltevésiinket, hogy a=MSH expresszidja egy jeleit fizioldgias ellensuly, évintézkedés
stresszorok széles spektrum ellen, mely feltdbgta gerincesek korai evoluciojaban
alakult ki és konzervalodott, mint fontos tuléladiottsag, jelleg. Az a megfigyelés, hogy a
posztiszkémiasan adettMSH azonos nagysagreihg@rotektiv hatast valt ki, mint iszkémia
elétt adva, biztatd a lehetséges farmakoterapiasmatkadsa tekintetében.
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6. Osszefoglalas

A kutatbmunkaban célul Gtk ki a retinafunkci6 mérésére szolgalo
elektroretinogréfia alkalmazasat. Ezzel a médskesiteerrel igazoltuk, hogy a PACAP
MSG-indukalta retinopatia ellenes, morfologiai &€édatasanak hatterében funkcionalis
javulas is fenndll. Ez megalapozhatia a PACAPGIp@ni gyogyaszati felhasznalasat
excitotoxikus retinakadrosodasban. &zZMSH-val végzett kisérleteink eredményei pedig
igazoljak azt a feltevést, hogy azMSH enyhiti az iszkémia/reperfazié-indukélta rétia
karosodas sulyossagat funkcionalis, széveti ésesse§izinten, valamint bizonyitékot
szolgéltatnak a hormon hatasmechanizmusaban a Leefs, de nem kizarélagos
részvetelél. Figyelemre mélté an-MSH azon tulajdonsaga, hogy képes visszadllitani a
retinaszovet funkciojat az iszkémias peridédust ki posztiszkémiasan alkalmazva,
mely arra enged kovetkeztetni, hogy a¥SH potencialisan széleskian felhasznalhato
lehet az I/R-mediélta patologiai allapotokban akéegebzésként, akar kezelésként

alkalmazva.

A purpose of the experimental work was to utilizecgoretinography, a retinal
function measurement. With the help of this metihx@dsuccessfully demonstrated that in
the background of the morphological effect of PACAdainst MSG-induced retinopathy
functional amelioration also exists. This may eksaba rationale for possible future use of
PACAP as a therapeutic agent in excitotoxic retdahage. The results of our experiments
carried out witha-MSH justify the presumption that-MSH ameliorates the severity of
ischemia/reperfusion-induced retinal damage funetly as well as on tissue and cellular
level, and provide evidence on the remarkable ltitexclusive participation of HO-1 in
the action mechanism of the hormone. Remarkalieeiproperty otr-MSH to be able to
restore retinal function after an ischemic pericgl, post-ischemically applied, which leads
to the conclusion thai-MSH can potentially be used in a wide range ofriBdiated

pathological conditions applied either as preventioas treatment.
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reperfuzio, elektroretinografia (ERG), hisztolégeektronmikroszkopia, Western blot,

hemoxigenaz 1 (HO-1), HO-aktivitasméreés

Angol targyszavak: retina,a-MSH, PACAP, glutamate, excitotoxicity, ischemia-
reperfusion, electroretinography (ERG), histologjgctronmicroscopy, Western blot,

hemoxygenase 1 (HO-1), HO-activity measurement
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9. KbszoOnetnyilvanitas

Koszonetemet fejezem ki témaveaanek, Dr. Tosaki Arpad egyetemi tanarnak
(DE GYTK Gyodgyszerhatastani Tansz€k), hogy léhettette munkam elvégzését az altala

vezetett tanszéken.

Kdszénom Dr. Juhasz Béla egyetemi adjunktusnak @HK Gydgyszerhatastani
Tanszék), hogy kisérletes munkamat mindvégig kéveés mindig irAnymutatast adott,

mikor kellett.

Kdszondbm Dr. Gesztelyi Rudolf egyetemi adjunktusngPE GYTK
Gydgyszerhatastani Tanszék), hogy mindig volt epad perce ram, ha valami szakmai —
kivaltképp, ha statisztikai — kérdésem mertilt fel.

Kdszonom Dr. Atlasz Tamas és Dr. Szabadfi Krisz{l@E TTK, Testnevelés- és
Sporttudomanyi Intézet) kooperaciés egyiithddését, tovabba koszonettel tartozom
minden vellk kapcsolatban &ll6 tanszék munkatéakaiakik ebsegitették kollaboracios

munkankat és kozos cikkiink megjelenéseét.

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

elkészitésében nyujtott segitségikért.

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

segitseguket.

Koszbnetemet fejezem ki a tanszékinkdon dolgozé etdngaimnak,

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

Kdszonom barataimnak a veluk kikapcsolodassabltéttéssel eltdltott idk!

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

tamogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinmosasaval valosult meg.
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10. Fuggelék
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