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I. BEVEZETÉS 

 

I.1. Hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid (PACAP) 

 I.1.1. A PACAP molekula 

A PACAP egy neuropeptid, a szekretin/glukagon/VIP (vazoaktív intesztinális 

polipeptid) peptid szupercsalád tagja (Arimura és Shioda 1995). A mozaikszó az angol 

”pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide” kifejezés rövidítése. 1989-ben 

izolálták először birka hipotalamuszból, ekkor írták le hipofízis sejttenyészeten kifejtett 

adenilát-cikláz aktiváló hatását (Miyata et al. 1989,  Arimura 2007). Két természetesen 

előforduló izoformája (variánsa) ismert: a 38 aminosavat tartalmazó PACAP1-38, és a 

27 aminosavat tartalmazó PACAP1-27 (Arimura és Shioda 1995). Ezek N-terminálisa 

megegyezik, de a PACAP1-38 C-terminálisán további 11 aminosav található (Miyata et 

al. 1990). A szervezetben előforduló PACAP molekulák közel 90%-át a PACAP1-38 

teszi ki, a PACAP1-27 csak kisebb mennyiségben van jelen (Arimura et al. 1991). A 

mesterségesen előállított rövidebb fragmensek (például a PACAP6-38) legtöbbször 

kompetitív antagonistaként viselkednek a természetes variánsokkal szemben (Bourgault 

et al. 2008). A PACAP1-27 68%-os szerkezeti egyezést mutat a VIP-vel, azonban 

adenilát-cikláz aktiváló hatása 1.000-10.000-szer nagyobb a VIP aktiváló hatásánál 

(Vaudry et al. 2009). A PACAP szekvenciája rendkívül konzervált: emlősökben teljesen 

megegyezik, és egyéb gerincesek esetében is csak 1-4 aminosav eltérés mutatható ki 

(Vaudry et al. 2000, Boros et al. 2010, Kiss és Pirger 2013, Reglődi és Tamás 2016). A 

tény, hogy a filogenezis során szinte változatlanul konzerválódott molekuláról van szó, 

alapvető élettani funkciókat feltételez (Vaudry et al. 2009). A szisztémás keringésben a 

dipeptidil-peptidáz IV enzim szubsztrátja, ezért féléletideje mindössze néhány perc (Zhu 

et al. 2003). 

I.1.2. A PACAP előfordulása a szervezetben 

A központi idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a hipotalamuszból 

mutatható ki, de a hipofízisben, az agykéregben, az agytörzsben, a középagyban, a 

törzsdúcokban, a kisagyban és a talamuszban is találhatóak PACAP tartalmú sejtek 

(Köves et al. 1990, Arimura 1998, Vaudry et al. 2000, Reglődi 2009). 
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A perifériás idegrendszerben a spinalis ganglionok kis érzőidegsejtjei, ill. a 

vegetatív pre- és postganglionaris neuronok tartalmaznak PACAP-ot (Arimura 1998, 

Vaudry et al. 2000, Reglődi 2009).  

A perifériás szövetek közül a PACAP jelentős koncentrációban detektálható a 

herében, a pancreas Langerhans-szigeteinek sejtjeiben és a mellékvese chromaffin-

sejtjeiben (Vaudry et al. 2009). Számos szervben detektálható a jelenléte (tüdő, szív, 

vese, máj, nyirokszervek), ennek forrása azonban feltehetőleg a neuroendokrin rendszer 

(Arimura et al. 1991, Köves et al. 1993, Kántor et al. 2002, Szántó et al. 2012, Tamás et 

al. 2016). Számos mirigy excretumából is kimutatható, pl. humán anyatej, patkány 

könny, humán könny (Gaal et al. 2008, Börzsei et al. 2009, Csanaky et al. 2012, 2014, 

Nakamachi et al. 2016). 

I.1.3. A PACAP receptorok, és előfordulásuk a szervezetben 

 A PACAP hatását a szervezetben G-proteinhez kapcsolt receptorok által 

közvetített jelátviteli útvonalakon keresztül fejti ki (Laburthe et al. 2007). Ezen 

receptorok, melyek a VIP receptor családba tartoznak, hét transzmembrán domént és 

egy intracellulárisan G-proteint kötő domént tartalmaznak. Altípusai (Hashimoto et al. 

1996, Arimura 1998, Joo et al. 2004, Laburthe et al. 2007, Vaudry et al. 2009): 

1. PAC1 receptor: Két-három nagyságrenddel nagyobb affinitással köti a 

PACAP-ot, mint a VIP-t. Eddig 8 splice variánsát azonosították (I/1. ábra). 

Mindegyik szubtípus specifikus szignáltranszdukciós útvonalhoz kapcsolt, és 

expressziója szövet- vagy sejtspecifikus. Kódoló génje a 7. kromoszómán 

található (Yamamoto et al. 1998). Számos jelátviteli útvonalat aktivál (I/2. ábra). 

Kimutatható többek között az agyban, az adenohipofízisben, a gerincvelőben, a 

herében és a mellékvesevelőben. Szelektív agonistája a maxadilán (Vaczy et al. 

2016). 

2. VPAC1 és VPAC2 receptorok: A PACAP-ot és a VIP-t egyforma erősséggel 

kötik. Elsősorban az adenilát-ciklázhoz kapcsolt jelátviteli utakat aktiválják. 

Kimutathatóak többek között a központi idegrendszerben, a májban, a tüdőben, a 

gasztrointesztinális traktusban, a lépben, az ovariumban és a thymusban. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gaal%20V%22%5BAuthor%5D
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I/1. ábra: A PAC1 receptor 8 splice variánsának szerkezete (Arimura 1998). 

 

I.1.4. A PACAP élettani hatásai 

A PACAP élettani hatásainak egyre bővülő listájával számos összefoglaló 

tanulmány foglalkozik (Arimura 1998, Sherwood et al. 2000, 2007, Vaudry et al. 2000, 

Ganea és Delgado 2002, Counis et al. 2007, Atlasz et al. 2016, Reglődi és Tamás 2016). 

Neuropropektív hatásain kívül (lásd I.1.5. fejezet) az eddig feltárt főbb effektusai a 

következők (a teljesség igénye nélkül) : 

1. Centrális endokrin hatásai: A hipofízisben is termelődik, és részt vesz mind az 

elülső, mind a hátsó lebeny hormonok termelődésének szabályozásában (Köves 

et al. 1990, 1998, Chiodera et al. 1995, Rawlings és Hezareh 1996, Evans 1999, 

Kántor et al. 2000, Vaudry et al. 2006, Counis et al. 2007, Okada et al. 2007). 

2. Egyéb endokrin szervekben is részt vesz a lokális szabályozásban (Vaudry et 

al. 2006): befolyásolja a gonádok szteroid termelését (El-Gehani et al. 2000), a 

pajzsmirigyműködést (Okada et al. 2007). Növeli a pancreas inzulintermelését 

(Winzell és Ahren 2007), stimulálja a mellékvese catecholamin szintézisét 

(Isobe et al. 2003). Hatással van az ovariális follikuláris fejlődésre és a 

spermiogenezisre (Csaba et al. 1997, Apa et al. 2002, Gras et al. 2005, Barberi et 

al. 2007).  

3. Neurotrophikus hatásai (Zhou et al. 2001, Waschek 2002, Meyer 2006, 

Watanabe et al. 2007): a PACAP részt vesz a neurogenezisben, a neuronális 

differenciációban, az idegrendszeri mintázat kialakításában, valamint a 

gliasejtek fejlődésében, mely hatást az igen korán megjelenő PACAP receptorok 

mediálnak a sejtek felé  (Waschek 2002). A neurotrophicus és a neuroprotektív 
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hatás (lásd I.1.5. fejezet) szorosan összefügg, hiszen az idegrendszer egy noxára 

az embrionális fejlődési folyamatok reaktivációjával válaszol, ezzel idézve elő 

sejttúlélést, regenerációs hatást (Waschek 2002). 

4. Központi szerepet játszik a napi ritmus szabályozásában is (Hannibal és 

Fahrenkrug 2004, Hannibal 2006, Vereczki et al. 2006, Nagy és Csernus 2007): 

a PACAP a glutamát mellett a retinohipotalamikus pálya fő transzmittere, és 

számos folyamatot befolyásol a nucleus suprachiasmaticusban és a corpus 

pinealéban (Rékási és Czömpöly 2002, Hannibal 2006). Fokozza a melatonin 

termelést a tobozmirigyben, azonban annak cirkadián ritmusát nem befolyásolja 

(Csernus et al. 2004). Ez a hatás megfigyelhető már a korai embrionális korban 

is (Faluhelyi et al. 2006). A cirkadián fázistól függő mértékben védi a 

tobozmirigy sejteket oxidatív stresszel szemben (Horváth et al. 2010). Ezen 

megfigyeléseket alátámasztják a PACAP KO állatokon végzett kísérletek is 

(Kawaguchi et al. 2010). 

5. Serkenti a memóriafolyamatokat, amit a PACAP és a PACAP receptor KO 

egereken megfigyelt memóriazavar is mutat (Roberto és Brunelli 2000, Otto et 

al. 2001, Matsuyama et al. 2003, Pirger et al. 2014). 

6. Részt vesz az alvásszabályozásban (Murck et al. 2007).  

7. Viselkedésre gyakorolt hatásai: növeli a lokomotoros aktivitást patkányban és 

egérben (Masuo et al. 1995, Adamik és Telegdy 2004). Részt vesz a 

stresszadaptációs magatartás szabályozásában (Agarwal et al. 2005, Légrádi et 

al. 2007, Gaszner et al. 2012, Kormos et al. 2016). Ismertek antidepresszáns 

hatásai is (Reichenstein et al. 2008). Befolyásolja a szteroid indukálta 

reprodukciós viselkedést patkányban és egérben (Apostolakis et al. 2004).  

8. Befolyásolja a hőszabályozást: Intracerebroventrikuláris adása hipertermiát 

okoz (Pataki et al. 2002, Bánki et al. 2014). 

9. Emeli a centrális szimpatikus neuronális aktivitást in vivo (Farnham et al. 

2008). 

10. Egyéb perifériás hatások: az erekben simaizom-relaxáns hatása van (Lenti et al. 

2007). Növeli a kardiális neuronok excitabilitását (Clason et al. 2016). 

Befolyásolja a motilitást és a szekréciót a gasztrointesztinális rendszerben és a 

légutakban, utóbbiban bronhodilatátor hatása mellett antiinflamatorikus 

effektusát is leírták (Köves et al. 1993, Foda et al. 1995, Barthó et al. 2000, 

Lázár et al. 2001, Tornoe et al. 2001, Oh et al. 2005, Lauenstein et al. 2011). Hat 
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a vizeletürítési reflexre és az érzőbeidegzésre a húgyúti szervekben (Braas et al. 

2006, Girard et al. 2016). 

11. Sejttúlélést serkentő hatásai nem-neuronális sejtekben: csökkenti az apoptózis 

mértékét a T-sejt differenciáció, valamint glükokortikoid és Fas-ligand kiváltotta 

sejthalál esetén is (Delgado et al. 1996, Delgado és Ganea 2000a,b, 2001). 

Hipofízis adenóma sejtekben a PACAP védő hatású a TGF-beta indukálta 

apoptózissal szemben (Oka et al. 1999). Csökkenti a sejthalál mértékét az 

ovarium follikuláris sejtjeiben (Lee et al. 1999) és a prosztata tumorsejtekben 

(Gutierrez-Canas et al. 2003). Növeli a vese tubuláris sejtjeinek túlélését 

oxidatív stressz, kemoterapeutikumok, iszkémia/reperfúziós károsodás, 

diabéteszes nefropátia esetén (Reglődi et al. 2012a). Csökkenti az oxidatív 

stressznek kitett retinális pigment epithel sejtek pusztulásának mértékét (Fábián 

et al. 2012). Az oszteogenezis, kondrogenezis összetett folyamataiban pozitív 

regulátorként azonosították (Juhász et al. 2015). 

 

I.1.5. A PACAP neuroprotektív hatásai 

In vitro kísérletek eredményei 

Sejttenyészetben növeli a neuronális sejtvonalak túlélését szérum megvonás 

esetén.  PACAP jelenlétében a szérummentes tenyésztőmédiumban jelentősen csökken 

az apoptózis mértéke kisagyi szemcsesejtekben (Canonico et al. 1996), ill. patkány 

pheochromocytoma sejtvonalat vizsgálva is növelhető a túlélés (Tanaka et al. 1997). 

Antiapoptotikus hatású kevert patkány kortikális primer kultúrában (Frechilla et al. 

2001), hátsó gyöki ganglionsejtekben (Lioudyno et al. 1998), és kolinerg neuronokban 

is (Takei et al. 2000). 

Oxigén-glükóz megvonás esetén kortikális piramissejt kultúrában csökkenti a 

laktát-dehidrogenáz kiáramlást (Stumm et al. 2007); gliális és neuronális primer 

sejtvonalakban is csökkenti a sejtpusztulás mértékét (Jóźwiak-Bębenista et al. 2015). 

A PACAP kezelés hatása számos toxikus modell esetén igazolt. Glutamát 

toxicitás modellben protektívnek bizonyult PC12 sejteket (Said et al. 1998), kortikális 

neuronokat (Shintani et al. 2005), és motoneuron sejttenyészetet vizsgálva is 

(Tomimatsu és Arakawa 2008). Védő hatása igazolt toxikus ethanol, C2-ceramid, 

hipoglikémia indukálta apoptózis esetében is (Vaudry et al. 2002a,b, 2003, Kasica et al. 

2016, Mansouri et al. 2016). Oxidatív stressznek kitett retinális pigment epithelium 
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sejteket, szőrsejteket, pinealocitákat, a belső fül neuronális elemeit vizsgálva is 

kimutatható a PACAP kezelés protektív hatása (Horváth et al. 2010, Rácz et al. 2010, 

Mester et al. 2011, Kasica et al. 2016). Védő hatású β-amyloid, humán prion protein 

fragmens, valamint streptozotocin noxával szemben is (Onoue et al. 2002a,b, 2008, Han 

et al. 2014). 

In vivo kísérletek eredményei 

 A PACAP számos különböző iszkémia modellben bizonyult hatásosnak. 

Patkány globális agyi iszkémiában a PACAP intravénás vagy intracerebroventrikuláris 

adása jelentősen csökkentette a hippokampusz CA1 regiójában a sejtpusztulást még 

akkor is, ha a PACAP adása 24 órával az iszkémia indukció után történt (Uchida et al. 

1996). Folyamatos szisztémás adagolás esetén neuroprotektív tranziens fokális agyi 

iszkémiában (Reglődi et al. 2000, 2002). Az infarktus nagysága, az ödéma kiterjedése és 

a neurológiai deficit fokozottabb PACAP KO egerekben. Ez a hatás PACAP adással 

csökkenthető (Chen et al. 2006, Ohtaki et al. 2006, Nakamachi et al. 2010). 

 Különböző trauma modellekben vizsgálva is protektívnek bizonyult a PACAP 

kezelés. Neurotrauma modellben csökkentette a diffúz axonális károsodás mértékét 

(Farkas et al. 2004, Tamás et al. 2006, Kövesdi et al. 2008, Tamás et al. 2012). Patkány 

gerincvelő trauma modellben csökkentette a gerincvelő károsodás mértékét (Chen és 

Tzeng 2005). Az állatkísérletes adatokkal összhangban humán agysérülések esetében 

kimutatható volt a PACAP expresszió növekedése (van Landeghem et al. 2007). 

 Számos humán neurodegeneratív megbetegedés állatkísérletes modelljében 

igazoltak pozitív PACAP hatást: Parkinson kór (Reglődi et al. 2004a,b, 2006a,b, 2015, 

Maasz et al. 2017), Huntington kór (Tamás et al. 2006), Alzheimer kór (Dogrukol-Ak et 

al. 2009). Etanol ill. kainát okozta neurotoxicitás modellekben szintén igazolható volt a 

PACAP kezelés protektív hatása (Atlasz et al. 2006, Lacaille et al. 2016). 

I.1.6. A PACAP retinoprotektív hatásai 

In vitro kísérletek eredményei 

 Retinális neuron sejtkultúrát vizsgálva mind a PACAP1-27, mind a PACAP 1-

38 protektívnek bizonyult glutamát toxicitás modellben (Shoge et al. 1999). Ugyancsak 

mindkét izoforma csökkentette dózis dependens módon az anisomycin okozta 

sejtpusztulást neuroblaszt sejtekben (Silveira et al. 2002). Ugyanezen modellben 

vizsgálva a PAC1 receptor agonista maxadilan is szignifikánsan csökkentette a 

sejtpusztulást, glükagont vizsgálva azonban a hatás elmaradt (Silveira et al. 2002). A 
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PACAP 1-38 neuroprotektív hatású volt fotoreceptor sejtekre thapsigargin toxicitás 

modellben (Silveira et al. 2002). Anoxiás körülmények között növelte a horizontális 

sejtek fényválaszát a kontrollcsoporthoz viszonyítva (Rabl et al. 2002). 

 A retinális pigment epithelium (RPE) sejtek nélkülözhetetlen szerepet 

játszanak a fotoreceptorok metabolizmusában, túlélésében (Atlasz et al. 2016). PAC1 és 

VPAC1 receptorok mRNS-ét kimutatták nem stimulált RPE sejteken (ARPE19 

sejtvonal) (Zhang et al. 2005). PACAP1-38 kezeléssel, dózis függő módon a hidrogén-

peroxid okozta sejtpusztulás kivédhető volt ARPE19 sejtvonalban (Mester et al. 2011, 

Fábián et al. 2012). Mind a PACAP, mind a VIP potensen gátolta a „tight junction” 

típusú intercelluláris összeköttetések felbomlását, mely a legfőbb patofiziológiai oka a 

diabéteszes retinopátia egyik súlyos szövődményének, a makula ödémának (Scuderi et 

al. 2013). 

 

In vivo kísérletek eredményei 

 Excitotoxikus retinadegeneráció: A glutamát fiziológiás koncentrációban a 

retina legfontosabb excitátoros neurotranszmittere, magas koncentrációban azonban 

excitotoxinként hat. Ha monoszódium glutamátot (MSG) adunk az éretlen vér-agy 

gáttal rendelkező újszülött patkányoknak intraperitoneálisan, az bejut a retinába, és 

valamennyi belső retinális réteg súlyos károsodását okozza (Szabadfi et al. 2009, Babai 

et al. 2006). Az excitotoxikus mechanizmus számos humán kórképben (glaukóma, 

iszkémiás retinopátia) fontos faktor (Atlasz et al. 2016). Munkacsoportunk több 

kísérletben igazolta a PACAP protektív hatását MSG indukálta retinopátiában (Babai et 

al. 2005, 2006). Annak ellenére, hogy a PACAP1-38 képes átjutni a vér-agy gáton, 

szisztémás alkalmazása eredménytelen volt (Kiss et al. 2006), míg intravitreálisan 

injektálva szignifikánsan csökkentette az MSG okozta sejtpusztulást (Babai et al. 2005, 

2006, Tamás et al. 2004). 

 Iszkémiás retinadegeneráció: A retina igen érzékeny a hipoxiás károsító 

hatásokra. Számos humán kórkép ismert, melyek hátterében a retina csökkent perfúziója 

áll (artéria elzáródás, diabéteszes retinopátia, magas intraokuláris nyomás) (Atlasz et al. 

2016). Munkacsoportunk számos kísérletben bizonyította a PACAP protektív hatását 

BCCAO (kétoldali arteria carotis communis lekötés) okozta iszkémiás retinakárosodás 

esetén (Atlasz et al. 2007a, 2010a, Szabadfi et al. 2010). A komplex molekuláris 

hatásmechanizmus vizsgálata során bebizonyosodott, hogy bár a PACAP kezelés 

önmagában nem tudja befolyásolni az Akt (nem mozaikszó, egy egértörzs nevéből 
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származik; régebbi nevén a PKB azaz protein kináz B) ill. a MAPK-ok (mitogén 

aktivált protein kináz) foszforilációját, de csökkenti a hipoperfúzió okozta protein 38 

(p38), valamint JNK (Jun N-terminális kináz) aktivációt (Rácz et al. 2006a). Komplex 

anti-inflammatórikus hatása BCCAO modellben is igazolódott (Rácz et al. 2006a). Több 

PACAP fragmens hatékonyságát is megvizsgáltuk, a leghatásosabbnak a PACAP1-38 

bizonyult (Werling et al. 2014). Magas intraokuláris nyomás modellben a PACAP 

kezelés csökkentette a ganglionsejtek pusztulását (Seki et al. 2011).  

 Nervus opticus átvágás: A nervus opticus műtéti átvágásával apoptotikus 

neuronpusztulás idézhető elő a kifejlett központi idegrendszerben (Quigley et al. 1995), 

melynek következtében a retina ganglionsejtes rétegében (GCL) megközelítőleg 55%-os 

sejtpusztulás jön létre (Seki et al. 2008). A pusztulás mértéke intravitreális PACAP 

kezeléssel szignifikánsan mérsékelhető (Seki et al. 2008). 

 Diffúz és fókuszált UV-A sugárzás hatását vizsgálva is számos retinális réteg 

károsodása volt megfigyelhető, mely károsodás mértéke szignifikánsan kisebb volt 

PACAP kezelést követően (Atlasz et al. 2011). A koraszülöttek ideghártya 

károsodásához (ROP, retinopathy of prematurity, retinopathia prematurorum) igen 

hasonló, vazoproliferációval járó retinopátia idézhető elő újszülött rágcsálókban 

hiperoxia/ normoxia váltakozó alkalmazásával (Connor et al. 2009). PACAP kezelés 

hatására javul a retina vaszkulatúrája a normál morfológia megváltozása nélkül; a 

citokin expresszió változása pedig a kóros érproliferációt gátolja, elősegíti a szöveti 

remodellinget (Kvarik et al. 2016). Streptozotocin indukálta diabéteszes retinopátia 

modellben az intravitreális PACAP injekció növeli az antiapoptotikus faktorok, 

csökkenti a proapoptotikus faktorok szintjét (Szabadfi et al. 2014). Segít a szinapszisok 

integritásának fenntartásában, ezzel védi a vertikális útvonal elemeit a szelektív 

degenerációtól (Szabadfi et al. 2016). 

I.1.7. A PACAP hatás molekuláris mechanizmusai 

A citoprotektív hatásokat csaknem minden esetben a PAC1 receptor közvetíti, 

mely számos jelátviteli útvonalat aktivál (I/2. ábra) (Botia et al. 2007, Meyer 2006, 

Somogyvári-Vigh és Reglődi 2004, Vaczy et al. 2016). Ezen szignáltranszdukciós utak 

celluláris szinten az antiapoptotikus fehérjék aktivitásának fokozását, a proapoptotikus 

fehérjék gátlását idézik elő. E két hatás összessége eredményezi végül a sejt túlélését. 
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I/2. ábra: A PAC1 receptorhoz kapcsolódó szignáltranszdukciós útvonalak (Ravni et al. 

2008 alapján, módosítva az I.1.7. fejezetben szereplő irodalom felhasználásával). 

 

1. Antiapoptotikus hatású fehérjék aktivitásának fokozása 

A PAC1 receptor aktivációja során heterotrimer G-proteinek közvetítésével három fő 

effektor fehérje aktiválódik: adenilát-cikláz (AC), foszfolipáz C (PLC), 

foszfatidilinozitol 3-kináz (PI3K) (Szeberényi 2004, Laburthe et al. 2007, Ravni et al. 

2008). 

AC út 

Ciklikus-adenozin-monofoszfát (cAMP) messenger közvetítésével részben a RAP1 

(RAS-asszociált protein 1), részben a MEK (MAPK/ERK kináz) fehérjék segítségével 

aktiválja az ERK utat. Az ERK út egy mitogén aktivált protein kináz kaszkád, melynek 

utolsó tagja (azaz egy mitogén aktivált protein kináz, egy MAPK) egy extracelluláris 

szignál által regulált kináz (ERK1/2). Az ERK1/2 aktiváció antiapoptotikus hatású. A 

kaszkád tagjai: Ras-Raf-MEK-ERK1/2 (Pearson et al. 2001, Johnson és Lapadat 2002, 

Gasz et al. 2006). 
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Protein kináz A (PKA) is aktiválódik a cAMP szint emelkedésével, ez részben az ERK 

út aktiválásával (Ras és Rap1 fehérjéken keresztül), részben a CREB (cAMP reszponzív 

elem kötő protein) aktivációján keresztül antiapoptotikus hatású (Rácz et al. 2006b). 

PLC út 

Diacilglicerin (DAG) messenger útján aktiválja a PKC-t (protein kináz C). A PKC 

enzimatikus aktivitása nélkülözhetetlen az NF-KB (aktivált B sejt nukleáris faktor 

kappa könyű lánc enhancer) komplex létrejöttéhez, mely antiapoptotikus hatású 

(Szeberényi 2004, Ravni et al. 2008). 

Inozitol-triszfoszfát (IP3) messenger útján aktiválja az AC útnál már részletezett CREB-

et, mely antiapoptotikus hatású (Szeberényi 2004, Ravni et al. 2008). 

PI3K út 

Részben az AKT, részben a már említett PKC aktiválásán keresztül növeli az NF-KB 

mennyiségét, mely antiapoptotikus hatású (Szeberényi 2004, Ravni et al. 2008). 

2. Proapoptotikus hatású fehérjék gátlása 

A sejtet érő külső stresszorok (például gyulladás, besugárzás, oxidatív stressz) 

apoptózist indukálnak. Ezt a hatást MAPK-ok közvetítik: p38, valamint a JNK, mely a 

Bax (Bcl-2 asszociált protein X, a Bcl-2 család tagja, mely nevét a B sejtes limphomáról 

kapta) aktiválásával közvetíti a szignált az apoptózist végrehajtó kaszpázok felé (Ballif 

és Blenis 2001, Benhar et al. 2002, Kilics et al. 2006, Azadi et al. 2007). Az örökítő 

anyag sérülését a protein 53 (p53) közvetíti a sejt felé a már említett Bax aktiválásával. 

A túlélési faktorok megvonása a Bad (fantázianév, Bcl-2 család tagja) 

inaktiválódásának hiánya révén vezet apoptózishoz. A PKA gátolja mind a Bax-ot, 

mind az azt aktiváló JNK-t, valamint a p38-at és a Bad-ot, ezzel hozva létre széleskörű 

antiapoptotikus hatást. Az AKT és a PKC a Bad gátlásával fejtenek ki antiapoptotikus 

hatást. Az ERK1/2 szintén a Bad-on fejt ki gátló hatást (Rácz et al. 2007, 2008). 

 

 

I.2. Vazoaktív intesztinális peptid (VIP) 

 

 A VIP egy neuropeptid, a szekretin/glukagon/VIP peptid szupercsalád tagja. 

1970-ben izolálták először sertés vékonybélből, nevét potens vazodilatatív hatásáról 

kapta (Said és Mutt 1970). Szerkezeti hasonlóságot mutat a PACAP-pal, 28 

aminosavból áll. Hatásait VPAC1, VPAC2 és PAC1 receptorokon fejti ki (részleteket 
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lásd I.1.3. fejezet). Szerteágazó szisztémás hatásokkal bír; számos esetben bizonyították 

vazoaktív, viselkedésbiológiai, immunbiológiai, antiinflammatórikus hatását (Ganea és 

Delgado 2002, Laburthe et al. 2007, Masmoudi-Kouki et al. 2007). 

 A központi idegrendszerben kimutatták jelenlétét a kortikális kolinerg 

interneuronokban, cAMP emelő hatását megfigyelték a kortexben, striátumban, 

hipotalamuszban, hippokampuszban, talamuszban, középagyban (Moody et al. 2003). 

Neuroprotektív hatását számos esetben bizonyították in vitro és in vivo modellekben: 

csökkenti a tetrodotoxin indukálta neuronpusztulást in vitro (Brenneman és Eiden 

1986), indukálja az asztrocitákban a neuroprotektív anyagok szintézisét és szekrécióját 

(Gozes et al. 2003), csökkeni a mikroglia aktivációt és a következményes neurotoxikus 

faktor kiáramlást Parkinson kór és neurotrauma modellben (Dejda et al. 2005). Retinális 

neuron sejtkultúrát vizsgálva protektívnek bizonyult glutamát toxicitás modellben 

(Shoge et al. 1998). 

 

I.3. PACAP knockout egerek 

A biológiailag aktív, fehérje természetű anyagok vizsgálatára kiváló lehetőséget 

nyújtanak a vizsgált anyagra deficiens (az anyagot nem, vagy csak inaktív formában 

expresszáló) kísérleti állatok. Egy deficiens élőlény létrehozására legelterjedtebben 

alkalmazott módszer a Capecchi által 1989-ben kidolgozott „KO” technika. A homológ 

rekombináción alapuló módszer közkeletű nevét arról kapta, hogy képes egy 

meghatározott gén pontos „kiütésére” („knock out”) (Capecchi 1989). 

Hashimoto és munkatársai 2001-ben hozták létre a PACAP fehérjét nem 

expresszáló, PACAP
-/-

-os egeret (Hashimoto et al. 2001). A vektort az 1998-as PACAP 

gén klónozási és karakterizációs kísérletek eredményeit felhasználva tervezték 

(Yamamoto et al. 1998). A linearizált vektort elektroporációval juttatták a CD1-es 

törzsből származó egerekből kinyert embrionális őssejtekbe. A manipulált embrionális 

őssejteket blasztocisztába vitték be, majd a létrejött kiméra-utódokat vad egyeddel 

visszakeresztezve tovább szaporították. A második generációból Southern blot 

technikával választották ki a transzgenikus példányokat. Ezáltal ellenőrzött, PACAP-ra 

homozigóta KO vonalat kaptak, amely deficiens egyedeket egymás között keresztezve 

tovább szaporítottak. 

 A PACAP KO állatokkal kapcsolatos vizsgálatok során számos abnormalitás 

igazolódott (Reglődi et al. 2012b): 
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Túlélés és metabolizmus: Jellemző a magas korai mortalitási ráta, a 6 hónapos kort a 

hímek 80%-a, míg a nőstények 50%-a éri meg. A túlélő példányok csökkent 

növekedésűek, IGF szintjük csökkent, de GH szintjük normális, összes szervük kisebb 

súlyú (Niewiadomski et al. 2008). Eltérő cerebelláris fejlődés, késői neuronális 

differenciáció, megnövekedett apoptotikus aktivitás volt detektálható (Allais et al. 

2007). Gyakori a korai, hirtelen halál, melynek oka feltételezhetően a szénhidrát és lipid 

metabolizmus zavara, valamint a nagyfokú hőérzékenység (Gray et al. 2001, 2002). 

Kisebb fehér zsír tömeg, valamint megnövekedett inzulin érzékenység jellemzi őket 

(Tomimoto et al. 2008). Pajzsmirigy aktivitásuk csökkent, melynek hátterében az 

endogén PACAP hipotalamusz-hipofízis-pajzsmirigy tengelyben betöltött szerepe áll 

(Egri et al. 2016). Szénhidrát bevitelük csökkent (Nakata et al. 2004). Etanolra adott 

hipotermiás és hipnotikus válaszuk is csökkent (Tanaka et al. 2004). 

Viselkedés: Hiperaktív, explozív ugró magatartást produkálnak open field tesztben; 

lokomotoros aktivitásuk nagyobb a vad kontrollokénál. Intenzívebb explorációs 

magatartás, valamint kisebb félelemérzet mutatható ki a célzott viselkedési tesztekkel. 

Major depresszió jelei a „forced swimming” tesztben (Hashimoto et al. 2001, 2009, 

Fujii et al. 2007, Gaszner et al. 2012). Eltérő választ produkálnak számos, a központi 

idegrendszerben ható gyógyszerre is (Shintani et al. 2003). 

Idegrendszer: Megnövekedett érzékenység cerebrális iszkémiával, cerebelláris oxidatív 

stresszel szemben (Vaudry et al. 2005, Chen et al. 2006, Ohtaki et al. 2008). Az 

infarktusos terület nagyobb a hetero-, és homozigóta PACAP KO állatokban, mint a vad 

típusban ugyanazon degenerációs modell (MCAO, arteria cerebri media okklúzió, lásd 

I.4. fejezet) esetén (Ohtaki et al. 2006). A heterozigóta PACAP KO állatokban fokális 

iszkémiát követően (MCAO) kialakuló agyi ödéma jóval nagyobb, mint a vad 

egyedekben (Nakamachi et al. 2010). Nagyobb funkcionális deficit figyelhető meg 

stroke után (Chen et al. 2006), ill. elégtelen regeneráció a perifériás idegekben 

axotómiát követően a KO állatokban (Armstrong et al. 2008). Gerincvelő károsodást 

követően már a 3. naptól kimutatható volt a különbség a vad és a heterozigóta PACAP 

KO egér csoport között a motoros funkciókat vizsgálva: a vad csoport regenerációja 

gyorsabb volt (Tsuchikawa et al. 2012). Szklerózis multiplex modellben a PACAP KO 

állatok neuronális károsodása nagyobb mértékű (Abad és Waschek 2011). Eltérés 

tapasztalható a memória funkciókban is (Shintani et al. 2003, Vincze et al. 2011). A KO 

állatok retinája gyorsabban öregszik, az öregedés során kialakuló károsodások mértéke 

nagyobb (Kovács-Valasek et al. 2017). 
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Egyéb szervek: Kimutatható, hogy a PACAP deficiens egerek veséjében megszűnik a 

fény indukálta általános szimpatikus aktivitásfokozódás (Hatanaka et al. 2008); továbbá 

nagyobb hisztológiai eltérések mérhetőek az iszkémia/reperfúziós károsodást követően 

(Szakaly et al. 2011). Dextrán szulfát indukálta kolitisz modellben a KO állatok sokkal 

súlyosabb tüneteket mutattak, jóval nagyobb gyulladásos aktivitás volt detektálható a 

patológiai feldolgozás során, valamint 60%-ban kolorektális daganat fejlődött ki 

(Nemetz et al. 2008). A vékonybelek hideg és meleg iszkémiás toleranciája is csökkent 

mértékű a PACAP KO egerekben (Ferencz et al. 2010a,b). Doxorubicin indukálta 

kardiomiopátiában a KO állatok mortalitása jóval nagyobb volt, melynek oka 

feltehetőleg a csökkent kardiális funkció, a nagyobb mértékű fibrózis és degeneratív 

elváltozások, nagyobb mennyiségű ROS (reaktív oxigén gyökök) felszabadulás volt 

(Mori et al. 2010). Endotoxin indukálta légúti gyulladás modellben endogén PACAP 

hiányában fokozott légúti érzékenység, nagyobb mértékű gyulladás és ödéma, fokozott 

inflammatorikus citokin produkció volt kimutatható (Elekes et al. 2011). 

 

I.4. Az emlős retina általános felépítése 

A gerinces állatok, így az emlősök szeme is inverz szem, ennek belsejében 

található a szem optikai rendszerével összegyűjtött fényinformációt idegi impulzussá 

alakító retina. (A következőkben részletezett retinális rétegek jelölésére értekezésemben 

az angol elnevezésből kialakított mozaikszavakat használom, mivel a nemzetközi 

irodalomban ezek jóval elterjedtebbek, mint a latin nevek rövidítései.) A retina (I/3. 

ábra) legkülső, érhártya felé eső rétege a pigmenthámsejtek rétege [stratum pigmenti 

retinae, pigment epithelium (PE)]. A fényinformációt elektromos jellé a fotoreceptorok 

(csapok és pálcikák) alakítják, amelyek külső szegmensükben a fény befogadására 

alkalmas színanyagot halmoznak fel (ez a pálcikák esetében rodopszin, a csapok 

esetében iodopszin). A színanyagok foton indukálta konformációváltozása indítja be a 

fototranszdukciót. Szövettanilag a fotoreceptorok területét két réteg alkotja: a 

fotoreceptorok külső szegmensei [stratum conorum et bacilorum, photoreceptor layer 

(PL)] valamint a fotoreceptorok sejttestjeinek rétege [stratum granulosum externum, 

outer nuclear layer (ONL)], melyeket egy Müller glia lábakból álló réteg, a külső 

határmembrán [membrana limitans externa, outer limiting membrane (OLM)] választ el 

egymástól. A külső magvas réteget követi az első szinaptikus réteg, a külső rostos réteg 

[statum plexiforme externum, outer plexiform layer (OPL)]. Itt találhatóak a 
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fotoreceptorok szinaptikus terminálisai, melyekhez bipoláris és horizontális sejtek 

nyúlványai kapcsolódnak. A bipoláris, a horizontális, a Müller glia sejtek, valamint a 

belső sejtsorokban az amakrin sejtek sejttestjei alkotják a belső magvas réteget [stratum 

granulosum internum, inner nuclear layer (INL)]. Az amakrin sejtek nyúlványai, a 

bipoláris sejtek axonjai és a retina ganglionsejtjeinek a dendritjei hozzák létre a belső 

rostos réteget [stratum plexiforme internum, inner plexiform layer (IPL)]. A kimenő 

információt a magasabb idegi központokba a ganglionáris rétegben [stratum 

gangliosum, ganglion cell layer (GCL)] elhelyezkedő ganglionsejtek továbbítják. Ebben 

a rétegben találhatóak az ún. displaced amakrin sejtek, amelyek nyúlványai a belső 

rostos rétegben ágaznak el. A ganglionsejtek axonjai az optikus rostok rétegében 

[stratum fibrarum nervearum, nerve fibre layer (NFL)] szedődnek össze, és alkotják a 

nervus opticust. A retina rétegeit az üvegtest felé az OLM alkotásában is résztvevő 

Müller sejtek gliatalpaiból álló réteg, a belső határmembrán [membrana limitans 

interna, inner limiting membrane (ILM)] zárja le (Röhlich 2006, Szabadfi 2010).  

A fentebb ismertetett emlős retina szerkezetétől a rágcsálók retinája csak kis 

mértékben különbözik. A csap/pálcika arány a humántól (5%/95%) eltérő, a pálcikák 

nagyobb arányban vannak jelen (1%/99%), ezzel biztosítva magasabb fekete-fehér 

érzékenységet csökkent fényviszonyok esetén (Brown és Rojas 1965, LaVail 1976). A 

neurotranszmisszió tekintetében lényegi különbség nem mutatható ki a humán és a 

patkány retina között: a vertikális transzmissziós útvonalon a fő excitátoros 

neurotranszmitter a glutamát (Massey és Redburn 1987). Valamennyi főbb sejttípus 

esetében kimutatható glutamát-receptor expresszió a posztszinaptikus terminálisaikon 

(bipoláris, ganglion, amakrin, és horizontális sejtek) (Rauen et al. 1996, Gong et al. 

2006). 
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I/3. ábra: Az emlős retina általános felépítése, ill. a retinára jellemző  

specifikus sejttípusok: PE: pigment epithelium, PL: fotoreceptorok rétege, OLM: külső 

határ membrán, ONL: külső magvas réteg, OPL: külső rostos réteg, INL: belső magvas 

réteg, IPL: belső rostos réteg, GCL: ganglionsejtek rétege, ILM: belső határ membrán, 

NFL: optikus rostok rétege (Szabadfi 2010). 

 

 

I.5. Iszkémia okozta retinadegeneráció 

Az iszkémia patofiziológiai értelemben egy olyan mértékű perfúziós zavar, 

amely az oxigén és az anabolikus metabolitok hiányán, valamint a katabolikus 

metabolitok felhalmozódásán keresztül kezdetben a szöveti funkció romlásához, majd a 

szövet elhalásához vezet. A retinában nem csak a vérellátást biztosító erek elzáródása 

hoz létre iszkémiás állapotot, ehhez elegendő a perfúzió részleges csökkenése is, mint 

például BCCAO modellben. Ennek magyarázata az, hogy a retina metabolikusan 

rendkívül aktív szövet, oxigénigénye az egyik legnagyobb a szervezetben. Mivel a 

retinális szövetekben oxigéntárolás nincs, folyamatos perfúzió szükséges, amelynek 

hirtelen csökkenése vagy megszűnése azonnali, permanens retinális diszfunkciót okoz 

(Trick és Berkowitz 2005). 
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Az egyes fajok retinális vaszkuláris mintázata igen eltérő, ez megnehezíti a 

humán retinális iszkémia modellezését. Az elterjedten használt laboratóriumi kistestű 

állatok közül a patkány retina az emberi retinához leginkább hasonló (Osborne et al. 

2004). A patkány modellen létrehozott akut iszkémia patológiai képe nagyfokú 

hasonlóságot mutat az arteria carotis communis akut elzáródásával járó humán 

kórképekhez (Spertus et al. 1984, Slakter et al. 1984). 

Számos különböző kísérleti modell ismeretes, mellyel iszkémiás retinakárosodás 

hozható létre. Izolált retinális iszkémia idézhető elő az arteria centralis retinae és a 

nervus opticus egyidejű, tranziens lekötésével (Kuroiwa et al. 1998). Jól 

standardizálható modell az intra-okuláris nyomás (IOP) szisztolés vérnyomás fölé 

emelése (Buechi et al. 1991). Az arteria cerebri media okklúziójával (MCAO) fokális 

cerebrális iszkémia jön létre, mely érinti a retinális és az uveális keringést is (Steele et 

al. 2008). Komplett iszkémia idézhető elő bilaterális arteria vertebralis és carotis 

communis egyidejű lezárásával (négy ér elzárás modell, vagy 4VO), mely a humán 

szívmegállást követő tünetegyüttesnek feleltethető meg. 

Kétoldali arteria carotis communis okklúzió esetén (BCCAO, vagy 2 ér elzárás 

modell) globális agyi iszkémia jön létre, mivel a vertebralis rendszer felől a Willis 

körön érkező vérmennyiség csupán a normál perfúzió 50%-át tudja biztosítani (Eklöf és 

Siesjö 1973). A csökkent perfúzió következtében kialakuló inkomplett iszkémia 

markáns, jól kvantifikálható morfológiai és morfometriai változásokat okoz a retinában 

(Osborne et al. 1991, 1999, 2004, Block et al. 1992, Kalesnykas et al. 2008). Ezen 

károsodások a humán kórképek közül jól modellezik az arteria centralis retinae 

elzáródását, az arteria ophthalmica elzáródását, valamint az arteria carotis 

inszufficiencia okozta tüneteket (Osborne et al. 1991). 

 Az iszkémia okozta retinadegeneráció molekuláris alapját az oxigén és glükóz 

depriváció következtében kialakult ATP depriváció okozza, amely drasztikus 

változásokat okoz az intracelluláris ionösszetételben, neurotranszmitter és metabolit 

koncentrációban, membránfunkciókban (Osborne et al. 2004). Az ATP szint 

csökkenésére legérzékenyebben a Na
+
/K

+
-ATPase reagál, működése nélkül pedig nem 

tartható fent a fiziológiás membránpotenciál, sejttérfogat, intracelluláris nátrium 

grádiens (Lipton 1999). A kialakuló tartós depolarizáció valamennyi ionotrop glutamát 

receptor (NMDA [N-metil-D-aszparaginsav], AMPA [2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-

oxazol-4-il)propánsav], kainát) aktivitását fokozza (szenzitizáció), ezzel fokozva a 

depolarizációt, kálcium-, nátrium-, klórbeáramlást. A fokozott ionbeáramlás ozmotikus 
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úton növeli a sejt volumenét, ödémához vezet, később sejtlízis jön létre (Lipton 1999). 

Az ATP szint csökkenésével a neurotranszmitter transzport (reuptake) is súlyos zavart 

szenved, extracelluláris glutamát akkumuláció jön létre. Ez a nagy mennyiségű glutamát 

a megbomlott ionegyensúly miatt szenzitizált glutamát receptorokon keresztül 

excitotoxikus hatást fejt ki. Mivel a retinában a glutamát a fő excitátoros 

neurotranszmitter (fotoreceptorok, bipoláris sejtek, ganglionsejtek is glutamáterg 

sejtek), ez a mechanizmus felelős legnagyobb mértékben az iszkémiás sejtpusztulásért a 

retinában (Osborne et al. 2004). Részben ezzel magyarázható az is, hogy a belső retina 

ill. a ganglionsejtek különösen érzékenyek iszkémiára, mivel ezeken a sejteken az 

ionotróp glutamát receptorok expressziója jóval magasabb a többi sejttípushoz 

viszonyítva (Brandstatter et al. 1994). 

Munkacsoportunk számos esetben közölt jól reprodukálható eredményeket 

standardizált patkány BCCAO modellen végzett kísérletek alapján. Két hetes túlélési 

időt követően valamennyi retinális réteg nagyfokú károsodása volt látható 

kísérleteinkben. A retina teljes vastagsága szignifikánsan csökkent, legnagyobb mértékű 

károsodás a plexiform rétegekben volt mérhető. Szövethézagok jelentek meg az ONL és 

az INL rétegekben, az INL réteg vastagsága szignifikánsan csökkent az áloperált 

(SHAM) állatokkal összehasonlítva. Sok esetben megfigyelhető volt az ONL és az INL 

rétegek fúziója, az OPL eltűnése. Szövethézagok, nekrotikus sejtek voltak 

megfigyelhetőek a GCL rétegben is (Atlasz et al. 2007a,b, Babai 2007, Mester et al. 

2009, Szabadfi et al. 2009, Szabadfi 2010).  

 

I.6. Anesztetikus prekondícionálás 

A prekondícionálásról általában 

 Prekondícionálásról beszélhetünk, ha egy irreverzibilis noxa hatása csökkenthető 

egy azt megelőző, rövid ideig tartó, reverzibilis noxával. A jelenséget először 1986-ben 

Murray és munkatársai írták le: kutya szíveken idéztek elő infarktust nem okozó 

iszkémiát rövid ideig tartó koronária leszorítással, majd az így előkezelt állatokon 

definitív infarktust hoztak létre. Az előkezelt állatoknál a szívizom elhalás 25%-ra 

csökkent az előzőleg oxigénhiánynak ki nem tett csoporttal összehasonlítva (Murray et 

al. 1986). 

 További kísérletek során felismerték, hogy a prekondícionáló hatás perceken 

belül jelentkezik, majd 3 óra elteltével megszűnik. Ezt nevezzük korai 
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prekondícionálásnak. A károsító tényező hatására a sejtek intenzív fehérjeszintézisbe 

kezdenek és 24 óra múlva kialakul egy legalább 72 órán át tartó második fázis, melyet 

késői prekondícionálásnak nevezünk. (I/4. ábra, Bolli et al. 2007) 

 

I/4. ábra: Korai és késői iszkémiás prekondícionálás hatása a myocardiumra: 

A korai prekondícionálás hatása perceken belül jelentkezik és 3 órán keresztül 

mutatható ki. A késői prekondícionálás 8 órával a kiváltó hatás után észlelhető, a 

maximumát 24 óra után éri el, és 96 órán keresztül tart (Bolli et al. 2007). 

 

 

 Az iszkémia nemcsak lokálisan véd, hanem a távoli, közvetlenül a hatásnak ki 

nem tett szerveken is kedvező hatást fejt ki egy későbbi iszkémia esetén. Ez a távoli 

prekondícionálás jelensége, röviden RIP (remote ischaemic preconditioning) (Aimo et 

al. 2015). Az iszkémiás prekondícionáláshoz hasonló védő hatás mutatható ki kémiai 

ágensek, köztük inhalációs anesztetikumok alkalmazása után is. Ez a kereszt-, vagy 

kémiai prekondícionálásnak nevezett jelenség. Az iszkémia megszűnése utáni 

reperfúziós károsodást jelentősen csökkentheti az ekkor alkalmazott, prekondícionáló 

hatással is bíró kémiai ágens. Ezt nevezzük posztkondícionálásnak (Touboul et al. 

2015). 

 

Inhalációs anesztetikus prekondícionálás 

 A nagyszámú in vitro és in vivo állatkísérlet mellett (Chen et al. 2015, Balzan et 

al. 2014) emberi vizsgálatok is igazolták az inhalációs anesztetikumok szívre (Steurer et 

al. 2012), májra (Beck-Schimmer et al. 2012), vesére (Cai et al. 2014) és központi 

idegrendszerre (Bellgardt et al. 2016) kifejtett védő hatását. 
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 A prekondícionáló hatás kialakításáért feltehetőleg több, egymással párhuzamos, 

redundáns jelátviteli út felelős (I/5. ábra, Hu és Liu 2009, Székely és Breuer 2005). A 

korai prekondícionálás feltételezett molekuláris háttere: 

 

 

I/5. ábra: Az inhalációs anesztetikus prekondícionálás feltételezett hatásmechanizmusa. 

Rövidítések magyarázatát lásd a szövegben. (Hu és Liu 2009 ábrája alapján)  
 

 

 A folyamatban végső (effektor) szerepet tulajdonítunk sejtmembránhoz kötött 

szarkoplazmás (sarcKATP) és a mitokondriális (mitoKATP) ATP függő kálium 

csatornáknak. Ezen befelé irányuló ionáramot létrehozó csatornák aktivációja 

javítja a mitokondrium energetikai állapotát, valamint gátolja a fokozott kálcium 

beáramlást a citoszolba és a mitokondriumba, ezzel segít megőrizni a sejt szerkezeti 

és funkcionális állapotát. (Zaugg et al. 2002, Székely és Breuer 2005) 

 Az inhalációs anesztetikumok direkt NOS (nitrogén oxid szintáz) aktivációra 

képesek, mely nitrogén oxid (NO) messengeren keresztül PKC aktivációhoz vezet 
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(Hu és Liu 2009). A mechanizmus fontosságát bizonyítja, hogy a szevofluránnal 

létrehozott kardioprotekció NOS inhibitorokkal kivédhető (Novalija et al. 2002) 

 Számos G protein kapcsolt receptor (GPCR) aktiválódik a prekondícionálás során 

direkt anesztetikus hatás, vagy ROS moduláció következtében (A1 adenozin 

receptor, opioid és bradykinin receptorok), melyek másodlagos messengerként PKC 

aktivációt váltanak ki (Hu és Liu 2009). 

Az elhúzódó iszkémia-reperfúziós hatás következtében kialakult sejtkárosodás 

fontos faktora a citoszol emelkedett kálcium tartalma, melynek következtében a sejt 

energiatermelése elégtelenné válik, az intracelluláris ATP szintek csökkennek (Hu 

és Liu 2009). Izoflurán, szevoflurán, halotán prekondícionálás egyaránt csökkenti a 

szakroplazmatikus retikulumból a kalcium kiáramlását (Davies et al. 2000). 

Számos protein kináz útvonal aktivációja bekövetkezik. A PKC visszahatva a 

mitoKATP csatornára, ill. PTK-ra  a korai prekondícionálás fontos faktora, míg a 

MAPK útvonal révén már a késői, nukleáris hatásokat indítja be (Hu és Liu 2009). 

 A reperfúzió során felszabaduló ROS nagy mennyiségben direkt sejtkárosító hatású, 

kis mennyiségben azonban a prekondícionálás megkerülhetetlen faktorai. Egyes 

szerzők a hirtelen kialakuló, robbanásszerű ROS felszabadulást („ROS burst”) 

tartják a prekondícionálás kiinduló lépésének (Székely és Breuer 2005). Az 

inhalációs anesztetikumok képesek az ártalmas mennyiségű ROS kiáramlás 

meggátlására (Hu és Liu 2009). 

A késői prekondícionálásért számos, főleg transzkripciós szinten végbemenő folyamat 

felelős. Triggerként ROS, NO, adenozin,  a mitoKATP csatorna által generált szuperoxid-

anion, és a felszabaduló citokinek szerepelnek. Komplex kináz kaszkádok aktiválódnak 

a PKC és a MAPK közreműködésével, a transzkripciót az NF-κB indítja el. 

Effektorként hősokk proteinek, ciklooxigenáz-2, ill. az indukált NOS (iNOS) jelenlétét 

feltételezzük (Székely és Breuer 2005, Baxter és Ferdinandy 2001). 

 

 

I.7. Elektroretinográfia 

 I.7.1. Az ERG hullámok 

 A szem különböző rétegeiben, vagy külső felszínén (korneális elvezetés) fény 

ingert követően retinális eredetű, összetett elektromos jel detektálható, melyet 

elektroretinográfiának nevezünk (ERG). Az ERG hullámok analízisének alapjait 1908-
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ban Einthoven és Jolly (Einthoven és Jolly 1908) dolgozták ki. Mivel feltételezték, hogy 

a fény stimulus hatására láncreakció szerű változások jönnek létre, az akkori 

módszerekkel elkülöníthető három egymást követő hullámot felbukkanásuk 

sorrendjében a, b, és c hullámnak nevezték el (I/6. ábra). Korneális elvezetés esetén az a 

hullám negatív, és rögtön a fény felvillanását követően detektálható. Ezt egy hirtelen 

emelkedő, nagy amplitúdójú, pozitív hullám követi, a b hullám. Végül egy lassú, 

elhúzódó, patkányban negatív feszültségű (macskában pozitív) hullám figyelhető meg. 

Az a, b, c hullámok minden esetben detektálhatóak ép struktúrák esetén. Később 

járulékos alkotóként több más hullám is leírásra került (d hullám, oszcillátoros 

potenciálok [OP], korai receptor potenciál [ERP]) ezek azonban legtöbbször csak 

speciális körülmények között, vagy speciális technikával észlelhetőek (Perlman 2016). 

 

 
I/6. ábra: Felnőtt, hím Wistar patkány sötét adaptált ERG-je saját kontrollméréseink 

anyagából (5.0 cd/m2 fényerő, 0,25 Hz frekvenciájú-, 1ms latenciájú stimulusok, 503 

nm-es zöld LED fény). Sárga háttérrel, betűvel jeleztük a főbb hullámokat. Fekete nyíl 

mutatja a fény stimulus pillanatát, csillagok jelölik a b hullámra szuperponálódott 

oszcillátoros potenciálokat (OP). 

 

 

 A következő mérföldkövet Granit eredményei jelentették (Granit 1933). Az 

1954-ben Nobel-díjjal jutalmazott kísérletben a narkózis mélységének növelésével 

sikerült elkülöníteni a korábban Einthoven és Jolly által leírt hullámokat létrehozó 
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három elektromos komponenst (Perlman 2016). Ezeket az eltűnésük sorrendjében P-I, 

P-II, P-III komponensnek nevezte el (I.7. ábra). A P-I macskában pozitív hullám, mely a 

fénystimulus kezdetét követően lassan alakul ki. A P-II meredek emelkedéssel pozitív 

csúcsot képez, majd egy közepes feszültségű platót hoz létre mindaddig, amíg a fényt ki 

nem kapcsolják. A P-III egy gyorsan kialakuló negatív komponens, mely a P-II-höz 

hasonlóan a fény kikapcsolásáig detektálható. Később bizonyítást nyert, hogy a P-III 

felosztható egy lassú, és egy gyors komponensre, melyek más-más sejtrétegekből 

indulnak ki (Murakami és Kaneko 1966). A gyors komponens kialakításáért a 

fotoreceptorok, míg a lassú komponens kialakításáért a Müller glia sejtek felelősek 

(Perlman 2016). 

 

            
I.7. ábra: Macska szeméről korneális elektródokkal elvezetett ERG 2 secundumos 

fénystimulust követően, különböző mélységű anesztézia egyes fázisaiban (Granit 1933, 

Perlman 2016). 

 

 I.7.2. Az ERG hullámok kialakulása 

a hullám: Megfeleltethető a Granit P-III gyors komponensének, melyért a 

fotoreceptorok külső szegmensében fény abszorpció hatására létrejövő cGMP (ciklikus 

guanozin monofoszfát) kapcsolt kation csatornák záródása felelős. A fotoreceptorok 

funkcionális integritásának mérésére alkalmas (Perlman 2016). 

 

b hullám: Megfeleltethető a Granit P-II komponensnek. Kialakításában minden olyan 

retinális sejt részt vesz, mely a neurotranszmissziós láncban a fotoreceptoroktól 

posztszinaptikusan helyezkedik el. Elektrokémiai háttere az extracelluláris K
+
 szint 
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emelkedése, melynek forrásai az OPL-ben az ON-centrum bipolárisok depolarizációja, 

míg az IPL-ben az amakrin és ganglionsejtek depolarizációja. Igazolják ezt az elméletet 

azok a kísérletek, melyek során a metabotróp glutamát receptorokat szelektíven gátolva 

a b hullám eltűnik az ERG-ről. Az extracelluláris K
+ 

szint változása másodlagos módon 

a Müller glia sejtjeiben is áramot indukál, ily módon ezen sejtek is részt vesznek a b 

hullám kialakításában (Perlman 2016). 

 

c hullám: Megfeleltethető a Granit féle P-I komponensnek, a pigment epitheliumból 

indul ki. Bizonyítja ezt, hogy ha a retinát megfosztjuk a pigment rétegtől, normális a és 

b hullámot kapunk, de a c hullám nem detektálható (Perlman 2016). Kialakulásának 

elektrokémiai háttere feltehetőleg az, hogy a pigmentsejtek funkcionális aszimmetriát 

mutatnak: a bazális membrán felé eső sejtmembránjuk a K
+
 számára kevésbé 

permeábilis, mint a retinális oldal. Az aszimmetria miatt állandó potenciálkülönbség jön 

létre, mely igen érzékeny az extracelluláris K
+ 

koncentrációjának változására. 

Mikroelektródás mérések bizonyítják, hogy a fotoreceptorok fény indukálta aktivációja 

csökkenti az extracelluláris K
+ 

koncentrációját. A koncentrációcsökkenés következtében 

megváltozik a pigment réteg állandó potenciálja, ez pedig a korneán c hullámként 

detektálható (Oakley és Green 1976, Oakley 1977). 

Bár az elektromos jel a pigment rétegből indul ki, kialakulásához nélkülözhetetlen a 

fotoreceptorok normál működése, integritása. Ezen kapcsolat miatt a c hullám alkalmas 

a fotoreceptorok, a pigment epithelium, ill. a köztük lévő kapcsolatok funkcionális 

vizsgálatára (Perlman 2016). 

 

Korai receptor potenciál (ERP): Járulékos komponens, csak nagyon erős fényinger 

alkalmazása esetén érzékelhető. Az a hullámot megelőzve, a fényfelvillanás kezdetével 

megegyező pillanatban már detektálható, bifázisos hullám, latenciája 1,5 ms (I/8. ábra). 

Kialakulásáért a vizuális pigment molekulák foton abszorpció kiváltotta 

konformációváltozása felelős. Amplitúdója arányos a retinában jelenlevő pigment 

mennyiséggel, csökkenése/eltűnése kimutatható pl. a fotoreceptorokat érintő humán 

betegségben, a retinitis pigmentosa-ban (Perlman 2016). 

 

Oszcillátoros potenciálok (OP): Járulékos komponensek, csak erős fényinger 

alkalmazása esetén érzékelhetőek. Alacsony amplitúdójú, 100-150Hz frekvenciájú, 

oszcilláló hullámcsúcsokként jelennek meg a b hullám felszálló szárán. Elkülönítésük a 
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jóval kisebb frekvenciájú konvencionális hullámoktól megfelelően kapuzott szűrővel 

valósítható meg (I/9. ábra). Kialakulásuk helye jelenleg sem pontosan ismert, 

feltehetőleg az amakrin, ganglion, és bipoláris sejtek között létrejövő negatív feed-back 

mechanizmusok által generált extracelluláris áramok hozzák létre (Perlman 2016). Az 

OP igen érzékenyek iszkémiára. Még azokban az enyhe iszkémiás állapotokban is jelzik 

a károsodást, amikor a károsodás csak a retina egyes területein, körülírtan jelentkezik, 

ezért az a és b hullámokban nem mutatható ki eltérés (pl. diabéteszes retinopátia) 

(Speros és Price 1981, Perlman 2016). 

 

d hullám: Járulékos hullám, csak abban az esetben detektálható, ha a fény stimulus 

100ms-nál hosszabb időtartamú, így időben elkülönül a fény be-, és kikapcsolásának 

fázisa. Feltehetőleg az OFF-centrum típusú bipoláris sejtek aktivációja hozza létre. Ezen 

elméletet megerősítik a farmakológiai kísérletek is, melyek során bizonyítható volt, 

hogy a d hullám AMPA ill. kainát típusú metabotróf glutamát receptor transzmisszióhoz 

kötött. Ilyen receptorok találhatóak pl. a fotoreceptorok és az OFF-centrum bipolárisok 

között. 

 
I/8. ábra: Korai receptor potenciál (ERP) kontrollméréseink anyagából. Az I/6. ábra 

fekete körrel jelzett területének erősen felnagyított képe. Fekete nyíl jelzi a fénystimulus 

kezdetét. R1 és R2 jelzi az ERP pozitív és negatív komponensét. a és b jelöléssel 

láthatóak az ERG konvencionális hullámai. 
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I/9. ábra: Oszcillátoros potenciálok (OP) kontrollméréseink anyagából. Fekete színnel 

ábrázoltuk az I/6. ábrán látható ERG görbe első szakaszát felnagyítva. Piros görbe 

jelöli a szűréssel kialakított, módosított görbét, melyen az OP jól elkülöníthetőek. Fekete 

nyíl jelzi a fénystimulus kezdetét. a és b jelöléssel láthatóak az ERG konvencionális 

hullámai. Piros ill. fekete csillagok jelölik az egyes OP-at. 

 

I.7.3. Az ERG morfometriai analízise 

Amplitúdó és latencia (I/10. ábra): Az a ill. a c hullámok amplitúdóját a fénystimulust 

megelőző alapvonalhoz viszonyítva mérjük. Mivel a b hullám a negatív P-III 

komponens és a pozitív P-II komponens egymásra vetülése során jön létre, az amplitúdó 

mérésekor viszonyítási pontnak az a hullám csúcsát (azaz legmélyebb pontját) tekintjük. 

Az a, b, c hullámok latenciáját (azaz implicit idejét) a fénystimulus kezdete ill. az adott 

hullám csúcsa között mérjük (Perlman 2016). Ezen paraméterek rendkívül érzékenyek a 

fénystimulus intenzitására (pl. pupilla dilatáltsága) ill. a szem fényadaptációs állapotára, 

ezért ezen változók szigorú standardizálása szükséges ahhoz, hogy az adatok kísérletes 

munka során összehasonlíthatóak legyenek egymással (Perlman 2016). 

b/a hányados: Az a és b hullámokat egymáshoz viszonyítva kapott paramétereket sem a 

fény intenzitása, sem az adaptációs különbségek nem befolyásolják, így az adatok 
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nemcsak egy adott kísérleten belül, de akár különböző laboratóriumok között is 

biztonsággal összehasonlíthatóak (Perlman 1983). 

Bármely károsodás, mely kizárólag a fotoreceptorokat érinti, az a hullám 

amplitúdójának csökkenését okozza normál b/a arány mellett. Ezzel ellentétben, ha a 

károsodás a külső plexiform réteg szignáltranszdukciós útjait érinti, a b/a arány eltérést 

mutat a közel normális b hullám amplitúdó mellett (Perlman 2016). 

 

I/10. ábra: Konvencionális ERG hullámok mérése egy kontrollmérésünk anyagából 

származó regisztrátumon. Az egyes hullámok amplitúdóját A, míg latenciáját L betűvel 

jelöltük. Fekete nyíl jelzi a fénystimulus kezdetét. A b hullám csúcsának mérését a rajta 

megjelenő OP zavarják, ezért szoftveres úton görbét illesztettünk az adott szakaszra 

(fekete vonal). 

 

I.7.4. Retinális iszkémia hatása az ERG-re 

 Régóta ismert, hogy a b hullám csökkenése, negatívvá válása igen rossz 

prognosztikai jel iszkémiás retinopátia esetén (Karpe 1945, Henkes 1953). Faulds és 

Johnson 1974-ben nyulakon végzett nyomás indukálta iszkémiás modellen (IOP) 

bizonyította, hogy mind a b hullám eltűnése, mind a visszatérése reperfúziót követően 

szorosan kapcsolt az iszkémiás periódushoz (I/11. ábra), valamint szupernormális 

amplitúdók figyelhetők meg a b hullám visszatérését követően (Foulds és Johnson 

1974). Az a hullám és a c hullám jóval kevésbé volt érintett iszkémia során. Ez a 
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jelenség számos kísérletben bizonyítást nyert, azonban pontos okát nem tudjuk, 

feltehetőleg a külső retina iszkémia rezisztenciájával magyarázható (Osborne et al. 

2004). A fenti eredmények alapján rutinszerűen a b hullám használható az iszkémia 

kvantitatív markereként. 

 
I/11. ábra: Magas intraokuláris nyomás okozta iszkémia hatása szkotópikus 

elektroretinogramm b-hullámára (Foulds és Johnson 1974). 

 

 

Párhuzamosan vizsgálva a szövettani eredményekkel elmondható, hogy a b hullám 

csökkenése jóval érzékenyebb faktora az iszkémiának, mint a standard hisztológiai 

vizsgálatok (Osborne et al. 2004). Szignifikáns b hullám csökkenés és 

immunhisztokémiai változások mellett megközelítőleg intakt szövettani kép mutatható 

ki (Barnett és Osborne 1995). Egyszeri, 45 perces nyomás indukálta iszkémiás periódus 

súlyos, permanens b hullám redukciót okoz patkányban, míg a szövettani változások 

alig kimutathatóak (GCL-ben enyhe sejtszám csökkenés, INL vastagságának minimális 

csökkenése) (Osborne et al. 2004). Az OP igen érzékeny markerei az iszkémiának. 

Enyhe, körülírt károsodás esetén is igen hamar detektálható megváltozásuk számos 

retinális vaszkuláris kórképben így pl. diabéteszes retinopátiában is (Perlman 2016). 
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II. CÉLKITŰZÉSEK 

 

   1. Kutatócsoportunk korábban számos potenciálisan retinoprotektív kémiai anyagot 

vizsgált eredménnyel patkány BCCAO modellen (Atlasz et al. 2007a, 2010a, b, Mester 

et al. 2009, Szabadfi et al. 2010). Kísérleteinkkel ezen modell használatával szerettük 

volna igazolni az inhalációs anesztetikumok retinoprotektív hatását, ill.  két különböző 

anesztetikum (izoflurán, szevoflurán) vizsgálatával a protektív hatás egymáshoz 

viszonyított mértékét. 

   2. Alapozva azon közleményekre, melyek a PACAP KO egerek csökkent iszkémiás 

toleranciájáról számoltak be (Chen et al. 2006, Ohtaki et al. 2006, Ferencz et al. 2010a, 

b, Laszlo et al. 2015), célunk volt annak kísérletes bizonyítása morfológiai és 

funkcionális módszerekkel, hogy ez retinális iszkémia-reperfúzió esetén is 

megfigyelhető. 

   3. A VIP neuroprotektív hatásáról számos közlemény ismert. Standardizált patkány 

krónikus hipoperfúziós modellen (BCCAO) szerettük volna részletes morfometriai 

vizsgálatokkal bizonyítani az intravitreális VIP kezelés protektív hatását, mivel erre 

irodalmi adat eddig nem volt. Felhasználva korábbi adatainkat a PACAP protektív 

hatásáról ugyanezen modellben vizsgálva, célunk volt a két szer hatáserősségének 

összehasonlítása is. 

   4. A patkány BCCAO modellen korábban hisztológiai és immunhisztológiai 

módszerekkel már bizonyított (Atlasz et al. 2007a, 2010b) retinoprotektív PACAP 

hatást ERG vizsgálatok elvégzésével funkcionális eredményekkel kívántuk igazolni. 

Kihasználva az ERG vizsgálatok non invazív jellegét, az iszkémiás károsodás időbeni 

változásának vizsgálatát is célul tűztük ki. 
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III. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

III.1. Kísérleti állatok, kísérleti csoportok 

A kísérleteinkbe bevont valamennyi patkányt ill. egeret standard laboratóriumi 

körülményeknek megfelelően állandó 20-22˚C-os hőmérséklet, 12 órás nappali 

(világos) és 12 órás éjszakai (sötét) megvilágítás, korlátlan ivóvíz és táplálék hozzáférés 

(általános egér-patkány táp, Charles River Kft., Budapest) mellett tartottuk. 

A kísérletek kivitelezése, az állatok gondozása ill. elhelyezése az etikai szabályoknak és 

az egyetemi protokollnak megfelelően történt (BA02/2000-15024/2011, Pécsi 

Tudományegyetem). 

III.1.1. Inhalációs anesztetikus prekondícionálás hatása iszkémia 

indukálta retinadegenerációban 

Kísérletünkben intézetünk saját tenyészetéből származó 2 hónapos hím Wistar 

patkányokat használtunk (n=40), ezen állatokat 6 csoportra osztottuk a III/1. ábának 

megfelelően: 

 

  Kezelés Prekondícionálás 

izofluránnal 

Prekondícionálás 

szevofluránnal 

 

Prekondícionálás 

nem történt Operáció   

BCCAO n= 6 n= 7 
n= 7 

SHAM n= 6 n= 7 
n= 7 

 

III/1. ábra: Kísérleti csoportok. 

 

 

 Az állatok felén permanens BCCAO műtétet végeztünk, a másik fele áloperáción esett 

át (lásd III.2. fejezet). Kezelésként 24 órával a műtétet megelőzően 12 állat 1 órás 

izoflurán-, 14 állat 1 órás szevoflurán prekondícionáláson esett át (lásd III.3. fejezet). 2 

hetes túlélést követően az állatokat termináltuk, a bulbusokat in toto eltávolítottuk, majd 

rutin szövettani feldolgozást követően morfológiai és morfometriai vizsgálatokat 

végeztünk (lásd III.4. fejezet). 

 III.1.2. Iszkémia indukálta retinadegeneráció PACAP KO és vad 

egereken 

Vizsgálataink során intézetünk saját tenyészetéből származó vad típusú 

(PACAP
+/+

, n=11) és homozigóta PACAP deficiens (PACAP
-/-

, n=12) CD1 egértörzsbe 
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tartozó hím egeret használtunk, melyekből a III/2. ábrán látható csoportokat hoztuk 

létre. A tenyészetben született egyedek genotipizálása PCR technikával történt. 

 

 Csoport  jelölése Genotípus Beavatkozás Kezelés Oldaliság 

1. Vad Kontroll PACAP
-/-

 0 0 
jobb és bal 

szem 

2. KO Kontroll PACAP
+/+

 0 0 
jobb és bal 

szem 

3. Vad SHAM PACAP
-/-

 SHAM 0 bal szem 

4. Vad SHAM+PACAP PACAP
-/-

 SHAM 
100pmol 

PACAP 
jobb szem 

5. KO SHAM PACAP
+/+

 SHAM 0 bal szem 

6. KO SHAM+PACAP PACAP
+/+

 SHAM 
100pmol 

PACAP 
jobb szem 

7. Vad BCCAO PACAP
-/-

 10 perc BCCAO 0 bal szem 

8. 
Vad 

BCCAO+PACAP 
PACAP

-/-
 10 perc BCCAO 

100pmol 

PACAP 
jobb szem 

9. KO BCCAO PACAP
+/+

 10 perc BCCAO 0 bal szem 

10. 
KO 

BCCAO+PACAP 
PACAP

+/+
 10 perc BCCAO 

100pmol 

PACAP 
jobb szem 

III/2. ábra: Kísérletünkben résztvevő állatcsoportok, azok genotípusa, ill. a rajtuk 

végzett beavatkozások és kezelések összefoglalása. 

 

 

Az operált csoport (BCCAO, n=11 vad, n=12 PACAP KO) kontrolljaként minden 

esetben áloperált (SHAM, n=5 vad, n=6 PACAP KO) állat szolgált (lásd III.2. fejezet). 

Az intravitreális PACAP kezelés (jobb oldali bulbus) kontrollja minden esetben a 

kezeletlen bal oldali bulbus volt. Az egyes csoportoknak megfelelő beavatkozások 

elvégzése után 2 hetes túlélést követően az állatokat termináltuk, a bulbusokat in toto 

eltávolítottuk, majd rutin szövettani feldolgozást követően morfológiai és morfometriai 

vizsgálatokat végeztünk (lásd III.4. fejezet). 
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III.1.3. Intravitreális VIP kezelés protektív hatása iszkémia 

indukálta retinadegenerációban 

 

Kísérletünkben intézetünk saját tenyészetéből származó 250-300g-os kifejlett 

hím Wistar patkányokat használtunk (n=17), ezen állatokat 4 csoportra osztottuk a III/3. 

ábrának megfelelően. 

 

 

  Kezelés 
100pmol VIP 1000pmol VIP 

Operáció   

BCCAO 
Jobb szem 100pmol VIP 

n=5 
Jobb szem 1000pmol VIP 

n=6 
Bal szem 0,9% NaCl Bal szem 0,9% NaCl 

SHAM 
Jobb szem 100pmol VIP 

n=3 
Jobb szem 1000pmol VIP 

n=3 
Bal szem 0,9% NaCl Bal szem 0,9% NaCl 

 

III/3. ábra: Kísérleti csoportok. 

 

 

11 állaton permanens BCCAO műtétet végeztünk, 6 állat áloperáción esett át (lásd III.2. 

fejezet). A beavatkozás végén még altatásban az állatok jobb oldali vitreumába 

100/1000pmol VIP-t injektáltunk  (lásd  III.4. fejezet). 2 hetes túlélést követően az 

állatokat termináltuk, a bulbusokat in toto eltávolítottuk, majd rutin szövettani 

feldolgozást követően morfológiai és morfometriai vizsgálatokat végeztünk (lásd III.4. 

fejezet). 

 III.1.4. Intravitreális PACAP kezelés hatása iszkémia indukálta 

retinadegeneráció esetén - Elektroretinográfiás mérések 

 

Vizsgálatainkhoz intézetünk saját tenyészetéből származó 2 hónapos hím Wistar 

patkányokat használtunk (n=8). Kontroll ERG regisztrátumok készítését követően (lásd 

III.6. fejezet) az állatok BCCAO operáción estek át (lásd III.2. fejezet). A beavatkozást 

követő 2. napon, majd a 14. napon történt ismételt ERG regisztráció, utóbbit követően 

az állatokat termináltuk, és rutin szövettani feldolgozást követően morfológiai és 

morfometriai vizsgálatokat végeztünk az in toto eltávolított bulbusokból készült 

szövettani metszeteken (lásd III.4. fejezet). 
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III.2. Az arteria carotis communis kétoldali lekötése (BCCAO) 

által indukált retinadegenerációs modell létrehozása 

A dolgozatomban ismertetett kísérletekben patkányok esetében a korábbi 

munkáinkban (Atlasz et al. 2010a, b, Szabadfi et al. 2009) már standardizált permanens 

bilaterális arteria carotis communis lekötést (BCCAO) alkalmaztuk. A műtétet 

inhalációs anesztéziában végeztük, 6 liter/perces 100%-os O2 áramlás mellett, 2,5%-os 

V/V koncentrációjú izofluránnal, megtartott spontán légzés mellett, patkányra 

optimalizált orr-száj maszkon keresztül. Az állat nyakán ventrálisan, medián helyzetben 

ejtett metszésen keresztül a nyaki izomháromszögig preparáltunk operációs mikroszkóp 

használata mellett (III/4. ábra). Mindkét oldalon felkerestük az artériát, izoláltuk, 

előemeltük, végül alatta 3/0-s sebészi fonalat áthúzva ligatúrát helyeztünk fel (III./5. 

ábra). Réteges sebzárást követően a bőrsebet sebészi kapocssorral zártuk.  

 

 

III/4. ábra: A carotis háromszög sémás rajza ill. a terület intraoperatíve. 

 

 

III/5. ábra: Előemelt, izolált arteria carotis; ill. az artéria a ligációt követően. 
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Tapasztalataink alapján az egereken elvégzett permanens BCCAO 100%-ban 

letális. KO egerekkel megkezdett munkánk első lépéseként ezért különböző 

időintervallumokra hoztunk létre tranziens BCCAO-t (5, 10, 15, 20, 30 perc), majd 

rutin szövettani vizsgálattal kontrolláltuk az iszkémiás hatás mértékét. Eredményeink 

alapján későbbi kísérleteinkben 10 perces tranziens BCCAO-t alkalmaztunk, mely 

iszkémiás idő már jól detektálható degenerációt hozott létre, és a 

posztoperatív/intraoperatív letalitás is elfogadható mértékű volt. A tranziens BCCAO 

operáció technikai kivitelezése az artéria izolálásáig megegyezett a korábban a 

permanens BCCAO kapcsán leírtakkal, ekkor azonban ligáció helyett megközelítőleg 

egy időben mindkét oldali artériára önzáró műanyag leszorító eszköz (III/6. ábra) került 

felhelyezésre (Biemer-Clip, Aesculap, Németország). 10 perc elteltével ezeket 

szemkontroll mellett eltávolítottuk, megbizonyosodva így a perfúzió visszatéréséről.  

   

 

III/6. ábra: Tranziens BCCAO létrehozása önzáró műanyag leszorító eszközökkel. 

 

 

 A rágcsáló retina vérellátásáért 70%-ban a carotis rendszer felel, ezért 

tranziens/permanens BCCAO-val iszkémiás retinadegeneráció hozható létre. MRI 

vizsgálatokkal bizonyítottuk, hogy BCCAO során valóban csökken a vérátáramlás 

mértéke az arteria carotis communis által ellátott agyi területeken (Mester et al. 2010). 

A BCCAO-n átesett állatok kontrolljaként minden esetben áloperált (SHAM) állatokat 

használtunk. Áloperáció esetén minden korábban a BCCAO kapcsán leírt műtéti lépést 

elvégeztük a ligáció/tranziens lefogás kivételével. 
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III.3. Inhalációs anesztetikus prekondícionálás 

A prekondícionálandó állatokat légmentesen zárható tartályban egyszerre tettük 

ki 1 MAC (minimal alveolar concentration) szevoflurán gőz (2,3 V/V%, Abbott, 

Magyarország) ill. 1 MAC izoflurán gőz (1,5 V/V%, Abbott, Magyarország) hatásának 

10 l/perc gázáramlás, 50% FiO2 mellett (Crawford et al. 1992, Pal et al. 2012). Az 

állatok spontán légzése a kezelés alatt végig megtartott volt; az oxigén, széndioxid, és 

az anesztetikum koncentrációját gázanalizátorral folyamatosan monitoroztuk (Crawford 

et al. 1992, Kalenka et al. 2007). A prekondícionálás időtartama 1 óra volt, melyet a 

BCCAO operációt 24 órával megelőzően végeztünk, így hozva létre késői 

prekondícionáló hatást.  A BCCAO ill. SHAM operációk alatt 1,5 MAC szevofluránnal 

történt az anesztézia függetlenül attól, hogy történt-e korábban prekondícionálás vagy 

nem. 

III.4. Intravitreális PACAP/VIP kezelés 

A III./1. fejezetben tárgyalt állatcsoportok esetében a BCCAO ill. SHAM 

operációkat követően, még a narkózis alatt végeztük az intravitreális injekciós 

kezeléseket. A korneális limbuson keresztül Hamilton mikrofecskendővel (Hamilton 

701SN-10µl, Svájc) egerek esetében 3µl, patkányok esetében 5µl térfogatú oldatot 

injektáltunk a vitreális térbe. A tű pozíciója szemkontroll mellett megítélhető volt: az 

injekció akkor került beadásra, mikor a tűhegy nagyított képe megjelent a szemlencse 

középső területén. Kísérleteinkben minden esetben intravitreális kezelés során a jobb 

oldali bulbusba injektáltuk a vizsgálati anyagot (100pmol PACAP, 100/1000pmol VIP), 

a bal oldalra minden esetben a vivőanyag (0,9% NaCl) került beadásra az ellenoldallal 

megegyező módon és térfogatban. 

Korábban már bizonyították, hogy a PACAP átjut a vér-agy gáton rágcsálókban 

(Banks et al. 1993). Bebizonyosodott továbbá, hogy ezen változások nem mutattak 

párhuzamot az albumin bejutásának változásával, tehát a fokális iszkémia szelektíven 

változtatja meg a PACAP átjutását a vér-agy gáton (Somogyvári-Vigh et al. 2000). 

 

III.5.  Szövettani morfológiai és morfometriai analízis 

Szövettani feldolgozás céljából a szemeket in toto távolítottuk el, majd 4%-os 

paraformaldehidben (PFA, Merck) tároltuk, miközben sztereomikroszkóp alatt (Nikon 

SMZ645, Németország) eltávolítottuk a szaruhártyát, a szemlencsét és az üvegtestet. Az 
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így kialakított szemserleg preparátumot legalább 12 órán keresztül 4%-os PFA-ban 

fixáltuk. Ezután három napos rutin szövettani protokoll szerint dolgoztuk fel a 

szemserlegeket: 

 Az első nap 6x10 percig mostuk 0,1 M-os foszfát-pufferben (PB), majd felszálló 

alkoholsorozatban (30% és 50%) dehidráltuk 1x10 percig, ezt követően 12 órán 

át 4°C-on 70%-os alkoholban tároltuk. 

 A következő nap folytatva a dehidrálást, 1x10 percig 90%-os, majd 2x20 percig 

abszolút alkoholban (Sigma, Magyarország) mostuk, miközben 

sztereomikroszkóp alatt kipreparáltuk a megfelelő retina régiókat. A megfelelő 

összehasonlíthatóság érdekében valamennyi szemserleg esetében a látóideg 

kilépési helyétől 1-2 mm-re eső területek kerültek vizsgálatra. Ezután 2x4 percig 

propilén-oxidban mostuk, majd 30 percig inkubáltuk gyanta és propilén-oxid 

(Spektrum3D, Magyarország) 1:1 arányú keverékében. Ezt követően 4°C-on, 

négykomponensű Durcupan gyanta (Fluka, Németország) megfelelő elegyében 

(komponensek: ’A’ 12,2g; ’B’ 10g; ’C’ 0,3g; ’D’ 0,5 g) impregnáltuk egy 

éjszakán át. 

 A harmadik napon Durcupan gyanta-blokkokba ágyaztuk a preparátumokat, 

amely blokkokat legalább 36 órán át 56°C-on polimerizáltuk.  

Az így elkészült gyanta-blokkokból ultramikrotómmal (MT-7000 RMC, USA) 

félvékony metszeteket (1-2 µm) készítettünk, amelyeket tárgylemezre téve, 

toluidinkékkel festettünk meg (Sigma, Magyarország), és DPX-xel (Fluka, 

Németország) fedtük le. Az így elkészült retina metszetekről Nikon Eclipse 80i 

mikroszkóphoz kapcsolt CCD kamerával fotókat készítettünk a későbbi morfológiai 

vizsgálatokhoz, ill. az elkészült képeken méréseket végeztünk későbbi morfometriai 

analízis céljából. A következő paramétereket vizsgáltuk SPOT Basic program (Spot 

Basic 4.04) alkalmazásával: a külső és a belső határmembrán távolsága (OLM-ILM, 

mely ugyan nem a retina teljes vastagságát reprezentálta, de azzal arányos), a külső 

magvas réteg (ONL), a külső rostos réteg (OPL), a belső magvas réteg (INL), a belső 

rostos réteg (IPL) vastagsága, valamint a ganglionsejtek rétegében (GCL) levő sejtek 

száma 100 µm retinahosszra nézve, és a sejtszám az INL-ben  500 µm
2
-en. 

III.6.  Elektroretinográfia (ERG) 

 Ezen dolgozatban szereplő ERG méréseket két különböző kísérleti 

összeállítással végeztük el. Kezdetben a Debreceni Egyetem Farmakológiai Intézetének 
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munkatársaival együttműködve végeztük méréseinket (lásd III.6.1. fejezet, Varga et al. 

2011). Később két hónapos tanulmányút keretében lehetőségem nyílt a Nyugat-

Magyarországi Egyetem SEK-TTK Biológiai Intézet - Állattani Intézeti Tanszék 

Neurobiológiai Laboratóriumában dolgozó Dr. Kovács Zsolt egyetemi docens mellett az 

elektrofiziológiai mérések alapjainak elsajátítására. Ezen tapasztalatok alapján, több 

„pilot” kísérletet követően megtörtént a szükséges hardver és szoftver egységek 

beszerzése, így saját elektrofiziológiai mérőállomást hozhattunk létre intézetünkben 

(lásd III.6.2. fejezet, I/7. ábra). 

 

 

III/7. ábra: Intézetünkben újonnan kialakított elektrofiziológiai mérőállomás: Faraday-

kalitka, előerősítő, erősítő, AD konverter, PC az adatfeldolgozáshoz és rögzítéshez 

szükséges szoftverekkel. 

 

 III.6.1. Iszkémia indukálta retinadegeneráció PACAP KO és vad 

egereken 

 Az ERG vizsgálatokat két hónappal a BCCAO ill. SHAM műtétek után 

végeztük el. Az állatokat mélyaltatásban vizsgáltuk, melyet ketamin (Calypsol, Richter 

Gedeon, Magyarország) és diazepam (Seduxen, Richter Gedeon, Magyarország) 1:1 

arányú keverékének intraperitoneális adásával értünk el. A szemeket helyileg 

érzéstelenítettük 0,4 m/v%-os oxibuprokainnal (Humacain, Teva, Izrael). A pupillákat 
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0,5 m/v%-os cyclopentoláttal (Humapent, Teva, Izrael), és 10 m/v%-os phenylephrinnel 

(Neosynephrin-HCL, Ursapharm, Németország) tágítottuk ki. 

A vizsgálatok során felhelyezett elektródok segítségével regisztráltuk a retinából 

kimenő elektromos jeleket: 

1. aktív elektród: 1%-os methyl cellulózzal bevont ezüst elektród, a kornea 

középpontjára került; 

2. referencia elektród: ezüst elektród, a fülcimpára rögzítettük; 

3. földelés: acél elektródtű, a subcutisba szúrtuk az orr supero-dorsalis részén. 

 

Egyes fehér fényingereket generáltunk stroboszkóppal, melyet a maximális 

fényintenzitásra állítottunk (1,76 log cd s/m
2
), és 5 cm távolságban helyeztük el a 

vizsgált szemtől. Az ERG jelet az aktív és a referencia elektród között regisztráltuk 

differenciál bemenetű instrumentális erősítővel (BioAmp, ADInstruments, Ausztrália). 

Az erősítő kimenete analóg-digitális konverterhez (ADInstruments Powerlab, 

ADInstruments, Ausztrália) volt csatolva, mely készülék a jeleket a hozzá 

csatlakoztatott számítógéphez továbbította. Az adatátalakítást és az analízist, valamint a 

sávszélesség és az erősítés beállításait ADInstruments Scope
TM

 (ADInstruments, 

Ausztrália) szoftvercsomaggal végeztük. További szűrést és analízist végeztünk 

ADInstruments Chart
TM

 and GraphPrism (ADInstruments, Ausztrália) programmal. Az 

ADInstruments program makro funkcióját használtuk az a és b hullámok 

monitorizálására.  

III.6.2. Intravitreális PACAP kezelés hatása iszkémia indukálta 

retinadegeneráció esetén 

 24 órával a BCCAO operáció előtt minden állatról kontroll ERG regisztrátum 

készült, majd ismételt mérést végeztünk a 2. és a 14. posztoperatív napokon. Az 

állatokat a mérés alatt intraperitoneálisan adott 5 m/v%-os ketamin (Calypsol, Richter 

Gedeon, Magyarország, 90 mg/ttkg) és 20 m/v%-os  xylazin (Sedaxylan, Dechra, 

Hollandia, 10 mg/ttkg) keverékével altattuk (Sharp és La Regina 1998). 0,5 m/v%-os 

cyclopentolate (Humapent, Teva, Magyarország) szemcseppel pupillatágítást, valamint 

0,4 m/v%-os oxybuprocaine szemcseppel (Humacain, Teva, Magyarország) helyi 

érzéstelenítést végeztünk minden mérés előtt a vizsgált szemeken. A mérés alatt az 

állatok fejét sztereotaxiás keretben rögzítettük, ezzel küszöböltük ki a légzésből ill. 
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egyéb nem kívánt mozgásokból adódó durva műtermékek keletkezését. A 

regisztráláshoz felhasznált elektródák helyzete, ill. pozíciója minden esetben a 

következő volt (Zhang et al. 2013): 

1. aktív elektród: rozsdamentes acél seprűelektróda, a kornea középpontjához 

érintettük, majd rögzítettük ebben a pozícióban; 

2. referencia elektród: rozsdamentes acél tűelektróda, az orrhát bőre alá szúrtuk, 

közel a mediális szemzughoz; 

3. földelés: rozsdamentes acél tűelektróda, a faroktő területén, a subcutisba szúrtuk. 

 

 Az aktív és a referencia elektródák között regisztrált jeleket differenciál elvű 

erősítővel amplifikáltuk (100-szoros előerősítés, 2000-szeres teljes amplifikáció, 

0,16HZ- 500HZ-es szűrés, Bioamp SbA4-V6, Supertech Kft., Magyarország), majd 

analóg-digitális átalakító segítségével (Ratsoft, Solar Electronic Kft., Magyarország) 

regisztráltuk. A kiváltott fényválaszt közvetlenül az állatok szeme elé helyezett LED 

fényforrások periodikus felvillanásával (5.0 cd/m2 fényerő, 0,25 Hz frekvenciájú, 1ms 

latenciájú stimulusok, 503 nm-es zöld LED fény) hoztuk létre; a stimulusokat az 

analóg-digitális átalakítóba integrált jelgenerátor biztosította. 

 Minden mérés során 150 fényválaszt regisztráltunk mindkét csatornán (jobb és 

bal szem) egy időben, majd ezeket az analóg-digitális átalakító szoftverének 

segítségével, a stimulusok alapján kapuzva átlagoltuk. Az átlagértékek alapján képzett 

görbét Origin Pro 8 szoftverrel ábrázoltuk, majd ugyanezen program segítségével 

végeztük a standard ERG értékeléshez szükséges méréseket a görbéken (amplitúdó, 

latencia). 

 Az állatokat minden mérés előtt legalább 8 órán keresztül teljesen lesötétített 

helyiségben tartottuk. Mind az állatok elaltatását, mind mozgatását ill. sztereotaxiás 

rögzítését tompa vörös LED fényben végeztük (632 nm; Zhang et al. 2013), mely 

hullámhossz kívül esik a patkányok által érzékelt spektrumon. 

 Számos kalibrációs mérést végeztünk ezen újonnan összeállított 

mérőállomásunkkal. Vizsgáltuk a fényválasz időbeli változását a stimuláció 

megkezdésétől (1. perc) a 24. percig (III./8. ábra). Azt tapasztaltuk, hogy a kísérleti 

összeállításnak megfelelő fényadaptáció az első 8 percben lezajlik, ezt követően a 8.-24. 

percig a görbe alakja nem változik (III./8. ábra citromsárga grafikon). Ezen 

megfigyelésünket felhasználva méréseink során a regisztrátumok közül minden esetben 

csak a 8. perc után készülteket használtuk fel kiértékeléshez. 
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III/8. ábra: Reprezentatív ERG regisztrátumok egyetlen patkány jobb szeméről. 4 

percenként végeztünk mérést teljes sötétadaptációt követően a fénystimulusok 

indulásától (1. perc) a 24. percig. 
 

 

 Vizsgáltuk továbbá méréseink reprodukálhatóságát is. Kontrollállatokon végzett 

méréseinket 3 hónapon keresztül havonta megismételve azt találtuk, hogy eredményeink 

nagy pontossággal reprodukálhatóak, érdemi mérési eltérést nem észleltünk. Különösen 

jól szemlélteti ezt az a regisztrátumsorozat, melyet egy olyan állatról készítettünk, 

melynek a jobb és bal szeme között szerzetten, külső beavatkozás nélkül jelentős 

fényválasz különbség volt mérhető (III./9. ábra). 
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III./9. ábra: Reprezentatív ERG regisztrátumok ugyanazon patkány jobb és bal 

szeméről. A b hullám amplitúdó különbsége a két szem között nem beavatkozás 

eredménye, feltehetőleg szerzett rendelenesség. Havonta végeztünk ellenőrző méréseket 

3 hónapon keresztül. 
 

 

Kontrollméréseink során jelentős különbséget találtunk az egyes patkány családok 

között, éppúgy mint a családon belül az egyes állatok között. A III./10. ábrán jól látható, 

hogy egyazon tenyészetből származó patkánycsaládok esetében akár kétszeres 

különbség is lehet a b hullám amplitúdóját vizsgálva, melyet az állatok kora csak 

részben magyaráz. Ugyanolyan korú, tehát megközelítőleg azonos súlyú állatok 

esetében (III./10. ábra/ 2013.53-as ill. 2013.58-as család) is komoly differencia volt 

mérhető. Egy családon belül, az egyes állatok között szintén nagy különbségeket 

figyeltünk meg (III./10. ábra/ 2013.53-as ill. 2013.62-es családok). Ezen méréseink 

alapján minden vizsgálatunkban, minden kísérleti csoportban a kezelést ugyanazon 

állaton végzett kontrollvizsgálat előzött meg, minden változást ugyanazon szem intakt 

fényválaszához viszonyítottuk, mellyel kiküszöböltük a fent említett nagyfokú 

variabilitást az állatok között. 

 Számos alkalommal vizsgáltuk a méréseinket esetlegesen befolyásoló technikai 

tényezőket. Sem a korneális elektróda kisfokú elmozdulása, sem a LED fényforrás és a 

bulbus távolságának enyhe növelése, sem a tűelektródák beszúrási mélysége nem 

befolyásolta érdemben méréseink eredményét megfigyeléseink alapján. 
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III/10. ábra: Reprezentatív ERG regisztrátumok különböző korú patkány családokból 

származó állatok jobb szeméről. 
 

III.7. Statisztikai analízis 

 

Morfometriai vizsgálatok 

A metszetekről készült fotókon mért paraméterek közti különbségek szignifikanciájának 

meghatározásához statisztikai elemzéseket végeztünk SPSS és Microsoft Excel szoftver 

segítségével. Az egyutas ANOVA tesztet Tukey’B post hoc analízis követte. 

Szignifikancia szintként p<0,05; p<0,01; p<0,001 értékeket használtunk. 

 

Elektroretinográfia 

- Iszkémia indukálta retinadegeneráció PACAP KO és vad egereken:  

Az adathalmazok összehasonlítására Kruskal Wallis tesztet használtunk Dunn-féle post 

hoc analízissel. Szignifikancia szintként a p<0,001  értéket használtuk. A statisztikai 

analízist Graphpad Prism 5.01 programmal végeztük. 

- Intravitreális PACAP kezelés hatása iszkémia indukálta retinadegeneráció esetén: 

A mért adatokat kétutas ANOVA teszttel analizáltuk, ezt követően Bonferroni post hoc 

analízist végeztünk. Szignifikancia szintként p<0,05; p<0,01; p<0,001 értékeket 

használtunk. 
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IV. EREDMÉNYEK 

 

IV.1. Morfológia és morfometria 

 IV.1.1. Inhalációs anesztetikus prekondícionálás hatása iszkémia 

indukálta retinadegenerációban 

Morfológia 

 Fénymikroszkóppal morfológiai különbség nem volt látható az izoflurán, és 

szevoflurán prekondícionált, ill. a nem prekondícionált SHAM állatok retinája között 

(IV/1. ábra.). Az abszolút kontroll ill. az áloperált állatok között korábbi 

eredményeinkkel összhangban, sem morfológiai, sem morfometriai különbség nem volt 

kimutatható, ezért ezen csoportok reprezentatív képei nem kerültek bemutatásra (Atlasz 

et al. 2007a). 

 

 
IV/1. ábra: Reprezentatív metszetek SHAM állatok retinájáról. 

A - prekondícionálás nélkül 

B - Izoflurán prekondícionálást követően 

C - Szevoflurán prekondícionálást követően 

 

 A SHAM operált csoporttal összehasonlítva a BCCAO-n átesett állatok retinája 

súlyos fokban degenerálódott, mely degeneráció valamennyi retinális réteget érintette, a 

retina teljes vastagsága nagymértékben csökkent két héttel a ligációt követően. A sejtes 
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rétegekben nagy területen sejthiányok, degenerálódó, denz,  piknotikus magok voltak 

megfigyelhetőek; a GCL-ben a sejtszám nagymértékben csökkent (IV/2. ábra/A). 

 Az intakt retinához hasonló, jóval megőrzöttebb szövettani kép volt látható mind 

az izoflurán, mind a szevoflurán prekondícionált csoportok esetében BCCAO-t 

követően (IV/2. ábra/B és C). Az izoflurán csoporttal öszehasonlítva jóval 

szembetűnőbb volt a prekondícionálás protektív hatása a szevoflurán esetében: az INL 

és ONL rétegek nem mosódtak egymásba, az ONL-ben a sejtoszlopok elkülöníthetők 

maradtak. 

 

 
IV/2. ábra: Reprezentatív metszetek BCCAO-t követően. 

A - prekondícionálás nem történt 

B - Izoflurán prekondícionálást követően 

C - Szevoflurán prekondícionálást követően 

 

Morfometria 

Sejtszám a GCL-ben 

 (IV/3. ábra) A prekondícionált ill. a nem prekondícionált csoport között 

különbség nem volt tapasztalható a SHAM csoportokban. Morfometriai vizsgálattal a 

BCCAO okozta degeneráció szignifikáns mértékű volt a nem prekondícionált SHAM 

állathoz viszonyítva mind az izoflurán, mind a szevoflurán csoportban. Szignifikánsnak 

bizonyult mind az izoflurán, mind a szevoflurán protektív hatása. 
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IV/3. ábra: Átlagos sejtszám a GCL-ben (db/100µm). 

A - Izoflurán csoport 

B - Szevoflurán csoport 

* p<0,05 nem prekondícionált SHAM csoporthoz viszonyítva; # p<0,05 nem 

prekondícionált BCCAO csoporthoz viszonyítva 

 

 

Teljes retinavastagság ill. az egyes retinális rétegek vastagsága külön-külön 

 Az izoflurán csoport estében (a vékony OPL kivételével) minden vizsgált 

rétegben és a teljes retinavastagság esetében is szignifikáns volt a BCCAO okozta 

degeneráció. A prekondícionálás protektív hatása csak a teljes vastagság, ill. az ONL 

esetében érte el a szignifikáns szintet (IV/4. ábra/A). 

 A szevoflurán csoportban minden vizsgált rétegben (az ONL kivételével) és a 

teljes retinavastagság esetében szignifikáns volt a BCCAO okozta károsodás mértéke. 

Minden vizsgált paraméter esetében szignifikáns mértékű volt a prekondícionálás 

protektív hatása (IV/4. ábra/B). 
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IV/4. ábra: Retina teljes vastagsága ill. az egyes retinális rétegek vastagsága külön-

külön (µm). 

A - Izoflurán csoport 

B - Szevoflurán csoport 

* p<0,05 nem prekondícionált SHAM csoporthoz viszonyítva; # p<0,05 nem 

prekondícionált BCCAO csoporthoz viszonyítva  

 

 

 Összehasonlítva a két különböző prekondícionáló ágens protektív hatását (IV/5. 

ábra), az izofluránhoz viszonyítva a szevoflurán szignifikáns mértékben protektívebb 

volt a teljes retinavastagság, ill. az INL és IPL tekintetében is. 

A 
µm 

µm 
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IV/5. ábra: Izoflurán ill. szevoflurán prekondícionálás protektív hatásának 

összehasonlítása (µm) a teljes retinavastagság ill. az egyes rétegek esetében külön-

külön. 

* p<0,05 az izoflurán csoporthoz viszonyítva 

  

µm 

Izoflurán Szevoflurán 
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IV.1.2. Iszkémia indukálta retinadegeneráció PACAP KO és vad 

egereken 

Morfológia 

Morfológiai vizsgálatokkal a szolvenssel kezelt SHAM vad típusú állatok 

retinája (IV/6. ábra/A) és a szolvenssel kezelt SHAM homozigóta PACAP KO egerek 

retinája (IV/6. ábra/B) között nem volt kimutatható különbség. A KO állatok retináját 

vizsgálva elmondható, hogy a vad típussal összehasonlítva sem annak teljes vastagsága, 

sem az egyes rétegek vastagsága nem tért el a vad típus retinájától. Nem voltak 

láthatóak sejtpusztulás, vagy szöveti degeneráció jelei, a szöveti struktúra hasonló volt. 

Sem a vad, sem a KO csoport esetében nem volt kimutatható különbség a 

PACAP kezelt ill. a szolvenssel kezelt SHAM állatok között. Ezen eredmények 

egyeztek korábbi megfigyeléseinkkel, melyek szerint az intravitreálisan beadott 

PACAP-nak az intakt retinára nincs hatása (Atlasz et al. 2007a). 

10 perc BCCAO kezelés hatására a vad típusú állatok retinája súlyosan 

károsodott (IV/6. ábra/C). A teljes vastagság jól láthatóan csökkent ugyanúgy, mint az 

egyes rétegek vastagsága külön-külön. Legszembetűnőbb volt a csökkenés az IPL és a 

GCL rétegekben. Kismértékben az ONL és az INL rétegek vastagsága is csökkent, de 

sokkal látványosabb volt ezen rétegek szövettani struktúrájának fellazulása, a magok 

számának csökkenése, a sejt- és szövethézagok, valamint a piknotikus sejtek jelenléte. 

A homozigóta PACAP KO állatok retinája 10 perc BCCAO után hasonló képet 

mutatott (IV/6. ábra/D), mint a vad típusé, ám a degeneráció mértéke sokkal súlyosabb 

volt. A vad típusnál már ismertetett számos szöveti- és sejtdegenerációt jelző 

elváltozáson felül szembetűnő volt az OPL eltűnése, valamint az IPL-ben megjelenő 

számos, 1µm átmérőjű denz folt, melyek egyenletes eloszlása a bipoláris 

sejtterminálisok degenerálódására utalhat. 

Tíz perc BCCAO-t követően adott intravitreális PACAP kezelés mind a vad 

típus (IV/6. ábra/E), mind a homozigóta PACAP KO állat esetében (IV/6. ábra/F) 

csökkentette a degeneráció mértékét. A protektív hatás megközelítőleg azonos mértékű 

volt a két csoport esetében. Mindössze a teljes vastagság tekintetében láttunk enyhe 

különbséget, mely minimális különbség feltételezhetően az IPL kisebb 

megtartottságának tudható be. A protektív hatás jeleként nagymértékben megőrzött 

szöveti struktúrát találtunk az ONL-ben (a magoszlopok nagyrészt megtartottak voltak), 
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az INL-ben, és a GCL-ben is. Szövethézagok, piknotikus sejtek csak kis számban voltak 

jelen. 

 

 

IV/6. ábra: Reprezentatív fénymikroszkópos felvételek. 

A - SHAM vad típusú állat retinája 

B - SHAM homozigóta PACAP KO állat retinája 

C - vad típusú állat retinája 10 perc BCCAO-t követően 

D - homozigóta PACAP KO állat retinája 10 perc BCCAO-t követően 

E - vad típusú állat retinája 10 perc BCCAO+ PACAP kezelést követően 

F - homozigóta PACAP KO állat retinája 10 perc BCCAO+ PACAP kezelést követően 



~ 53 ~ 
 

Morfometria 

Teljes retinavastagság 

A vad SHAM és a homozigóta PACAP KO SHAM állatok retinája között nem 

találtunk különbséget. Az áloperált állatok retinájához viszonyítva mind a vad, mind a 

KO állatok retinája szignifikánsan degenerálódott 10 perc BCCAO hatására, de a KO 

állatok retinájának vastagsága szignifikánsan nagyobb mértékben csökkent, mint a vad 

típusé. A PACAP kezelés a KO állatok esetében szignifikánsan csökkentette a 

degenerációt. (IV/7. ábra) 

 

 
IV/7. ábra: Teljes retinavastagság (µm). 

* p<0,01 és ** p<0,001 vad típushoz viszonyítva; ## p<0,001 homozigóta PACAP 

KO+ BCCAO (10 min) csoporthoz viszonyítva 

 

 

Egyes retinális rétegek vastagsága 

Szignifikáns mértékben degenerálódott az ONL a KO állatok esetében BCCAO 

hatására, valamint a PACAP kezelés is szignifikáns mértékben bizonyult protektívnek 

ebben a csoportban. (IV/8. ábra) 

Az OPL vastagságát vizsgálva elmondható, hogy BCCAO hatására szignifikáns 

sejtpusztulás volt észlelhető mindkét csoportban, azonban az exogén PACAP adásnak 

nem volt statisztikailag igazolható pozitív hatása. (IV/8. ábra) 
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Az INL-ben detektált változások bizonyultak a 10 perc BCCAO által létrehozott 

károsodás legjobb indikátorának. BCCAO hatására szignifikáns sejtpusztulás volt 

megfigyelhető a vad csoportban. Nagymértékű, szignifikáns degeneráció volt 

detektálható a KO állatokban is BCCAO hatására, ennek mértéke a BCCAO-n átesett 

vad csoporttal összehasonlítva szignifikánsan nagyobb volt. PACAP kezelést követően 

a KO csoportban szignifikáns protektív hatást mértünk. (IV/8. ábra) 

Az IPL réteget vizsgálva szignifikáns különbség volt kimutatható az áloperált 

vad és az áloperált homozigóta KO állatok retinája között. BCCAO hatására mind a 

vad, mind a KO csoportokban szignifikáns degenerációt észleltünk, ennek mértéke 

pedig szignifikánsan nagyobb volt a KO csoportban. Az exogén PACAP kezelés a vad 

csoportra nem gyakorolt kimutatható hatást, a KO állatok esetében azonban a protekció 

szignifikáns volt. (IV/8. ábra) 

 

 
IV/8. ábra: Retina teljes vastagsága ill. az egyes rétegek 

vastagsága külön-külön (µm). 

 * p<0,01és ** p<0,001 vad típushoz viszonyítva; # p<0,01és ## p<0,001 homozigóta 

PACAP KO+ BCCAO (10min) csoporthoz viszonyítva 
 

 

Sejtszám változása a GCL-ben 

Nem mutatkozott különbség a két áloperált csoport között ezen paraméter 

tekintetében. A vad SHAM csoportot véve viszonyítási alapnak mind a vad, mind a 
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homozigóta PACAP KO állatok esetében szignifikánsnak bizonyult a BCCAO hatá, 

éppúgy, mint a PACAP kezelésé. A BCCAO-n átesett KO állatok esetében a sejtszám 

csökkenés szignifikánsan nagyobb volt, mint a vad típus esetében. A PACAP kezelés 

protektív hatása a KO csoportban bizonyult szignifikánsnak. (IV/9. ábra) 

 
IV/9. ábra: A GCL-ben  levő sejtek száma 100 µm retinahosszra nézve. 

** p<0,001 vad típushoz viszonyítva; ## p<0,001 homozigóta PACAP KO+ BCCAO 

(10min) csoporthoz viszonyítva 

 

 

Sejtszám az INL-ben 

A két áloperált, kontrollcsoport között nem találtunk különbséget. A BCCAO 

okozta degeneráció mindkét csoportban szignifikáns mértékű volt. A PACAP kezelés 

protektív hatása ezen paraméter esetében nem volt kimutatható. (IV/10. ábra) 
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IV/10. ábra: Sejtszám az INL-ben 500 µm

2
-en. 

** p<0,001vad típushoz viszonyítva 
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IV.1.3. Intravitreális VIP kezelés protektív hatása iszkémia 

indukálta retinadegenerációban 

Morfológia 

 Az áloperált állatok esetében az intravitreális VIP kezelés (100pm ill. 1000pm) 

nem okozott morfológiai változást (IV/11. ábra/A és B, IV/12. ábra /A és B). Krónikus 

iszkémia hatására korábbi eredményeinknek megfelelőn (Atlasz et al. 2007a,b, Szabadfi 

et al. 2009) a retina teljes szerkezete károsodott (IV/11. ábra/C, IV/12. ábra /C). Az 

intravitreálisan alkalmazott 100pm-os koncentrációjú VIP nem okozott látható eltérést, 

BCCAO-t követően a degeneráció mértéke a kezeletlen állatokéval megegyező volt 

(IV/11. ábra/D). 

 

 

 

IV/11. ábra: Reprezentatív fénymikroszkópos felvételek. 

A - SHAM állat retinája 

B - SHAM állat retinája 100pmol VIP kezelést követően 

C - BCCAO-n átesett állat retinája 

D - BCCAO-n átesett állat retinája 100pmol VIP kezelést követően 

 

1000pm-os kezelést követően az intakt retinához nagymértékben hasonló, a kezeletlen 

iszkémiás állattal összehasonlítva jóval megkíméltebb szövettani szerkezetet találtunk 

(IV/12. ábra /D). 
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IV/12. ábra: Reprezentatív fénymikroszkópos felvételek. 

A - SHAM állat retinája 

B - SHAM állat retinája 1000pmol-os VIP kezelést követően 

C - BCCAO-n átesett állat retinája 

D - BCCAO-n átesett állat retinája 1000pmol-os VIP kezelést követően 

 

Morfometria 

 A 100pm-os kezelési csoport (IV/13. ábra) esetében morfometriai vizsgálataink 

igazolták a BCCAO okozta károsodást: a teljes retina vastagság, valamennyi nukleáris 

és plexiform réteg vastagsága, ill. a károsodásra igen érzékeny GCL sejtek esetében is 

szignifikáns volt a degeneráció mértéke a SHAM állatokhoz viszonyítva. Egyetlen 

vizsgált paraméter esetében sem tudtunk különbséget kimutatni a 100pm-os VIP kezelt 

csoport ill. a BCCAO-n átesett kezeletlen csoport között. 

 

IV/13. ábra: 100pmol-os kezelési csoport. 

A - Teljes retinavastagság ill. az egyes rétegek vastagsága külön-külön (µm) 

B - GCL-ben levő sejtek száma (db/100 µm) 

* p<0,001 SHAM állathoz viszonyítva; ** p<0,001 BCCAO-n átesett állatcsoporthoz 

viszonyítva 
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 Az 1000pm-os kezelési csoportban (IV/14. ábra) szintén valamennyi vizsgált 

paraméter esetében szignifikáns BCCAO hatást találtunk. Szignifikáns protektív hatást 

tudtunk igazolni a teljes retinavastagság, a külső és belső nukleáris réteg, a belső 

plexiform réteg, ill. a GCL sejtszám esetében. 

 

 

IV/14. ábra: 1000pmol-os kezelési csoport. 

A - Teljes retinavastagság ill. az egyes rétegek vastagsága külön-külön (µm) 

B - GCL-ben levő sejtek száma (db/100 µm) 

* p<0,001 vad típushoz viszonyítva 

 

 

 Korábbi eredményeinkre alapozva (Atlasz et al. 2007a, 2010a, b, Szabadfi et al. 

2010), összehasonlítottuk a VIP kezelés és a PACAP kezelés effektivitását (IV/15. 

ábra). A PACAP kezelés már 100pm-os koncentrációban is az 1000pm-os VIP 

kezeléssel megegyező protektív hatást fejtett ki; az egyes retinális rétegeket külön-külön 

vizsgálva a két szer hatása között nem volt statisztikailag kimutatható különbség (IV/15. 

ábra/B). Összehasonlítva a két kezelés neuroprotektív hatását a GCL sejtjein, 

szignifikánsan nagyobbnak találtuk a 100pm-os PACAP protektív hatását (IV/15. 

ábra/B).  
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IV/15. ábra: 1000pmol-os VIP ill. 100pm-os PACAP kezelés összehasonlítása. 

A - Teljes retinavastagság ill. az egyes rétegek vastagsága külön-külön (µm) 

B - GCL-ben levő sejtek száma (db/100 µm) 

* p<0,001 vad típushoz viszonyítva, # p<0,001 BCCAO-n átesett kezeletlen csoporthoz 

viszonyítva 
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IV.2. Elektroretinográfia 

IV.2.1. Iszkémia indukálta retinadegeneráció PACAP KO és vad 

egereken 

A vad típusú SHAM ill. a KO SHAM csoport között nem találtunk kimutatható 

különbséget, ezért az ábrákon a két csoportot összevonva kontrollcsoportként tüntettük 

fel. 

Az ERG regisztrátumokon (IV/16. ábra) a BCCAO okozta b hullám amplitúdó 

csökkenés a PACAP KO csoport esetében kifejezettebb volt, mint a vad típusú 

csoportban. Az intravitreálisan injektált exogén PACAP csökkentette a b hullám 

amplitúdó csökkenés mértékét a PACAP KO csoportban. 

 

IV/16. ábra: Reprezentatív elektroretinográfiás regisztrátumok. 

 

 Az ERG regisztrátumok morfometriai analízise során (IV/17. ábra) az a és b 

hullámok amplitúdóját hasonlítottuk össze a különböző kísérleti csoportokban. 

Szignifikánsnak bizonyult mind a BCCAO, mind a PACAP kezelés hatása az a és b 

hullámok esetében. A kezeletlen, BCCAO-n átesett KO állathoz viszonyítva a vad típus 

b hulláma szignifikánsan nagyobb volt a BCCAO-t követően. Az a hullám eltérése nem 

bizonyult szignifikánsnak. Szignifikánsnak találtuk  mind az a, mind a b hullám 

változásának mértékét exogén PACAP hatására. 
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IV/17. ábra: Az a és b hullámok amplitúdójának morfometriai kiértékelése. 

* p<0,001 a kontrollcsoporthoz viszonyítva; # p<0,001 a PACAP KO+ BCCAO 

csoporthoz viszonyítva 

IV.2.2. Intravitreális PACAP kezelés hatása iszkémia indukálta 

retinadegeneráció esetén 

Az ERG regisztrátumokon morfológiai különbség nem volt megfigyelhető az 

intravitreálisan PACAP-pal kezelt kontrollcsoport (IV/18. ábra/B), ill. a szolvenssel 

kezelt kontrollállatok (IV/18. ábra/ A) között. BCCAO hatására a 2. posztoperatív 

napon mind a két csoportban markáns b hullám depresszió, a hullám növekedés, 

oszcillátoros potenciál mező kiszélesedés volt tapasztalható; ezen hatások azonban a 

kezelt csoportban kisebb mértékűek voltak. A 14. posztoperatív napon készült 

regisztrátumokon a szolvenssel injektált csoportban a korábbi degeneratív jelek 

fokozódása volt megfigyelhető; ezzel ellentétben a PACAP kezelt csoportban a 2. 

naphoz viszonyítva a degeneráció mértéke jóval kisebb volt a 14. napon. 
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IV/18. ábra: Reprezentatív ERG regisztrátumok. 

A - BCCAO-n átesett csoport 

B - BCCAO-n majd intravitreális PACAP kezelésen átesett csoport 

 

Az ERG regisztrátumok morfometriai vizsgálata során az egyes hullámokat 

külön-külön vizsgálva (IV/19. ábra/A) szignifikáns amplitúdó csökkenés volt 

kimutatható BCCAO hatására a kontrollcsoporthoz viszonyítva a b hullám esetében, ill. 

szignifikánsan nagyobb amplitudo volt mérhető PACAP kezelés esetén. Az a hullámot 

vizsgálva csak a BCCAO-n átesett állatok estében volt detektálható szignifikáns 

változás. A c hullám amplitúdója egyik csoportban sem mutatott változást. 

A b hullámok amplitúdóját vizsgálva a 2. ill. a 14. posztoperatív napon (IV/19. 

ábra/B) elmondható, hogy mindkét időpontban szignifikáns mértékű volt a BCCAO 

okozta csökkenés. A PACAP kezelt csoportban a protektív hatás már a 2. napon 

észlelhető volt, azonban szignifikáns mértékű hatást csak a 14. napon tudtunk kimutatni. 

 A b/a hullámok amplitúdóhányadosát vizsgálva (IV/19. ábra/C) nem tudtunk 

szignifikáns különbséget kimutatni a kísérleti csoportok között. 
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IV/19. ábra: ERG regisztrátumok összehasonlító hullámmorfometriai analízise. 

A - a, b, c hullámok amplitúdója (mV) 

B - b hullámok amplitúdója a 2. és a 14. posztoperatív napon (mV) 

C - b/a hullám amplitúdóhányados 

A: **p<0,01; ***p<0,001 kontrollcsoporthoz viszonyítva; #p<0,05 BCCAO-n átesett 

csoporthoz viszonyítva;   B: *p<0,05; **p<0,01 kontrollcsoporthoz viszonyítva;   C: 

*p<0,05 kontrollcsoporthoz viszonyítva; #p<0,05 BCCAO-n átesett csoporthoz 

viszonyítva 
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IV/20. ábra: ERG regisztrátumok összehasonlító hullámmorfometriai analízise. 

A - b/a hullám idő latencia hányados 

***p<0,001 a kontrollcsoporthoz viszonyítva 

B - Oszcillátoros potenciál mező szélesség (ms) 

*p<0,05 a kontrollcsoporthoz viszonyítva; #p<0,05 a BCCAO-n átesett csoporthoz 

viszonyítva 

 

 

 A b/a hullámok idő latencia hányadosát vizsgálva (IV/20. ábra/A) a BCCAO 

okozta degeneráció mértéke szignifikánsnak bizonyult a kontrollcsoporthoz viszonyítva, 

a PACAP kezelt csoport esetében nem tudtunk eltérést kimutatni. 

 Az oszcillátoros potenciál mező szélessége (IV/20. ábra/B) szignifikáns 

mértékben csökkent BCCAO hatására, ez a hatás pedig szignifikáns mértékben volt 

kisebb a PACAP kezelt csoport esetében. 

 Korábbi eredményeinkkel összhangban (Atlasz et al. 2007a, 2010a,b)  

hisztomorfológiai ill. hisztomorfometriai vizsgálataink igazolták az intravitreális 

PACAP kezelés protektív hatását (IV/21. ábra) a korábban elektrofiziológiai méréseken 

átesett állatok esetében is. 
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IV/21. ábra: Reprezentatív fénymikroszkópos felvételek. 

A - Kontrollállat retinája 

B - BCCAO-n átesett állat retinája 

C - BCCAO+PACAP kezelésen átesett állat retinája 
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V. DISZKUSSZIÓ 

 

V.1. Inhalációs anesztetikus prekondícionálás hatása iszkémia 

indukálta retinadegenerációban 

 

 A nagyszámú in vitro és in vivo állatkísérlet mellett (Chen et al. 2015, Balzan et 

al. 2014) emberi vizsgálatok is igazolták az inhalációs anesztetikumok szívre (Steurer et 

al. 2012), májra (Beck-Schimmer et al. 2012), vesére (Cai et al. 2014) és központi 

idegrendszerre (Bellgardt et al. 2016) kifejtett prekondícionáló hatását. Kiemelendőek 

ezek közül azon közlemények, melyekben a szevoflurán, izoflurán, halotán 

prekondícionáló hatásáról számoltak be cerebrális iszkémia esetén (Codaccioni et al. 

2009, Adamcyk et al. 2010, Wang et al. 2010a,b, Zhu et al. 2010). Bár több 

prekondícionáló ágenst is sikerrel vizsgáltak retinopátiás modelleken [csökkent kálcium 

szint (Brandt et al. 2011), szén-monoxid inhaláció (Biermann et al. 2010), hiperbárikus 

oxigén (Wang et al. 2010a), deferroxamin (Zhu et al. 2008)], az anesztetikus 

prekondícionálás retinális hatásairól korábbi közlemény nem szólt. Munkacsoportunk 

számos más neuroprotektív szer vizsgálatában korábban már eredménnyel használt 

(Atlasz et al. 2007a, 2010a,b, Mester et al. 2009, Szabadfi et al. 2010), standardizált 

modellen bizonyította mind az izoflurán, mind a szevoflurán prekondícionáló hatását 

morfometriai módszerrel; utóbbiról elsőként közölt adatokat. A két szert 

összehasonlítva, a szevoflurán protektív hatása szignifikánsan nagyobb volt az izoflurán 

hatásánál. 

 A posztoperatív látásvesztés ritka, de súlyos potenciális szövődménye a 

szemsebészeti ill. más sebészeti műtéteknek egyaránt. A nem szemészeti műtétek közül 

leggyakrabban azon betegeket érinti, akik gerinc- vagy szívműtéten estek át; utóbbi 

prevalenciája 0,08%. Az esetek döntő többségében a látásvesztésért iszkémiás 

károsodás felelős (Roth 2009, Shen et al. 2009). 

 Annak ellenére, hogy a szevoflurán prekondícionálás neuroprotektív hatását 

számos esetben bizonyították, a pontos hatásmechanizmus nem ismert. Feltehetőleg 

igen komplex, számos sejtélettani rendszert magában foglaló folyamatról van szó, 

melynek egyes elemeit ma már magyarázni tudjuk. Bizonyított, hogy a szevoflurán 

prekondícionálás hatására ROS mediátorokon keresztül az antioxidáns enzimek up-

regulálódnak (Yang et al. 2011). Anti-inflammatórikus mechanizmusra szintén számos 
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eredmény utal: a szevoflurán prekondícionált állatokban az inflammatórikus citokin, 

NF-kappaB és p38 MAPK expresszió csökken (Wang et al. 2011). Más protein kinázok, 

pl. extracelluláris szignál által szabályozott protein kinázok (ERK1/2) szerepe is 

bizonyított (Wang et al. 2010b). Mind a pre-, mind a posztkondícionáló hatás 

kialakulásához nélkülözhetetlen az ATP érzékeny K
+
 csatornák szerepe is (Adamcyk et 

al. 2010). Az inhalációs anesztetikumok sejtmembránt hiperpolarizáló hatása szintén 

fontos tényezőnek bizonyult. Mivel ez a mechanizmus a szevoflurán esetében sokkal 

erősebb, mint az izoflurán esetében, ezért ez részben magyarázhatja a két szer 

prekondícionáló hatása közti különbséget (Wang et al. 2006). Számos antiapoptotikus 

útvonal aktivációját is kimutatták szevoflurán expozíciót követően (Codaccioni et al. 

2009). A prekondícionálás retinoprotektív hatásának pontos mechanizmusáról 

nincsenek adatok, azonban azt feltételezve, hogy mind a cerebrális, mind a retinális 

iszkémiás degeneráció mechanizmusa hasonló, az eddigi eredmények a neuroprotektív 

effektus hátterében felhasználhatóak a retinoprotektív mechanizmusok magyarázatára 

is. 

 

V.2. Iszkémia indukálta retinadegeneráció PACAP KO és vad 

egereken 

 

 A látásvesztés egyik legfőbb oka a retina iszkémiás károsodása, számos betegség 

hátterében (iszkémiás optikus neuropátia, retinopátia arteriális elzáródást követően, 

vénás trombózis, diabéteszes retinopátia, csecsemőkori retinopátia, öregségi 

makulopátia, glaukóma) ez a mechanizmus áll (Bek 2009, Feigl 2009, Lelong et al. 

2007, Shazly és Latina 2009, Zheng et al. 2007). Számos különböző állatmodellt 

használtak eredményesen az iszkémiás retinakárosodás mechanizmusának 

megértéséhez, ill. a protektív kölcsönhatások feltérképezéséhez (Dimitriu et al. 2008, 

Moren et al. 2009, Osborne et al. 2004, Vidal-Sanz et al. 2000). 

 A PACAP neurotrófikus és neuroprotektív hatása igen sok különböző modell 

esetében bizonyítást nyert (Reglődi et al. 2011, Somogyvári-Vigh és Reglődi 2004, 

Shioda et al. 2006, Vaudry et al. 2009, Waschek 2002). Kiemelendő, hogy igazolták 

protektív hatását fokális és globális agyi iszkémia esetén is (Reglődi et al. 2002, Dejda 

et al. 2011, Ohtaki et al. 2004, 2008, Shioda et al. 1998, Uchida et al. 1996). 

Munkacsoportunk ezen eredményekre alapozva korábbi kísérleteivel bizonyította az 
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intravitreális PACAP kezelés protektív hatását BCCAO indukálta krónikus 

hipoperfúziós retinadegenerációs modellben (Atlasz et al. 2007a, 2010a,b). A 

regenerációs folyamatokban játszott jelentős szerepe feltehetőleg erős embrionális 

neuronális differenciációs hatásával magyarázható (Waschek 2002). Ezen feltételezést 

alátámasztják azon közlemények, melyek neuronális sérülést követően aktiválódó 

endogén PACAP expresszióról ill. PACAP KO állatokon neuronális károsodás esetén 

csökkent toleranciáról számoltak be (Armstrong et al. 2008, Larsen et al. 1997, Vaudry 

et al. 2005, Zhang et al. 1996). Az endogén PACAP védő hatása iszkémiás károsodás 

esetén is kifejezett: PACAP KO egerekben cerebrális iszkémia modellben kiterjedtebb 

infarktusos területet figyeltek meg (Chen et al. 2006, Ohtaki et al. 2006). Alapozva ezen 

eredményekre, jelen kísérletünkben bizonyítottuk a PACAP KO egerek megnövekedett 

érzékenységét BCCAO indukálta tranziens iszkémia-reperfúziós retinadegenerációs 

modellben. Mind a főbb hisztomorfológiai paraméterek, mind az ERG vizsgálatok 

szignifikánsan nagyobb károsodást mutattak a KO állatok esetében. A vad és KO 

állatok között az intakt retinát vizsgálva nem találtunk kimutatható különbséget. A 

degeneratív hatás kísérletünkben mind morfológiai, mind funkcionális eredmények 

alapján szignifikánsan csökkenthető volt exogén PACAP intravitreális adásával. 

Korábban számos különböző modellen bizonyítást nyert az exogén PACAP protektív 

szerepe: excitotoxikus károsodás (Endo et al. 2011, Rácz et al. 2006c, 2007, Seki et al. 

2006, Tamás et al. 2004, Varga et al. 2011), nervus opticus átvágás (Seki et al. 2008), 

anisomycin indukálta laesio (Silveira et al. 2002), UV fény indukálta degeneráció 

(Atlasz et al. 2011), koraszülöttek ideghártya károsodása (Kvarik et al. 2016). Az 

endogén PACAP gátlása intravitreálisan adott antagonista hatású PACAP6-38-cal 

súlyosbította a glutamát okozta excitotoxikus hatást (Atlasz et al. 2009) és aktiválta a 

proapoptotikus szignáltranszdukciós utakat (Rácz et al. 2006c). Endogén PACAP teljes 

hiányában a KO állatok retinája gyorsabban öregszik, az öregedés során kialakuló 

károsodások mértéke nagyobb (Kovács-Valasek et al. 2017). Az endogén PACAP 

részleges hiánya is kimutatható károsodást okoz: heterozigóta KO állatokat vizsgálva 

NMDA toxicitás modellben a retinális ganglionsejtek pusztulása nagyobb volt (Endo et 

al. 2011). Munkacsoportunk eredményeihez hasonlóan ezen kísérletek is bizonyították, 

hogy a protektív hatás 2 héttel az iszkémia-reperfúziós károsodás után is kimutatható, 

tehát a PACAP egy hosszú hatású neuroprotektív szer. 

 Eredményeinkkel összhangban, az idegrendszeren kívül számos más 

szervrendszerben is igazolódott az endogén PACAP hiányának negatív hatása. Renális 
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ill. intesztinális iszkémia-reperfúzió esetén a KO állatok sebezhetősége nagyobb volt 

(Ferencz et al. 2010b, Szakály et al. 2011, László et al. 2015). Az endogén PACAP 

antiinflammatórikus hatásának hiányában a KO állatok mind kolitisz, mind légúti 

gyulladás modellekben sokkal súlyosabb tüneteket mutattak, a gyulladásos aktivitás 

jóval nagyobb volt (Nemetz et al. 2008, Elekes et al. 2011). Doxorubicin indukálta 

kardiomiopátiában a KO állatok mortalitása jóval nagyobb volt, melynek hátterében a 

nagyobb mértékű fibrózis és degeneratív elváltozások, nagyobb mennyiségű ROS 

felszabadulás igazolódott (Mori et al. 2010). 

 

V.3. Intravitreális VIP kezelés protektív hatása iszkémia 

indukálta retinadegenerációban 

 

 A VIP egy multifunkcionális peptid; vazoaktív, immunmoduláló, anti-

inflammatórikus, viselkedést befolyásoló hatásai jól ismertek (Gozes et al. 2003, Dejda 

et al. 2005, Pilzer és Gozes 2006). Protektív hatását agyi fokális iszkémia esetén is 

igazolták (Yang et al. 2011). A vele egy peptidcsaládba tartozó, ugyanazon 

receptorokhoz, de más affinitással kötődő PACAP iszkémiás protektív hatása mellett 

(Shioda et al. 1998, Uchida et al. 1996, Reglődi et al. 2002, Ohtaki et al. 2004, 2008, 

Dejda et al. 2011) retinoprotektív hatása is jól ismert (Atlasz et al. 2010b). Protektívnek 

bizonyult többek között magas intraokuláris nyomás indukálta hipoperfúzió (Seki et al. 

2011), ill. BCCAO okozta iszkémiás retinadegeneráció esetében is (Atlasz et al. 

2007a,b, Szabadfi et al. 2012). Ezzel ellentétben, a VIP retinoprotektív hatásáról csak 

kevés adat áll rendelkezésre. Mind a PACAP (in vitro és in vivo), mind a VIP (in vitro) 

igen potens protektív hatást fejt ki glutamát indukálta excitotoxikus retinakárosodás 

esetén (Shoge et al. 1998, 1999, Atlasz et al. 2009, 2010b). Fény indukálta retinopátia 

esetén szintén mindkét peptid hatásosnak bizonyult: a PACAP csökkentette az UV-fény 

okozta retinadegeneráció mértékét munkacsoportunk korábbi kísérletében (Atlasz et al. 

2011), míg a NAP protein (a VIP által indukált ADNP [activity-dependent 

neuroprotective protein] aktív, 8 aminosavas fragmense) lézer indukálta retinakárosodás 

esetén bizonyult hatásosnak (Belokopytov et al. 2011). A retinában az endogén VIP-

szint csökkenés miatt feltételezik a VIP protektív hatását streptozotocin indukálta 

diabéteszes retinopátiában (Troger et al. 2001). A PACAP protektív hatását ugyanezen 

modellben munkacsoportunknak sikerült igazolnia (Szabadfi et al. 2012).  
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 Mind a VIP, mind a PACAP protektív hatása igazolódott iszkémiás/hipoxiás 

retinális károsodás esetén. Permanens BCCAO, ill. IOP modellben vizsgálva a PACAP 

védő hatását (Atlasz et al. 2007b, Seki et al. 2011); IOP modellben az 

intraperitoneálisan injektált NAP hatását sikerrel bizonyították (Jehle et al. 2008). 

Sejtkultúrán végzett kísérletek szerint a NAP védi a Müller glia sejteket hipoxiás 

károsodás esetén, valamint in vitro elősegíti a neuronális növekedést (Zheng et al. 

2010). Iszkémia-reperfúziós modellben (ophtalmicus erek lekötése) a VIP mind 

intravitreálisan, mind szisztémásan adva csökkentette az oxidatív stresszt, valamint a 

lipid peroxidáció mértékét (Tuncel et al. 1996). Kilencven perc iszkémia, majd 3 óra 

reperfúziót követően a VIP kezelt csoportokban csökkent a szövettani károsodás 

mértéke. Ezen eredmények összhangban vannak jelen kísérletünk eredményeivel, 

melyben sikerrel mutattuk ki a VIP neuroprotektív hatását a retinában iszkémiás 

degeneráció esetén. Eredményeink bizonyítékot szolgáltatnak a VIP hosszú távú 

neuroprotektív hatására is, mivel kísérletünkben a hatás 2 héttel a BCCAO operációt 

követően is megfigyelhető volt. Kiemelendő továbbá, hogy az általunk használt dózis 

jóval alacsonyabb volt, mint a fentebb ismertetett tanulmányban (Tuncel et al. 1996): 1 

nmol VIP intravitreális injektálása már hatásosnak bizonyult, kisebb koncentráció 

esetén szövettani változás nem volt kimutatható. Korábbi eredményeinket felhasználva 

(Atlasz et al. 2007a, 2010a,b, Szabadfi et al. 2010) összehasonlítást végeztünk, mellyel 

megállapítható volt, hogy a PACAP kezelés már 100pmol-os koncentrációban azonos 

hatást fejt ki, mint az 1nmol-os VIP kezelés. Az egy nagyságrendnyi különbség az 

effektív dózisban a két szer között számos más modellben is bizonyítást nyert korábban 

(Somogyvári-Vigh és Reglődi 2004, Vaudry et al. 2009). Néhány esetben ellentétes 

hatást is megfigyeltek: míg a neonatális excitotoxikus fehérállomány károsodást a VIP 

csökkenteni képes, a PACAP ugyanezen modellben hatástalan (Rangon et al. 2005). 

 Összességében a rendelkezésre álló eredmények alapján feltételezhető, hogy a 

PACAP azon modellekben effektívebb a VIP-nél, melyekben a sejtpusztulás legfőbb 

oka az apoptózis. Azon modellek esetén, ahol a károsodásért inflammációs 

mechanizmusok felelnek, a VIP a PACAP-pal megegyező, vagy erősebb hatást képes 

kiváltani. Jelen kísérletben használt BCCAO modell esetében feltehetőleg az apoptózis 

mediálta sejtpusztulás dominál, ezért bizonyult a PACAP hatásosabbnak a VIP-nél; a 

retinoprotektív mechanizmusok kialakításában pedig a PACAP-ra szenzitívebb PAC1 

receptor dominál. A PAC1 receptorra szelektív, agonista hatású maxadilánnal végzett 
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kísérleteink igazolták ez utóbbi feltevést: a BCCAO-ban PACAP kezelés mellett már 

kimutatott retinoprotektív hatás kiváltható maxadilánnal is (Vaczy et al. 2016). 

A VIP neuroprotektív hatásának molekuláris háttere nem teljesen ismert. A PACAP-pal 

azonos affinitással kötődik a VPAC1 és VPAC2 receptorokhoz. A PAC1 receptorhoz is 

kötődik, de kisebb affinitással, mint a PACAP (Vaudry et al. 2009). A komplex hatás 

kialakításában antiapoptotikus, anti-inflammatórikus, antioxidáns hatások dominálnak. 

A celluláris protektív mechanizmusokat feltehetőleg a PAC1 receptor egy splice 

variánsán keresztül (hop2) fejti ki (Pilzer és Gozes 2006). Indirekt hatása is ismert: 

indukálja a neuroprotektív fehérjék szintézisét és szekrécióját az asztrocitákban (Gozes 

és Brenneman 2000, Gozes et al. 2003) A legtöbb tanulmányban a PACAP 

antiapoptotikus hatását erősebbnek találták a VIP-vel összehasonlítva, míg az anti-

inflammatórikus hatásokat vizsgálva a VIP bizonyult potensebbnek (Somogyvari-Vigh 

és Reglődi 2004, Vaudry et al. 2009). A VIP neuroprotektív hatásának molekuláris 

hátterét vizsgálva fedezték fel az ADNP-t, és legkisebb aktív fragmensét, a NAP 

peptidet; utóbbinak farmakológiai tulajdonságai jóval kedvezőbbek a sokkal nagyobb 

molekulasúlyú VIP-nél (Gozes et al. 2003, Lagreze et al. 2005). 

 

 

V.4. Intravitreális PACAP kezelés hatása iszkémia indukálta 

retinadegeneráció esetén 

 

 Munkacsoportunk elsőként bizonyította a PACAP retinoprotektív hatását 

BCCAO indukálta retinadegeneráció esetén morfológiai és neurokémiai eredmények 

alapján (Atlasz et al. 2007, 2010b). Arra vonatkozólag azonban, hogy a protektív hatás 

funkcionálisan is kimutatható-e, nem voltak adataink. Elektroretinográfiás vizsgálatok 

során egy komplex elektromos választ kapunk, amelynek létrehozásában valamennyi 

retinális réteg részt vesz a pigment epitheliumtól egészen a belső rétegekig, képet adva 

így a retina funkcionális állapotáról (Noell 1953, Brown 1968, Perlman 2016). A 

módszer előnye továbbá, hogy non invazív, ismételhető mérésekre ad lehetőséget, így 

alkalmas a funkcionális változások időbeli követésére, a retinális diszfunkció korai 

detektálására (Gouras 1970, Perlman 2009, Shahar et al. 2012). Jelen kísérlettel korábbi 

morfológiai és neurokémiai eredményeinket kívántuk alátámasztani parallel elvégzett 
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funkcionális vizsgálatokkal. A kontrollméréseink során detektált ERG regisztrátumok 

mért paraméterei minden esetben a korábban publikált normálérték tartományokon belül 

voltak (Bui és Fortune 2004, Szabo-Salfay et al. 2001). 

 BCCAO hatására a retina perfúziója jelentősen csökken (Gurevich és Slaughter 

1993, Osborne et al. 2004). A súlyos iszkémiás hatás először a retinális ganglionsejteket 

érinti, pusztulásuk kiemelkedően magas BCCAO-t követően (Yamamoto et al. 2006). 

Később a károsodás kiterjed a belső retina többi rétegére, végül a fotoreceptorok 

károsodása is bekövetkezhet (Hughes 1991, Osborne et al. 2004). Munkacsoportunk 2 

hét elteltével végzett vizsgálatai szintén valamennyi sejtes réteg nagymértékű 

károsodását mutatták (Atlasz et al. 2007). Összhangban korábbi publikációkkal (Karpe 

1945, Henkes 1953, Faulds és Johnson 1974) elmondható, hogy jelen kísérletünkben a b 

hullám bizonyult a legszenzitívebbnek a funkcionális változások igazolására BCCAO 

indukálta retinális iszkémia modellben. A PACAP funkcionális protektív hatását 

legmarkánsabban ugyancsak a b hullám amplitúdójának megváltozása mutatta. Korábbi 

tanulmányok az OP-at alkalmasnak találták a retinális cirkuláció abnormalitásainak 

detektálására (Kergoat és Lovasik 1990). A diszfunkció kvantitatív, objektív, igen korai 

markereinek bizonyultak nemcsak iszkémiás károsodás, de diabéteszes retinopátia 

esetén is (Yonemura et al. 1962, Galloway et al. 1971). Utóbbi megfigyelést 

feltehetőleg a folyamat során romló retinális cirkuláció, ill. a felszabaduló ROS 

magyarázza. (Fernandes et al. 2011). 

 Támaszkodva korábbi hisztológiai, és neurokémiai vizsgálatainkra (Atlasz et al. 

2007, 2010b, Szabo et al. 2012), jelen kísérletünk eredményei alapján elmondható, hogy 

a PACAP terápia csökkentette a funkcionális károsodások mértékét. Összehasonlítva a 

preoperatív (kontroll) értékekkel, kísérletünkben az a és b hullámok amplitúdója erősen 

csökkent a BCCAO-t követően, a PACAP terápia azonban csökkentette a műtét által 

kiváltott funkcionális változásokat. A PACAP kezelés teljes mértékben nem tudta 

visszafordítani a műtét okozta degenerációt, azonban már a 2. posztoperatív napon 

megfigyelhető volt a protektív hatás, mely a vizsgált 2 hetes intervallumában tartósnak 

bizonyult. 

 Kísérletünkből kiemelendő két érdekes megfigyelés. Az első, hogy BCCAO-t 

követően az a hullám amplitúdója meredeken emelkedett, feltehetőleg az aránylag 

késői, kismértékű fotoreceptor károsodás ill. az intraretinális feedback mechanizmusok 

megszakadása miatt. Alátámasztja ezt az elképzelést, hogy az ONL károsodása sokkal 

kisebb mértékű volt, mint a belső retinális rétegeké; ill. az, hogy a fotoreceptorok 
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komolyabb hisztológiai eltérést nem mutattak. Második megfigyelésünk, hogy a b/a 

arány nem emelkedett a PACAP kezelést követően, ellentétben a b hullámnál 

megfigyelt hatással. Ennek oka feltehetőleg az, hogy a 2 hetes mérési idő nem volt 

elegendő ahhoz, hogy a fotoreceptorok retrográd károsodása kialakuljon. 

 Jelen kísérletünk megfigyelései összhangban vannak azon korábbi 

eredményünkkel, melyben excitotoxikus retinakárosodás modellben a PACAP protektív 

hatását morfológiai vizsgálatokkal parallel végzett funkcionális (ERG) módszerrel is 

igazoltuk (Varga et al. 2011). Két különböző retinadegenerációs modell eredményei 

alapján összegezve elmondható tehát, hogy a PACAP kezelés védő hatása nemcsak 

morfológiai és neurokémiai változásokat okoz, hanem ezzel párhuzamosan a funkció is 

kedvező irányban változik. 



~ 75 ~ 
 

VI. ÚJ EREDMÉNYEK 

 

- Kísérleteinkkel igazoltuk az inhalációs anesztetikumok retinoprotektív hatását 

iszkémiás állatmodellben, ill. elsőként vizsgáltuk két különböző anesztetikum 

(izoflurán, szevoflurán) retinoprotektív hatásának egymáshoz viszonyított mértékét. 

- Igazoltuk a PACAP KO egerek csökkent toleranciáját retinadegenerációs modellben 

iszkémia-reperfúziós károsodás esetén morfológiai és funkcionális módszerekkel. 

- Igazoltuk morfometriai vizsgálatokkal az intravitreális VIP kezelés protektív hatását 

krónikus hipoperfúziós modellen (BCCAO). Felhasználva korábbi adatainkat 

megállapítottuk, hogy az effektív kezeléshez szükséges VIP dózis tízszer nagyobb, mint 

a PACAP kezelésé. 

- ERG vizsgálatok elvégzésével funkcionális eredményekkel tudtuk alátámasztani a 

patkány BCCAO modellen korábban már hisztológiai és immunhisztológiai 

módszerekkel bizonyított retinoprotektív PACAP hatást. Non invazív vizsgálatainkkal a 

károsodás ill. a protektív hatás időbeli lefolyásáról is tudtunk eredményeket közölni.  
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Centre for Neuroscience of the University of Pecs, MTA-TKI. 

  



~ 98 ~ 
 

X. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

4VO: 4 vessel oclusion, négy ér elzárás modell, az arteria vertebralis és carotis 

communis egyidejű lezárása 

AC: adenilát-cikláz  

ADNP: activity-dependent neuroprotective protein, egy VIP reszponzív gén terméke 

AKT: nem mozaikszó, egy egértörzs nevéből származik; régebbi nevén a PKB azaz 

protein kináz B 

AMPA: neurotranszmitter, a glutaminsav-receptorok egy részét aktiválja, pontos 

összetétele 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il) propánsav 

Bad: fantázianév, Bcl-2 család tagja 

Bax: Bcl-2 asszociált protein X, a Bcl-2 család tagja, mely nevét a B sejtes limphomáról 

kapta 

BCCAO: bilateral common carotid artery occlusion, kétoldali arteria carotis communis 

lekötés 

cAMP: ciklikus-adenozin-monofoszfát 

cGMP: ciklikus-guanozin-monofoszfát 

CREB: cAMP reszponzív elem kötő protein 

DAG: diacilglicerin 

ERK1/2: extracelluláris szignál által regulált kináz   

GCL: stratum gangliosum, ganglion cell layer, ganglionsejtek rétege 

GPCR: G protein coupled receptor, G proteinhez kapcsolt receptor 

ILM: membrana limitans interna, inner limiting membrane, belső határ membrán 

INL: stratum granulosum internum, inner nuclear layer, belső magvas réteg 

IOP: intraocular pressure, az intraocularis nyomás szisztolés vérnyomás fölé emelése 

IP3: inozitol-triszfoszfát 

IPL: stratum plexiforme internum, inner plexiform layer, belső rostos réteg 

JNK: Jun N-terminális kináz 

LED: light emitting diode, fény kibocsájtó dióda 

MAC: minimal alveolar concentration, minimális alveoláris koncentráció, egyenlő azzal 

az altatószer koncentrációval, melynél a kísérleti állatok fele a fájdalomingerre nem 

mutat motoros választ altatásban 

MAPK: mitogén aktivált protein kináz  

MCAO: middle cerebral artery occlusion, az arteria cerebri media okklúziója 
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MEK: a növekedési faktor jelátvitelben részt vevő mitogén aktivált protein kináz-

kinázok (MAPKK) összefoglaló neve (MAPK/ERK kináz) 

NAP: az ADNP neuropeptid legkisebb, aktív fragmense, nevét a 8 aminosavat jelölő 

betűk első három betűjéről kapta (NAPVSIPQ) 

NF-KB: aktivált B sejt nukleáris faktor kappa könnyű lánc enchancer 

NFL: stratum fibrarum nervearum, nerve fibre layer, optikus rostok rétege 

NMDA: neurotranszmitter, a glutaminsav-receptorok egy részét aktiválja, pontos 

összetétele N-metil-D-aszparaginsav 

NO: nitrogén oxid 

NOS: nitrogén oxid szintáz 

OLM: membrana limitans externa, outer limiting membrane, külső határ membrán 

ONL: stratum granulosum externum, outer nuclear layer, külső magvas réteg 

OP: oszcillátoros potenciál/potenciálok 

OPL: statum plexiforme externum, outer plexiform layer, külső rostos réteg 

p38: protein 38 

p53: protein 53 

PACAP: pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide, hipofízis adenilát cikláz 

aktiváló polipeptid 

PE: stratum pigmenti retinae, pigment epithelium 

PI3K: foszfatidilinozitol 3-kináz 

PKA: protein kináz A 

PKC: protein kináz C 

PL: stratum conorum et bacilorum, photoreceptor layer, fotoreceptorok rétege 

PLC: foszfolipáz C 

RAP1: RAS-asszociált protein 1 

ROP: retinopathy of prematurity, retinopathia prematurorum 

ROS: reactive oxygen species, reaktív oxigén gyökök 

SHAM: áloperáció, áloperált állat 

VIP: vasoactive intestinal peptide, vazoaktív intesztinális peptid 


