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I. BEVEZETES

|.1. Hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

1.1.1. A PACAP molekula

A PACAP egy neuropeptid, a szekretin/glukagon/VIP (vazoaktiv intesztinalis
polipeptid) peptid szupercsalad tagja (Arimura és Shioda 1995). A mozaiksz6 az angol
“pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide” kifejezés roviditése. 1989-ben
izolaltak el6szor birka hipotalamuszbol, ekkor irtak le hipofizis sejttenyészeten Kifejtett
adenilat-ciklaz aktivalo hatasat (Miyata et al. 1989, Arimura 2007). Két természetesen
eléforduld izoformaja (variansa) ismert: a 38 aminosavat tartalmazé PACAP1-38, és a
27 aminosavat tartalmaz6 PACAP1-27 (Arimura és Shioda 1995). Ezek N-terminalisa
megegyezik, de a PACAP1-38 C-terminalisan tovabbi 11 aminosav talalhato (Miyata et
al. 1990). A szervezetben el6forduld6 PACAP molekulak kozel 90%-at a PACAP1-38
teszi ki, a PACAP1-27 csak kisebb mennyiségben van jelen (Arimura et al. 1991). A
mesterségesen eldallitott rovidebb fragmensek (példaul a PACAP6-38) legtobbszor
kompetitiv antagonistaként viselkednek a természetes variansokkal szemben (Bourgault
et al. 2008). A PACAP1-27 68%-os szerkezeti egyezést mutat a VIP-vel, azonban
adenilat-ciklaz aktivalo hatasa 1.000-10.000-szer nagyobb a VIP aktivald hatdsanél
(Vaudry et al. 2009). A PACAP szekvenciaja rendkiviil konzervalt: emlsokben teljesen
megegyezik, és egyéb gerincesek esetében is csak 1-4 aminosav eltérés mutathatd ki
(Vaudry et al. 2000, Boros et al. 2010, Kiss és Pirger 2013, Reglddi és Tamas 2016). A
tény, hogy a filogenezis soran szinte valtozatlanul konzervalodott molekulardl van szo,
alapvet6 élettani funkciokat feltételez (Vaudry et al. 2009). A szisztémas keringésben a
dipeptidil-peptidaz IV enzim szubsztratja, ezért féléletideje minddssze néhany perc (Zhu
et al. 2003).

1.1.2. A PACAP elofordulasa a szervezetben

A kozponti idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a hipotalamuszbol
mutathaté ki, de a hipofizisben, az agykéregben, az agytorzsben, a kozépagyban, a
torzsdiicokban, a kisagyban ¢és a talamuszban is talalhatéak PACAP tartalmu sejtek
(Koves et al. 1990, Arimura 1998, Vaudry et al. 2000, Reglddi 2009).



A periférias idegrendszerben a spinalis ganglionok kis érzéidegsejtjei, ill. a
vegetativ pre- és postganglionaris neuronok tartalmaznak PACAP-ot (Arimura 1998,
Vaudry et al. 2000, Reglddi 2009).

A periférias szovetek koziil a PACAP jelent0s koncentracioban detektalhato a
herében, a pancreas Langerhans-szigeteinek sejtjeiben és a mellékvese chromaffin-
sejtjeiben (Vaudry et al. 2009). Szamos szervben detektalhato a jelenléte (tiido, sziv,
vese, maj, nyirokszervek), ennek forrasa azonban feltehetleg a neuroendokrin rendszer
(Arimura et al. 1991, Koves et al. 1993, Kantor et al. 2002, Szanto et al. 2012, Tamas et
al. 2016). Szamos mirigy excretumabol is kimutathatd, pl. human anyatej, patkany
konny, human konny (Gaal et al. 2008, Borzsei et al. 2009, Csanaky et al. 2012, 2014,
Nakamachi et al. 2016).

1.1.3. A PACAP receptorok, és eléfordulasuk a szervezetben

A PACAP hatasat a szervezetben G-proteinhez kapcsolt receptorok altal
kozvetitett jelatviteli utvonalakon keresztiill fejti ki (Laburthe et al. 2007). Ezen
receptorok, melyek a VIP receptor csalddba tartoznak, hét transzmembran domént és
egy intracellularisan G-proteint k6t6 domént tartalmaznak. Altipusai (Hashimoto et al.
1996, Arimura 1998, Joo et al. 2004, Laburthe et al. 2007, Vaudry et al. 2009):

1. PAC1 receptor: Két-harom nagysagrenddel nagyobb affinitdssal koti a
PACAP-ot, mint a VIP-t. Eddig 8 splice variansat azonositottak (I/1. abra).
Mindegyik szubtipus specifikus szignaltranszdukcids Utvonalhoz kapcsolt, és
expresszioja szovet- vagy sejtspecifikus. Kodoldo génje a 7. kromoszémén
talalhato (Yamamoto et al. 1998). Szamos jelatviteli ttvonalat aktival (1/2. abra).
Kimutathat6 tobbek kozott az agyban, az adenohipofizisben, a gerincvelében, a
herében és a mellékvesevelben. Szelektiv agonistija a maxadilan (Vaczy et al.
2016).

2. VPACI1 és VPAC2 receptorok: A PACAP-ot és a VIP-t egyforma erdsséggel
kotik. Elsésorban az adenilat-ciklazhoz kapcsolt jelatviteli utakat aktivaljak.
Kimutathatoak tobbek kdzott a kozponti idegrendszerben, a majban, a tiidében, a

gasztrointesztinalis traktusban, a 1épben, az ovariumban és a thymusban.


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

1.1.4. A PACAP élettani hatasai

A PACAP ¢lettani hatasainak egyre boviilo listdjaval szamos 0Osszefoglald
tanulmany foglalkozik (Arimura 1998, Sherwood et al. 2000, 2007, Vaudry et al. 2000,
Ganea ¢és Delgado 2002, Counis et al. 2007, Atlasz et al. 2016, Reglddi és Tamas 2016).
Neuropropektiv hatasain kiviil (1asd 1.1.5. fejezet) az eddig feltart fobb effektusai a
kovetkezok (a teljesség igénye nélkiil) :

1. Centralis endokrin hatasai: A hipofizisben is termelddik, és részt vesz mind az
eliils6, mind a hatsé lebeny hormonok termelddésének szabalyozasaban (Koves
et al. 1990, 1998, Chiodera et al. 1995, Rawlings és Hezareh 1996, Evans 1999,
Kantor et al. 2000, Vaudry et al. 2006, Counis et al. 2007, Okada et al. 2007).

2. Egyéb endokrin szervekben is részt vesz a lokalis szabalyozasban (Vaudry et
al. 2006): befolyasolja a gonadok szteroid termelését (El-Gehani et al. 2000), a
pajzsmirigymiikodést (Okada et al. 2007). Noveli a pancreas inzulintermelését
(Winzell és Ahren 2007), stimuldlja a mellékvese catecholamin szintézisét
(Isobe et al. 2003). Hatassal van az ovarialis follikularis fejlodésre és a
spermiogenezisre (Csaba et al. 1997, Apa et al. 2002, Gras et al. 2005, Barberi et
al. 2007).

3. Neurotrophikus hatasai (Zhou et al. 2001, Waschek 2002, Meyer 2006,
Watanabe et al. 2007): a PACAP részt vesz a neurogenezisben, a neuronalis
differencidcioban, az idegrendszeri mintazat kialakitdsdban, valamint a
gliasejtek fejlddésében, mely hatast az igen kordn megjelend PACAP receptorok

medialnak a sejtek felé (Waschek 2002). A neurotrophicus €s a neuroprotektiv
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hatas (lasd 1.1.5. fejezet) szorosan Osszefiigg, hiszen az idegrendszer egy noxara
az embriondlis fejlodési folyamatok reaktivacidjaval valaszol, ezzel idézve el
sejttalélést, regeneracios hatast (Waschek 2002).

Koézponti szerepet jatszik a napi ritmus szabalyozasaban is (Hannibal és
Fahrenkrug 2004, Hannibal 2006, Vereczki et al. 2006, Nagy és Csernus 2007):
a PACAP a glutamat mellett a retinohipotalamikus palya f6 transzmittere, és
szdmos folyamatot befolydsol a nucleus suprachiasmaticusban €s a corpus
pinealéban (Rékasi és Czompoly 2002, Hannibal 2006). Fokozza a melatonin
termelést a tobozmirigyben, azonban annak cirkadian ritmusat nem befolyasolja
(Csernus et al. 2004). Ez a hatas megfigyelheté mar a korai embrionalis korban
is (Faluhelyi et al. 2006). A cirkadian fazistol figgd mértékben védi a
tobozmirigy sejteket oxidativ stresszel szemben (Horvath et al. 2010). Ezen
megfigyeléseket alatdimasztjdk a PACAP KO allatokon végzett kisérletek is
(Kawaguchi et al. 2010).

Serkenti a memériafolyamatokat, amit a PACAP és a PACAP receptor KO
egereken megfigyelt memoriazavar is mutat (Roberto és Brunelli 2000, Otto et
al. 2001, Matsuyama et al. 2003, Pirger et al. 2014).

Részt vesz az alvasszabalyozasban (Murck et al. 2007).

Viselkedésre gyakorolt hatasai: noveli a lokomotoros aktivitast patkdnyban és
egérben (Masuo et al. 1995, Adamik ¢és Telegdy 2004). Részt vesz a
stresszadaptacids magatartds szabalyozasadban (Agarwal et al. 2005, Légradi et
al. 2007, Gaszner et al. 2012, Kormos et al. 2016). Ismertek antidepresszans
hatdsai is (Reichenstein et al. 2008). Befolydsolja a szteroid indukalta
reprodukcios viselkedést patkanyban és egérben (Apostolakis et al. 2004).
Befolyasolja a hdszabalyozast: Intracerebroventrikuldris adasa hipertermiat
okoz (Pataki et al. 2002, Banki et al. 2014).

Emeli a centralis szimpatikus neuronalis aktivitast in vivo (Farnham et al.
2008).

Egyéb periférias hatasok: az erekben simaizom-relaxans hatasa van (Lenti et al.
2007). Noveli a kardialis neuronok excitabilitasat (Clason et al. 2016).
Befolyasolja a motilitast és a szekréciot a gasztrointesztinalis rendszerben és a
légutakban, utébbiban bronhodilatator hatasa mellett antiinflamatorikus
effektusat is leirtak (Koves et al. 1993, Foda et al. 1995, Bartho et al. 2000,
Lazar et al. 2001, Tornoe et al. 2001, Oh et al. 2005, Lauenstein et al. 2011). Hat
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a vizeletiiritési reflexre és az érzobeidegzésre a hugyuti szervekben (Braas et al.
2006, Girard et al. 2016).

11. Sejttalélést serkentd hatasai nem-neuronalis sejtekben: csokkenti az apoptozis
mértékét a T-sejt differencidcio, valamint gliikkokortikoid és Fas-ligand kivaltotta
sejthalal esetén is (Delgado et al. 1996, Delgado és Ganea 2000a,b, 2001).
Hipofizis adenoma sejtekben a PACAP védoé hatasi a TGF-beta indukalta
apoptozissal szemben (Oka et al. 1999). Csokkenti a sejthalal mértékét az
ovarium follikularis sejtjeiben (Lee et al. 1999) és a prosztata tumorsejtekben
(Gutierrez-Canas et al. 2003). Noveli a vese tubularis sejtjeinek talélését
oxidativ  stressz, kemoterapeutikumok, iszkémia/reperfizios karosodas,
diabéteszes nefropatia esetén (Reglédi et al. 2012a). Csokkenti az oxidativ
stressznek kitett retinalis pigment epithel sejtek pusztuldsdnak mértékét (Fabian
et al. 2012). Az oszteogenezis, kondrogenezis dsszetett folyamataiban pozitiv

regulatorként azonositottak (Juhasz et al. 2015).

1.1.5. A PACAP neuroprotektiv hatasai

In vitro kisérletek eredményei

Sejttenyészetben noveli a neuronalis sejtvonalak talélését szérum megvonas
esetén. PACAP jelenlétében a szérummentes tenyésztomédiumban jelentdsen csokken
az apoptozis mértéke Kkisagyi szemcsesejtekben (Canonico et al. 1996), ill. patkany
pheochromocytoma sejtvonalat vizsgalva is novelheté a tulélés (Tanaka et al. 1997).
Antiapoptotikus hatasi kevert patkany kortikalis primer kultiraban (Frechilla et al.
2001), hatso gyoki ganglionsejtekben (Lioudyno et al. 1998), és kolinerg neuronokban
is (Takei et al. 2000).

Oxigén-gliikoz megvonas esetén kortikalis piramissejt kulturaban csokkenti a
laktat-dehidrogenaz kiaramlast (Stumm et al. 2007); glialis és neuronalis primer
sejtvonalakban is csokkenti a sejtpusztulas mértékét (Jozwiak-Bebenista et al. 2015).

A PACAP kezelés hatasa szamos toxikus modell esetén igazolt. Glutamat
toxicitas modellben protektivnek bizonyult PC12 sejteket (Said et al. 1998), kortikalis
neuronokat (Shintani et al. 2005), €s motoneuron sejttenyészetet vizsgalva is
(Tomimatsu és Arakawa 2008). Védo hatasa igazolt toxikus ethanol, C2-ceramid,
hipoglikémia indukalta apoptdzis esetében is (Vaudry et al. 2002a,b, 2003, Kasica et al.
2016, Mansouri et al. 2016). Oxidativ stressznek kitett retinalis pigment epithelium
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sejteket, szorsejteket, pinealocitdkat, a belsdé fiill neuronalis elemeit vizsgalva is
kimutathat6 a PACAP kezelés protektiv hatdsa (Horvath et al. 2010, Racz et al. 2010,
Mester et al. 2011, Kasica et al. 2016). Védo hatasu B-amyloid, human prion protein
fragmens, valamint streptozotocin noxaval szemben is (Onoue et al. 2002a,b, 2008, Han
et al. 2014).

In vivo kisérletek eredményei

A PACAP szamos kiilonb6zo iszkémia modellben bizonyult hatdsosnak.
Patkany globalis agyi iszkémidban a PACAP intravénas vagy intracerebroventrikularis
adasa jelentdsen csokkentette a hippokampusz CAl regidjaban a sejtpusztulast még
akkor is, ha a PACAP adasa 24 oraval az iszkémia indukcio utan toértént (Uchida et al.
1996). Folyamatos szisztémas adagolas esetén neuroprotektiv tranziens fokalis agyi
iszkémiaban (Reglédi et al. 2000, 2002). Az infarktus nagysaga, az 6déma kiterjedése és
a neurologiai deficit fokozottabb PACAP KO egerekben. Ez a hatas PACAP adassal
csokkenthet6 (Chen et al. 2006, Ohtaki et al. 2006, Nakamachi et al. 2010).

Kiilonb6z6 trauma modellekben vizsgalva is protektivnek bizonyult a PACAP
kezelés. Neurotrauma modellben csokkentette a diffuz axonalis karosodas mértékét
(Farkas et al. 2004, Tamas et al. 2006, Kovesdi et al. 2008, Tamas et al. 2012). Patkany
gerincveld trauma modellben csokkentette a gerincveld karosodas mértékét (Chen és
Tzeng 2005). Az allatkisérletes adatokkal Gsszhangban human agysériilések esetében
kimutathat6 volt a PACAP expresszi6 novekedése (van Landeghem et al. 2007).

Szamos humén neurodegenerativ megbetegedés allatkisérletes modelljében
igazoltak pozitiv PACAP hatast: Parkinson kor (Reglddi et al. 2004a,b, 2006a,b, 2015,
Maasz et al. 2017), Huntington kor (Tamas et al. 2006), Alzheimer kor (Dogrukol-Ak et
al. 2009). Etanol ill. kainat okozta neurotoxicitas modellekben szintén igazolhato volt a
PACAP kezelés protektiv hatasa (Atlasz et al. 2006, Lacaille et al. 2016).

1.1.6. A PACAP retinoprotektiv hatasai

In vitro kisérletek eredményei

Retinalis neuron sejtkulturat vizsgalva mind a PACAP1-27, mind a PACAP 1-
38 protektivnek bizonyult glutamat toxicitas modellben (Shoge et al. 1999). Ugyancsak
mindkét izoforma csokkentette dozis dependens modon az anisomycin okozta
sejtpusztulast neuroblaszt sejtekben (Silveira et al. 2002). Ugyanezen modellben
vizsgadlva a PACI receptor agonista maxadilan is szignifikansan csokkentette a

sejtpusztulast, gliikagont vizsgalva azonban a hatas elmaradt (Silveira et al. 2002). A
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PACAP 1-38 neuroprotektiv hatasti volt fotoreceptor sejtekre thapsigargin toxicitas
modellben (Silveira et al. 2002). Anoxias koriilmények kozott novelte a horizontalis
sejtek fényvalaszat a kontrollcsoporthoz viszonyitva (Rabl et al. 2002).

A retinalis pigment epithelium (RPE) sejtek nélkiilozhetetlen szerepet
jatszanak a fotoreceptorok metabolizmusaban, tulélésében (Atlasz et al. 2016). PAC1 és
VPAC1 receptorok mRNS-ét kimutattak nem stimulalt RPE sejteken (ARPEL9
sejtvonal) (Zhang et al. 2005). PACAP1-38 kezeléssel, dozis fiiggd modon a hidrogén-
peroxid okozta sejtpusztulas kivédhet6 volt ARPE19 sejtvonalban (Mester et al. 2011,
Fabian et al. 2012). Mind a PACAP, mind a VIP potensen gatolta a ,,tight junction”
tipusu intercellularis 0sszekottetések felbomlasat, mely a legfobb patofizioldgiai oka a
diabéteszes retinopatia egyik sulyos szovodményének, a makula 6démanak (Scuderi et

al. 2013).

In vivo kisérletek eredményei

Excitotoxikus retinadegeneracio: A glutamat fiziologids koncentracidban a
retina legfontosabb excitatoros neurotranszmittere, magas koncentracidban azonban
excitotoxinként hat. Ha monoszddium glutamatot (MSG) adunk az éretlen vér-agy
gattal rendelkezd ujsziilott patkdnyoknak intraperitonealisan, az bejut a retinaba, és
valamennyi belsé retinalis réteg stlyos karosodasat okozza (Szabadfi et al. 2009, Babai
et al. 2006). Az excitotoxikus mechanizmus szamos human korképben (glaukoma,
iszkémias retinopatia) fontos faktor (Atlasz et al. 2016). Munkacsoportunk tébb
kisérletben igazolta a PACAP protektiv hatasat MSG indukalta retinopatiaban (Babai et
al. 2005, 2006). Annak ellenére, hogy a PACAP1-38 képes atjutni a vér-agy gaton,
szisztémas alkalmazasa eredménytelen volt (Kiss et al. 2006), mig intravitrealisan
injektalva szignifikansan csokkentette az MSG okozta sejtpusztulast (Babai et al. 2005,
2006, Tamas et al. 2004).

Iszkémias retinadegeneracié: A retina igen érzékeny a hipoxids karositd
hat4sokra. Szamos human korkép ismert, melyek hatterében a retina csékkent perfiizigja
all (artéria elzarodas, diabéteszes retinopatia, magas intraokularis nyomas) (Atlasz et al.
2016). Munkacsoportunk szamos kisérletben bizonyitotta a PACAP protektiv hatasat
BCCAO (kétoldali arteria carotis communis lekotés) okozta iszkémids retinakarosodas
esetén (Atlasz et al. 2007a, 2010a, Szabadfi et al. 2010). A komplex molekularis
hatdsmechanizmus vizsgélata sordn bebizonyosodott, hogy bar a PACAP kezelés

onmagaban nem tudja befolyasolni az Akt (nem mozaikszo, egy egértdrzs nevébol
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szarmazik; régebbi nevén a PKB azaz protein kinaz B) ill. a MAPK-0k (mitogén
aktivalt protein kinaz) foszforilacigjat, de csokkenti a hipoperfizio okozta protein 38
(p38), valamint JNK (Jun N-terminalis kinaz) aktivaciot (Racz et al. 2006a). Komplex
anti-inflammatérikus hatisa BCCAO modellben is igazolodott (Racz et al. 2006a). Tobb
PACAP fragmens hatékonysagat is megvizsgaltuk, a leghatdsosabbnak a PACAP1-38
bizonyult (Werling et al. 2014). Magas intraokularis nyomas modellben a PACAP
kezelés csokkentette a ganglionsejtek pusztulasat (Seki et al. 2011).

Nervus opticus atvagas: A nervus opticus mitéti atvagasaval apoptotikus
neuronpusztulas idézhet6 el6 a kifejlett kozponti idegrendszerben (Quigley et al. 1995),
melynek kovetkeztében a retina ganglionsejtes rétegében (GCL) megkozelitéleg 55%-0s
sejtpusztulas jon 1étre (Seki et al. 2008). A pusztulas mértéke intravitrealis PACAP
kezeléssel szignifikansan mérsékelhetd (Seki et al. 2008).

Diffaz és fokuszalt UV-A sugarzas hatasat vizsgalva is szamos retinalis réteg
karosodasa volt megfigyelhetd, mely karosodas mértéke szignifikdnsan kisebb volt
PACAP Kkezelést kovetéen (Atlasz et al. 2011). A korasziilottek ideghartya
karosodasahoz (ROP, retinopathy of prematurity, retinopathia prematurorum) igen
hasonl6, vazoproliferaciéval jard retinopatia idézhetd el ujsziilott ragesalokban
hiperoxia/ normoxia valtakozo alkalmazasaval (Connor et al. 2009). PACAP kezelés
hatasara javul a retina vaszkulatiraja a normal morfologia megvaltozasa nélkil; a
citokin expresszio valtozasa pedig a koros érproliferaciot gatolja, elosegiti a szoveti
remodellinget (Kvarik et al. 2016). Streptozotocin indukalta diabéteszes retinopatia
modellben az intravitrealis PACAP injekcid noveli az antiapoptotikus faktorok,
csokkenti a proapoptotikus faktorok szintjét (Szabadfi et al. 2014). Segit a szinapszisok
integritdsanak fenntartdsdban, ezzel védi a vertikalis utvonal elemeit a szelektiv

degeneraciotol (Szabadfi et al. 2016).

1.1.7. A PACAP hatas molekularis mechanizmusai

A citoprotektiv hatasokat csaknem minden esetben a PACI receptor kdzvetiti,
mely szamos jelatviteli utvonalat aktival (1/2. abra) (Botia et al. 2007, Meyer 2006,
Somogyvari-Vigh és Reglédi 2004, Vaczy et al. 2016). Ezen szignaltranszdukcios utak
cellularis szinten az antiapoptotikus fehérjék aktivitasanak fokozasat, a proapoptotikus

fehérjék gatlasat idézik eld. E két hatds 6sszessége eredményezi végiil a sejt tulélését.
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1/2. abra: A PACI receptorhoz kapcsolodo szignaltranszdukcios utvonalak (Ravni et al.
2008 alapjan, modositva az 1.1.7. fejezetben szereplo irodalom felhasznalasaval).

1. Antiapoptotikus hatasu fehérjék aktivitasanak fokozasa

A PACI receptor aktivacidja soran heterotrimer G-proteinek kozvetitésével harom {6
effektor fehérje aktivalodik: adenilat-ciklaz (AC), foszfolipaz C (PLC),
foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) (Szeberényi 2004, Laburthe et al. 2007, Ravni et al.
2008).

AC ut

Ciklikus-adenozin-monofoszfat (cAMP) messenger kozvetitésével részben a RAP;
(RAS-asszocialt protein 1), részben a MEK (MAPK/ERK kinaz) fehérjék segitségével
aktivalja az ERK utat. Az ERK ut egy mitogén aktivalt protein kinaz kaszkad, melynek
utolso tagja (azaz egy mitogén aktivalt protein kindz, egy MAPK) egy extracellularis
szignal altal regulalt kinaz (ERKj;). Az ERKj;, aktivacio antiapoptotikus hatast. A
kaszkad tagjai: Ras-Raf-MEK-ERKj/; (Pearson et al. 2001, Johnson és Lapadat 2002,
Gasz et al. 2006).
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Protein kinaz A (PKA) is aktivalodik a cAMP szint emelkedésével, ez részben az ERK
ut aktivalasaval (Ras és Rap; fehérjéken keresztiil), részben a CREB (cAMP reszponziv
elem kot6 protein) aktivaciojan keresztiil antiapoptotikus hatast (Racz et al. 2006D).
PLC ut

Diacilglicerin (DAG) messenger utjan aktivalja a PKC-t (protein kindz C). A PKC
enzimatikus aktivitasa nélkiilozhetetlen az NF-KB (aktivalt B sejt nuklearis faktor
kappa konyl( lanc enhancer) komplex létrejottéhez, mely antiapoptotikus hatast
(Szeberényi 2004, Ravni et al. 2008).

Inozitol-triszfoszfat (IP3) messenger ttjan aktivalja az AC tnal mar részletezett CREB-
et, mely antiapoptotikus hatasu (Szeberényi 2004, Ravni et al. 2008).

PI3K ut

Részben az AKT, részben a mar emlitett PKC aktivalasan keresztiil noveli az NF-KB

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

2. Proapoptotikus hatasa fehérjék gatlasa

A sejtet €ér6 kiilsd stresszorok (példaul gyulladas, besugérzas, oxidativ stressz)
apoptozist indukalnak. Ezt a hatast MAPK-ok kozvetitik: p38, valamint a JNK, mely a
Bax (Bcl-2 asszocialt protein X, a Bcl-2 csalad tagja, mely nevét a B sejtes limphomarol
kapta) aktivalasaval kozvetiti a szignalt az apoptozist végrehajtd kaszpazok felé (Ballif
¢és Blenis 2001, Benhar et al. 2002, Kilics et al. 2006, Azadi et al. 2007). Az 6rokito
anyag sériilését a protein 53 (p53) kozvetiti a sejt felé a mar emlitett Bax aktivalasaval.
A talélési faktorok megvonasa a Bad (fantazianév, Bcl-2 csalad tagja)
inaktivalédasanak hidnya révén vezet apoptdzishoz. A PKA gatolja mind a Bax-ot,
mind az azt aktivaldo JNK-t, valamint a p38-at és a Bad-ot, ezzel hozva létre széleskorii
antiapoptotikus hatast. Az AKT és a PKC a Bad gatlasaval fejtenek ki antiapoptotikus
hatast. Az ERKj, szintén a Bad-on fejt ki gatlo hatast (Racz et al. 2007, 2008).

|.2. Vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP)

A VIP egy neuropeptid, a szekretin/glukagon/VIP peptid szupercsalad tagja.
1970-ben izolaltak eldszor sertés vékonybélbol, nevét potens vazodilatativ hatasardl
kapta (Said és Mutt 1970). Szerkezeti hasonloésagot mutat a PACAP-pal, 28
aminosavbol all. Hatasait VPACI, VPAC2 és PACI1 receptorokon fejti ki (részleteket
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lasd 1.1.3. fejezet). Szerteagazo szisztémas hatasokkal bir; szamos esetben bizonyitottak
vazoaktiv, viselkedésbioldgiai, immunbiologiai, antiinflammatérikus hatasat (Ganea ¢és
Delgado 2002, Laburthe et al. 2007, Masmoudi-Kouki et al. 2007).

A koOzponti idegrendszerben kimutattak jelenlétét a kortikalis kolinerg
interneuronokban, cAMP emelé hatasat megfigyelték a kortexben, striatumban,
hipotalamuszban, hippokampuszban, talamuszban, kézépagyban (Moody et al. 2003).
Neuroprotektiv hatdsat szamos esetben bizonyitottdk in vitro €s in vivo modellekben:
csokkenti a tetrodotoxin indukalta neuronpusztuldst in vitro (Brenneman és Eiden
(Gozes et al. 2003), csokkeni a mikroglia aktivaciot és a kovetkezményes neurotoxikus
faktor kiaramlast Parkinson kor és neurotrauma modellben (Dejda et al. 2005). Retinalis
neuron sejtkultirat vizsgilva protektivnek bizonyult glutamét toxicitds modellben

(Shoge et al. 1998).

1.3. PACAP knockout egerek

A biolégiailag aktiv, fehérje természetli anyagok vizsgalatara kivalo lehetdséget
nyujtanak a vizsgalt anyagra deficiens (az anyagot nem, vagy csak inaktiv formaban
expresszald) kisérleti allatok. Egy deficiens ¢él6lény létrehozasara legelterjedtebben
alkalmazott modszer a Capecchi altal 1989-ben kidolgozott ,,KO” technika. A homoldg
rekombinacién alapuldé modszer kozkeleti nevét arrdl kapta, hogy képes egy
meghatarozott gén pontos ,.kititésére” (,,knock out”) (Capecchi 1989).

Hashimoto ¢és munkatarsai 2001-ben hoztdk létre a PACAP fehérjét nem
expresszalo, PACAP"-0s egeret (Hashimoto et al. 2001). A vektort az 1998-as PACAP
gén klonozasi ¢és karakterizacidos kisérletek eredményeit felhasznalva tervezték
(Yamamoto et al. 1998). A linearizalt vektort elektroporacioval juttattdk a CDI1-es
torzsbol szarmazo egerekbdl kinyert embrionalis dssejtekbe. A manipulalt embrionalis
Ossejteket blasztocisztaba vitték be, majd a létrejott kiméra-utodokat vad egyeddel
visszakeresztezve tovabb szaporitottak. A masodik generaciobol Southern blot
technikédval valasztottak ki a transzgenikus példanyokat. Ezaltal ellenérzott, PACAP-ra
homozigota KO vonalat kaptak, amely deficiens egyedeket egymas kozott keresztezve
tovabb szaporitottak.

A PACAP KO allatokkal kapcsolatos vizsgéalatok sordn szdmos abnormalitas

igazolddott (Reglddi et al. 2012b):
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Tulélés és metabolizmus: Jellemzd a magas korai mortalitasi rata, a 6 honapos kort a

himek 80%-a, mig a ndstények 50%-a éri meg. A tuléld példanyok csokkent
novekedéstiek, IGF szintjiik csokkent, de GH szintjiik normalis, 6sszes szerviik kisebb
sulya (Niewiadomski et al. 2008). Eltéré cerebellaris fejlodés, késéi neuronalis
differenciacio, megnovekedett apoptotikus aktivitds volt detektalhatdo (Allais et al.
2007). Gyakori a korai, hirtelen halal, melynek oka feltételezhetéen a szénhidrat és lipid
metabolizmus zavara, valamint a nagyfoka héérzékenység (Gray et al. 2001, 2002).
Kisebb fehér zsir tomeg, valamint megndvekedett inzulin érzékenység jellemzi Oket
(Tomimoto et al. 2008). Pajzsmirigy aktivitisuk csokkent, melynek hatterében az
endogén PACAP hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy tengelyben betoltott szerepe all
(Egri et al. 2016). Szénhidrat beviteliik csokkent (Nakata et al. 2004). Etanolra adott
hipotermias és hipnotikus valaszuk is csokkent (Tanaka et al. 2004).

Viselkedés: Hiperaktiv, exploziv ugr6 magatartast produkalnak open field tesztben;
lokomotoros aktivitisuk nagyobb a vad kontrollokénal. Intenzivebb exploracios
magatartds, valamint kisebb félelemérzet mutathatd ki a célzott viselkedési tesztekkel.
Major depresszi6 jelei a ,,forced swimming” tesztben (Hashimoto et al. 2001, 20009,
Fujii et al. 2007, Gaszner et al. 2012). Eltér6 valaszt produkalnak szamos, a kézponti
idegrendszerben hato gyogyszerre is (Shintani et al. 2003).

Idegrendszer: Megnovekedett érzékenység cerebralis iszkémiaval, cerebellaris oxidativ
stresszel szemben (Vaudry et al. 2005, Chen et al. 2006, Ohtaki et al. 2008). Az
infarktusos teriilet nagyobb a hetero-, és homozigota PACAP KO allatokban, mint a vad
tipusban ugyanazon degeneracios modell (MCAO, arteria cerebri media okkluzio, lasd
I.4. fejezet) esetén (Ohtaki et al. 2006). A heterozigota PACAP KO allatokban fokalis
iszkémiat kovetéen (MCAO) kialakuld agyi 6déma joval nagyobb, mint a vad
egyedekben (Nakamachi et al. 2010). Nagyobb funkcionalis deficit figyelhetd meg
stroke utan (Chen et al. 2006), ill. elégtelen regeneracié a periférias idegekben
axotomiat kovetden a KO allatokban (Armstrong et al. 2008). Gerincvel6 karosodast
kovetden mar a 3. naptol kimutathatd volt a kiilonbség a vad és a heterozigota PACAP
KO egér csoport kozott a motoros funkcidkat vizsgalva: a vad csoport regeneracioja
gyorsabb volt (Tsuchikawa et al. 2012). Szklerozis multiplex modellben a PACAP KO
allatok neuronalis karosodasa nagyobb mértékii (Abad és Waschek 2011). Eltérés
tapasztalhaté a memoria funkciokban is (Shintani et al. 2003, Vincze et al. 2011). A KO
allatok retindja gyorsabban Oregszik, az dregedés sordn kialakuld karosodasok mértéke

nagyobb (Kovacs-Valasek et al. 2017).
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Egyéb szervek: Kimutathato, hogy a PACAP deficiens egerek veséjében megsziinik a

fény indukalta altalanos szimpatikus aktivitasfokozodas (Hatanaka et al. 2008); tovabba
nagyobb hisztologiai eltérések mérhetdek az iszkémia/reperfizios karosodast kovetden
(Szakaly et al. 2011). Dextran szulfat indukalta kolitisz modellben a KO allatok sokkal
sulyosabb tiineteket mutattak, joval nagyobb gyulladdsos aktivitds volt detektalhatd a
patologiai feldolgozas soran, valamint 60%-ban kolorektalis daganat fejlodott ki
(Nemetz et al. 2008). A vékonybelek hideg és meleg iszkémias toleranciaja is csokkent
mértékit a PACAP KO egerekben (Ferencz et al. 2010a,b). Doxorubicin indukalta
kardiomiopatiaban a KO allatok mortalitdsa joval nagyobb volt, melynek oka
feltehetdleg a csokkent kardialis funkcid, a nagyobb mértékli fibrozis €s degenerativ
elvaltozasok, nagyobb mennyiségii ROS (reaktiv oxigén gyokok) felszabadulas volt
(Mori et al. 2010). Endotoxin indukalta 1éghti gyulladas modellben endogén PACAP
hianyaban fokozott 1éguti érzékenység, nagyobb mértékii gyulladas és 6déma, fokozott

inflammatorikus citokin produkcié volt kimutathato (Elekes et al. 2011).

1.4. Az emlos retina dltalanos felépitése

A gerinces allatok, igy az emlésok szeme is inverz szem, ennck belsejében
talalhatdé a szem optikai rendszerével 0sszegylijtott fényinformaciot idegi impulzussa
alakito retina. (A kovetkezdkben részletezett retindlis rétegek jelolésére értekezésemben
az angol elnevezésbdl kialakitott mozaikszavakat haszndlom, mivel a nemzetkozi
irodalomban ezek joval elterjedtebbek, mint a latin nevek roviditései.) A retina (1/3.
abra) legkiilsO, érhartya felé esé rétege a pigmenthamsejtek rétege [Stratum pigmenti
retinae, pigment epithelium (PE)]. A fényinformaciot elektromos jellé a fotoreceptorok
(csapok és palcikak) alakitjak, amelyek kiils6 szegmensiikben a fény befogadasara
alkalmas szinanyagot halmoznak fel (ez a palcikak esetében rodopszin, a csapok
esetében iodopszin). A szinanyagok foton indukalta konformaciévaltozasa inditja be a
fototranszdukciot. Szovettanilag a fotoreceptorok teriiletét két réteg alkotja: a
fotoreceptorok kiilsé szegmensei [stratum conorum et bacilorum, photoreceptor layer
(PL)] valamint a fotoreceptorok sejttestjeinek rétege [Stratum granulosum externum,
outer nuclear layer (ONL)], melyeket egy Miiller glia labakbol allo réteg, a kiils6
hatarmembran [membrana limitans externa, outer limiting membrane (OLM)] valaszt el
egymastol. A kiils6 magvas réteget koveti az elsé szinaptikus réteg, a kiilsé rostos réteg

[statum plexiforme externum, outer plexiform layer (OPL)]. Itt talalhatoak a
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fotoreceptorok szinaptikus terminalisai, melyekhez bipoléaris €s horizontalis sejtek
nyulvanyai kapcsolédnak. A bipolaris, a horizontalis, a Miiller glia sejtek, valamint a
belsd sejtsorokban az amakrin sejtek sejttestjei alkotjak a belsé magvas réteget [stratum
granulosum internum, inner nuclear layer (INL)]. Az amakrin sejtek nytlvanyai, a
bipolaris sejtek axonjai €s a retina ganglionsejtjeinek a dendritjei hozzak Iétre a belsé
rostos réteget [Stratum plexiforme internum, inner plexiform layer (IPL)]. A kimend
informaciét a magasabb idegi koOzpontokba a gangliondris rétegben [Stratum
gangliosum, ganglion cell layer (GCL)] elhelyezkedd ganglionsejtek tovabbitjak. Ebben
a rétegben talalhatéak az un. displaced amakrin sejtek, amelyek nytlvanyai a belso
rostos rétegben agaznak el. A ganglionsejtek axonjai az optikus rostok rétegében
[stratum fibrarum nervearum, nerve fibre layer (NFL)] szed6dnek Gssze, és alkotjak a
nervus opticust. A retina rétegeit az ilivegtest felé az OLM alkotasaban is résztvevo
Miiller sejtek gliatalpaibol allo réteg, a belsé hatarmembran [membrana limitans
interna, inner limiting membrane (ILM)] zarja le (R6hlich 2006, Szabadfi 2010).

A fentebb ismertetett emlds retina szerkezetétdl a ragesalok retinaja csak Kis
mértékben kiilonbozik. A csap/pélcika arany a humdantol (5%/95%) eltérd, a palcikak
nagyobb aranyban vannak jelen (1%/99%), ezzel biztositva magasabb fekete-fehér
érzékenységet csokkent fényviszonyok esetén (Brown és Rojas 1965, LaVail 1976). A
neurotranszmisszio tekintetében lényegi kiilonbség nem mutathatd ki a humén és a
patkany retina kozott: a vertikalis transzmisszids Utvonalon a {6 excitatoros
neurotranszmitter a glutamat (Massey és Redburn 1987). Valamennyi fébb sejttipus
esetében kimutathatdé glutamat-receptor expresszié a posztszinaptikus terminalisaikon
(bipolaris, ganglion, amakrin, és horizontalis sejtek) (Rauen et al. 1996, Gong et al.
2006).
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1/3. abra: Az emlés retina dltalanos felépitése, ill. a retindara jellemzdé
specifikus sejttipusok: PE: pigment epithelium, PL: fotoreceptorok rétege, OLM: kiilso
hatar membran, ONL. kiilso magvas réteg, OPL. kiilso rostos réteg, INL: bels6 magvas
réteg, IPL: belso rostos réteg, GCL: ganglionsejtek rétege, ILM: belso hatar membran,

NFL: optikus rostok rétege (Szabadfi 2010).

1.5. Iszkémia okozta retinadegenerdcio

Az iszkémia patofizioldgiai értelemben egy olyan mértékli perfizios zavar,
amely az oxigén és az anabolikus metabolitok hianyan, valamint a katabolikus
metabolitok felhalmozodasan keresztiil kezdetben a szoveti funkcio romlasahoz, majd a
szovet elhalasahoz vezet. A retinaban nem csak a vérellatast biztositd erek elzarddasa
hoz 1étre iszkémids allapotot, ehhez elegendd a perfuzid részleges csokkenése is, mint
példaul BCCAO modellben. Ennek magyarazata az, hogy a retina metabolikusan
rendkivill aktiv szovet, oxigénigénye az egyik legnagyobb a szervezetben. Mivel a
retinalis szovetekben oxigéntarolas nincs, folyamatos perfuzio sziikséges, amelynek
hirtelen csokkenése vagy megsziinése azonnali, permanens retinalis diszfunkcidt okoz

(Trick és Berkowitz 2005).
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Az egyes fajok retinalis vaszkularis mintdzata igen eltérd, ez megneheziti a
human retinalis iszkémia modellezését. Az elterjedten hasznalt laboratoriumi kistestii
allatok koziil a patkany retina az emberi retindhoz leginkabb hasonl6 (Osborne et al.
2004). A patkdny modellen létrehozott akut iszkémia patologiai képe nagyfoka
hasonlésagot mutat az arteria carotis communis akut elzarédasaval jard6 human
korképekhez (Spertus et al. 1984, Slakter et al. 1984).

Szamos kiilonb6z6 kisérleti modell ismeretes, mellyel iszkémias retinakarosodas
hozhat6 létre. Izolalt retinalis iszkémia idézhetd elé az arteria centralis retinae és a
nervus opticus egyidejli, tranziens lekotésével (Kuroiwa et al. 1998). Jol
standardizalhaté modell az intra-okularis nyomas (IOP) szisztolés vérnyomas folé
emelése (Buechi et al. 1991). Az arteria cerebri media okkluzidjaval (MCAO) fokalis
cerebralis iszkémia jon 1étre, mely érinti a retinalis és az uvealis keringést is (Steele et
al. 2008). Komplett iszkémia idézhet6 elé bilateralis arteria vertebralis és carotis
communis egyidejii lezarasaval (négy ér elzaras modell, vagy 4VO), mely a human
szivmegallast koveto tiinetegylittesnek feleltethetd meg.

Kétoldali arteria carotis communis okkluzio esetén (BCCAO, vagy 2 ér elzaras
modell) globalis agyi iszkémia jon létre, mivel a vertebralis rendszer felél a Willis
koron érkez6 vérmennyiség csupan a normal perfuzié 50%-at tudja biztositani (EKI6F és
Siesjo 1973). A csokkent perfuzid kovetkeztében kialakuld inkomplett iszkémia
markans, jol kvantifikdlhaté morfologiai és morfometriai valtozésokat okoz a retindban
(Osborne et al. 1991, 1999, 2004, Block et al. 1992, Kalesnykas et al. 2008). Ezen
karosoddsok a human koérképek koziil jol modellezik az arteria centralis retinae
elzarodasat, az arteria ophthalmica elzarédasat, valamint az arteria carotis
inszufficiencia okozta tiineteket (Osborne et al. 1991).

Az iszkémia okozta retinadegeneracido molekularis alapjat az oxigén és gliikkoz
deprivacio kovetkeztében kialakult ATP deprivacid okozza, amely drasztikus
valtozasokat okoz az intracelluldris ionosszetételben, neurotranszmitter és metabolit
koncentracioban, membranfunkciokban (Osborne et al. 2004). Az ATP szint
csokkenésére legérzékenyebben a Na'/K*-ATPase reagil, miikddése nélkiil pedig nem
tarthato fent a fiziologids membranpotencial, sejttérfogat, intracellularis natrium
gradiens (Lipton 1999). A kialakul6 tartés depolarizacio valamennyi ionotrop glutamat
receptor (NMDA [N-metil-D-aszparaginsav], AMPA [2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-
oxazol-4-il)propansav], kainat) aktivitasat fokozza (szenzitizacid), ezzel fokozva a

depolarizaciot, kalcium-, natrium-, klorbearamlast. A fokozott ionbearamlas ozmotikus
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uton noveli a sejt volumenét, 6démahoz vezet, késobb sejtlizis jon 1étre (Lipton 1999).
Az ATP szint csokkenésével a neurotranszmitter transzport (reuptake) is sulyos zavart
szenved, extracelluldris glutamat akkumuldci6 jon 1étre. Ez a nagy mennyiségii glutamat
a megbomlott ionegyensuly miatt szenzitizalt glutamat receptorokon keresztiil
excitotoxikus hatast fejt ki. Mivel a retindban a glutamat a f6 excitatoros
neurotranszmitter (fotoreceptorok, bipolaris sejtek, ganglionsejtek is glutamaterg
sejtek), ez a mechanizmus felelds legnagyobb mértékben az iszkémias sejtpusztulasért a
retindban (Osborne et al. 2004). Részben ezzel magyarazhat6 az is, hogy a belsé retina
ill. a ganglionsejtek kiilonosen érzékenyek iszkémidra, mivel ezeken a sejteken az
ionotrép glutamat receptorok expresszidja joval magasabb a tobbi sejttipushoz
viszonyitva (Brandstatter et al. 1994).

Munkacsoportunk szamos esetben ko6zolt jol reprodukalhatd eredményeket
standardizalt patkiny BCCAO modellen végzett kisérletek alapjan. Két hetes tulélési
idét kovetéen valamennyi retindlis réteg nagyfoka karosodasa volt lathato
kisérleteinkben. A retina teljes vastagsaga szignifikansan csokkent, legnagyobb mértéki
karosodas a plexiform rétegekben volt mérhetd. Szovethézagok jelentek meg az ONL és
az INL rétegekben, az INL réteg vastagsaga szignifikdnsan csokkent az aloperalt
(SHAM) allatokkal 6sszehasonlitva. Sok esetben megfigyelhetd volt az ONL ¢és az INL
rétegek fuzidja, az OPL eltiinése. Szovethézagok, nekrotikus sejtek voltak
megfigyelhetéek a GCL rétegben is (Atlasz et al. 2007a,b, Babai 2007, Mester et al.
2009, Szabadfi et al. 2009, Szabadfi 2010).

1.6. Anesztetikus prekondiciondaldas

A prekondicionalasrdl altalaban

Prekondiciondlasrol beszélhetiink, ha egy irreverzibilis noxa hatdsa csokkenthetd
egy azt megel6z06, rovid ideig tartd, reverzibilis noxaval. A jelenséget el6szor 1986-ben
Murray és munkatarsai irtak le: kutya sziveken idéztek elé infarktust nem okozo
iszkémiat rovid ideig tartd koronaria leszoritassal, majd az igy eldkezelt allatokon
definitiv infarktust hoztak létre. Az eldkezelt allatoknal a szivizom elhalds 25%-ra
csokkent az el6zbleg oxigénhianynak ki nem tett csoporttal 6sszehasonlitva (Murray et
al. 1986).

Tovabbi kisérletek soran felismerték, hogy a prekondicionald hatas perceken

beliil jelentkezik, majd 3 ora elteltével megsziinik. Ezt nevezzik Kkorai
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prekondicionalasnak. A karosito tényez6 hatasara a sejtek intenziv fehérjeszintézisbe
kezdenek és 24 6ra mulva kialakul egy legalabb 72 oran at tartd6 masodik fazis, melyet

késoi prekondicionalasnak neveziink. (I/4. abra, Bolli et al. 2007)
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Iszkémias prekondicionalé hatas

1/4. abra: Korai és késéi iszkémidas prekondiciondlas hatasa a myocardiumra:
A korai prekondiciondlas hatdasa perceken beliil jelentkezik és 3 oran keresztiil
mutathato ki. A késoi prekondicionalds 8 oraval a kivalto hatas utan észlelheto, a
maximumat 24 ora utan éri el, és 96 oran keresztiil tart (Bolli et al. 2007).

Az iszkémia nemcsak lokalisan véd, hanem a tavoli, kozvetleniil a hatasnak ki
nem tett szerveken is kedvezd hatast fejt ki egy kés6bbi iszkémia esetén. Ez a tavoli
prekondicionalas jelensége, roviden RIP (remote ischaemic preconditioning) (Aimo et
al. 2015). Az iszkémias prekondicionalashoz hasonlé védo hatas mutathatd ki kémiai
agensek, koztiik inhalaciés anesztetikumok alkalmazasa utan is. Ez a kereszt-, vagy
kémiai prekondicionalasnak nevezett jelenség. Az iszkémia megsziinése utani
reperfizids karosodast jelentdsen csokkentheti az ekkor alkalmazott, prekondicionalo

hatassal is bird kémiai agens. Ezt nevezzikk posztkondicionalasnak (Touboul et al.
2015).

Inhalaciés anesztetikus prekondicionalas

A nagyszamu in vitro és in vivo allatkisérlet mellett (Chen et al. 2015, Balzan et
al. 2014) emberi vizsgalatok is igazoltak az inhalacios anesztetikumok szivre (Steurer et
al. 2012), majra (Beck-Schimmer et al. 2012), vesére (Cai et al. 2014) és kozponti
idegrendszerre (Bellgardt et al. 2016) kifejtett védo hatasat.
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A prekondicionalo6 hatas kialakitasaért feltehetdleg tobb, egymassal parhuzamos,

redundans jelatviteli ut felel6s (I/5. abra, Hu és Liu 2009, Székely és Breuer 2005). A

korai prekondicionalas feltételezett molekularis hattere:

Inhalacios anesztetikum

Sejtmag

1/5. abra: Az inhaldcios anesztetikus prekondiciondlas feltételezett hatasmechanizmusa.

Roviditések magyarazatdat lasd a szovegben. (Hu és Liu 2009 dbrdja alapjan)

A folyamatban végsoé (effektor) szerepet tulajdonitunk sejtmembranhoz kotott
szarkoplazmas (sarcKatp) és a mitokondrialis (mitoKatp) ATP fiiggé kalium
csatornaknak. Ezen befelé iranyuld iondramot létrehoz6 csatorndk aktivacidja
javitja a mitokondrium energetikai allapotat, valamint gétolja a fokozott kalcium
bearamlast a citoszolba és a mitokondriumba, ezzel segit megdrizni a sejt szerkezeti
és funkcionalis allapotat. (Zaugg et al. 2002, Székely és Breuer 2005)

Az inhalacios anesztetikumok direkt NOS (nitrogén oxid szintaz) aktivaciora

képesek, mely nitrogén oxid (NO) messengeren keresztiil PKC aktivaciohoz vezet
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(Hu és Liu 2009). A mechanizmus fontossagat bizonyitja, hogy a szevoflurannal
1étrehozott kardioprotekcid NOS inhibitorokkal kivédheté (Novalija et al. 2002)

e Szamos G protein kapcsolt receptor (GPCR) aktivalodik a prekondicionalas soran
direkt anesztetikus hatas, vagy ROS modulacié kovetkeztében (Al adenozin
receptor, opioid és bradykinin receptorok), melyek masodlagos messengerként PKC
aktivaciot valtanak ki (Hu és Liu 2009).

Az elhuz6dd iszkémia-reperfuzios hatas kovetkeztében kialakult sejtkdrosodas
fontos faktora a citoszol emelkedett kalcium tartalma, melynek kovetkeztében a sejt
energiatermelése elégtelenné valik, az intracellularis ATP szintek csokkennek (Hu
¢és Liu 2009). Izofluran, szevofluran, halotan prekondicionalas egyarant csokkenti a
szakroplazmatikus retikulumbdl a kalcium kiaramlasat (Davies et al. 2000).

Szamos protein kindz Utvonal aktivacidja bekdvetkezik. A PKC visszahatva a
mitoKarp csatornara, ill. PTK-ra a korai prekondicionalas fontos faktora, mig a
MAPK utvonal révén mar a késéi, nuklearis hatasokat inditja be (Hu és Liu 2009).

e A reperfzid soran felszabadulé ROS nagy mennyiségben direkt sejtkarositod hatasu,
kis mennyiségben azonban a prekondiciondlds megkeriilhetetlen faktorai. Egyes
szerz6k a hirtelen kialakuld, robbanasszeri ROS felszabadulast (,,ROS burst”)
tartjak a prekondicionalas kiindulo 1épésének (Székely és Breuer 2005). Az
inhaldcios anesztetikumok képesek az dartalmas mennyiségli ROS kidramlas
meggatlasara (Hu és Liu 2009).

A késdi prekondicionaldsért szamos, fOleg transzkripcids szinten végbemend folyamat

felelds. Triggerként ROS, NO, adenozin, a mitoKatp csatorna altal generalt szuperoxid-

anion, ¢s a felszabadul6 citokinek szerepelnek. Komplex kindz kaszkadok aktivalodnak

a PKC ¢és a MAPK kozremiikddésével, a transzkripcidt az NF-xB inditja el.

Effektorként hdsokk proteinek, ciklooxigenaz-2, ill. az indukalt NOS (iNOS) jelenlétét

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

|.7. Elektroretinogrdfia

1.7.1. Az ERG hullamok

A szem kiilonbozd rétegeiben, vagy kiilsd felszinén (kornedlis elvezetés) fény
ingert kovetden retinalis eredetli, Osszetett elektromos jel detektalhato, melyet
elektroretinografidnak neveziink (ERG). Az ERG hulldmok analizisének alapjait 1908-

~23 ~



ban Einthoven és Jolly (Einthoven és Jolly 1908) dolgoztak ki. Mivel feltételezték, hogy
a fény stimulus hatdsara lancreakcid szeri valtozasok jonnek létre, az akkori
modszerekkel elkiilonitheté harom egymdést koveté hulldmot felbukkanasuk
sorrendjében a, b, és ¢ hullamnak nevezték el (1/6. abra). Kornealis elvezetés esetén az a
hullam negativ, és rogton a fény felvillandsat kdvetden detektalhatd. Ezt egy hirtelen
emelkedd, nagy amplitddoji, pozitiv hullam koveti, a b hullam. Végiil egy lassu,
elhuzo6do, patkdnyban negativ fesziiltségli (macskaban pozitiv) hullam figyelhetd meg.
Az a, b, ¢ hullamok minden esetben detektalhatéak ép strukturak esetén. KésObb
jarulékos alkotoként tobb mas hullam is leirasra keriilt (d hullam, oszcillatoros
potencidlok [OP], korai receptor potencidl [ERP]) ezek azonban legtobbszor csak

specialis koriilmények kozott, vagy specialis technikaval észlelhetéek (Perlman 2016).

fesziiltség (V)
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1/6. abra: Felndtt, him Wistar patkany sétét adaptalt ERG-je sajat kontrollméréseink
anyagabol (5.0 cd/m?2 fényero, 0,25 Hz frekvencidju-, Ims latencidju stimulusok, 503
nm-es zold LED fény). Sarga hattérrel, betiivel jeleztiik a fobb hullamokat. Fekete nyil
mutatja a fény stimulus pillanatat, csillagok jel6lik a b hullamra szuperponalodott
oszcilldtoros potencialokat (OP).

A kovetkezd mérfoldkovet Granit eredményei jelentették (Granit 1933). Az

1954-ben Nobel-dijjal jutalmazott kisérletben a narkézis mélységének novelésével

sikeriilt elkiiloniteni a kordbban Einthoven és Jolly altal leirt hullimokat 1étrehozé
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harom elektromos komponenst (Perlman 2016). Ezeket az eltinésiik sorrendjében P-I,
P-11, P-111 komponensnek nevezte el (I.7. abra). A P-I macskaban pozitiv hullam, mely a
fénystimulus kezdetét kdvetden lassan alakul ki. A P-II meredek emelkedéssel pozitiv
cstcsot képez, majd egy kozepes fesziiltségli platot hoz 1étre mindaddig, amig a fényt ki
nem kapcsoljak. A P-III egy gyorsan kialakulé negativ komponens, mely a P-11-hoz
hasonléan a fény kikapcsolasaig detektalhato. Kés6bb bizonyitast nyert, hogy a P-IlI
feloszthato egy lasst, és egy gyors komponensre, melyek més-mdas sejtrétegekbol
indulnak ki (Murakami és Kaneko 1966). A gyors komponens kialakitasaért a
fotoreceptorok, mig a lassi komponens kialakitasaért a Miiller glia sejtek felelések

(Perlman 2016).
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L7. abra: Macska szemérdl kornedlis elektrodokkal elvezetett ERG 2 secundumos

fénystimulust kovetoen, kiilonbozo mélységii anesztézia egyes fazisaiban (Granit 1933,
Perlman 2016).

1.7.2. Az ERG hullamok kialakulasa
a hullam: Megfeleltethetd a Granit P-III gyors komponensének, melyért a
fotoreceptorok kiilsé szegmensében fény abszorpci6 hatasara 1étrejové cGMP (ciklikus
guanozin monofoszfat) kapcsolt kation csatornak zarodasa felelés. A fotoreceptorok

funkcionalis integritasanak mérésére alkalmas (Perlman 2016).
b hullam: Megfeleltetheté a Granit P-II komponensnek. Kialakitasaban minden olyan

retindlis sejt részt vesz, mely a neurotranszmisszids lancban a fotoreceptoroktol

posztszinaptikusan helyezkedik el. Elektrokémiai héttere az extracellularis K* szint
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emelkedése, melynek forrasai az OPL-ben az ON-centrum bipolarisok depolarizacioja,
mig az IPL-ben az amakrin és ganglionsejtek depolarizacidja. Igazoljak ezt az elméletet
azok a kisérletek, melyek sordn a metabotrop glutamat receptorokat szelektiven gatolva
a b hullam eltiinik az ERG-18l. Az extracellularis K" szint valtozasa masodlagos modon
a Miiller glia sejtjeiben is aramot indukal, ily médon ezen sejtek is részt vesznek a b

hullam kialakitasaban (Perlman 2016).

¢ hullam: Megfeleltetheté a Granit féle P-1 komponensnek, a pigment epitheliumbol
indul ki. Bizonyitja ezt, hogy ha a retinat megfosztjuk a pigment rétegt6l, normalis a és
b hullamot kapunk, de a ¢ hullam nem detektalhaté (Perlman 2016). Kialakulasanak
elektrokémiai hattere feltehetéleg az, hogy a pigmentsejtek funkcionalis aszimmetriat
mutatnak: a bazalis membran felé esd sejtmembranjuk a K* szamara kevésbé

permeabilis, mint a retinalis oldal. Az aszimmetria miatt alland6 potencialkiilonbség jon

e ey

crer

megvaltozik a pigment réteg alland6 potencialja, ez pedig a kornean c hullamként
detektalhat6 (Oakley és Green 1976, Oakley 1977).

Bar az elektromos jel a pigment rétegbdl indul ki, kialakulasahoz nélkiilozhetetlen a
fotoreceptorok normal miikodése, integritdsa. Ezen kapcsolat miatt a ¢ hullam alkalmas
a fotoreceptorok, a pigment epithelium, ill. a koztiik 1évé kapcsolatok funkcionalis

vizsgalatara (Perlman 2016).

Korai receptor potencial (ERP): Jarulékos komponens, csak nagyon erds fényinger

alkalmazasa esetén érzékelhetd. Az a hullamot megeldzve, a fényfelvillanas kezdetével
megegyez06 pillanatban mar detektalhatd, bifazisos hullam, latenciaja 1,5 ms (I/8. abra).
Kialakulasaért a vizualis pigment molekuldk foton abszorpcié kivaltotta
konformaciovaltozasa felelds. Amplitiddja aranyos a retindban jelenlevé pigment
mennyiséggel, csokkenése/eltlinése kimutathaté pl. a fotoreceptorokat érintd human

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

Oszcillatoros potencidlok (OP): Jarulékos komponensek, csak erds fényinger

alkalmazasa esetén érzékelhetdek. Alacsony amplitadoja, 100-150Hz frekvenciaju,

oszcillalo hullamcestcsokként jelennek meg a b hullam felszalld szaran. Elkiilonitésiik a
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joval kisebb frekvencidju konvencionalis hullamoktol megfeleléen kapuzott sziirével
valdsithatd meg (1/9. abra). Kialakulasuk helye jelenleg sem pontosan ismert,
feltehet6leg az amakrin, ganglion, és bipolaris sejtek kozott 1étrejovo negativ feed-back
mechanizmusok altal generalt extracellularis aramok hozzak létre (Perlman 2016). Az
OP igen érzékenyek iszkémiara. Még azokban az enyhe iszkémias allapotokban is jelzik
a karosodast, amikor a karosodas csak a retina egyes teriiletein, koriilirtan jelentkezik,
ezért az a és b hullamokban nem mutathato ki eltérés (pl. diabéteszes retinopatia)

(Speros és Price 1981, Perlman 2016).

d hulldm: Jarulékos hullam, csak abban az esetben detektalhato, ha a fény stimulus
100ms-nal hosszabb idétartamu, igy idében elkiilonil a fény be-, és kikapcsoldsanak
fazisa. Feltehetdleg az OFF-centrum tipust bipoldris sejtek aktivacidja hozza 1étre. Ezen
elméletet megerdsitik a farmakologiai kisérletek is, melyek soran bizonyithaté volt,
hogy a d hullam AMPA ill. kainat tipusi metabotrof glutamat receptor transzmisszidhoz
kotott. Ilyen receptorok talalhatoéak pl. a fotoreceptorok €s az OFF-centrum bipolarisok

kozott.
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1/8. d@bra: Korai receptor potencidal (ERP) kontrollméréseink anyagdabdl. Az 1/6. abra
fekete korrel jelzett teriiletének erdsen felnagyitott képe. Fekete nyil jelzi a féenystimulus
kezdetét. R1 és R2 jelzi az ERP pozitiv és negativ komponensét. a és b jeloléssel
lathatoak az ERG konvencionalis hullamai.
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1/9. d@bra: Oszcillatoros potencidlok (OP) kontrollméréseink anyagdbol. Fekete szinnel
abrazoltuk az 116. abran lathato ERG gorbe elsé szakaszat felnagyitva. Piros gorbe
Jjeloli a sziiréssel kialakitott, modositott gorbét, melyen az OP jol elkiilonithetéek. Fekete
nyil jelzi a fénystimulus kezdetét. a és b jeloléssel lathatoak az ERG konvencionalis
hullamai. Piros ill. fekete csillagok jelélik az egyes OP-at.

1.7.3. Az ERG morfometriai analizise
Amplitadé és latencia (1/10. abra): Az a ill. a ¢ hullamok amplitadojat a fénystimulust

megel6z6 alapvonalhoz viszonyitva mérjiik. Mivel a b hullam a negativ P-IlI
komponens és a pozitiv P-II komponens egymasra vetiilése soran jon létre, az amplitado
mérésekor viszonyitdsi pontnak az a hullam cstcsét (azaz legmélyebb pontjat) tekintjiik.
Az a, b, ¢ hullamok latenciajat (azaz implicit idejét) a fénystimulus kezdete ill. az adott
hullam cstcsa kozott mérjiik (Perlman 2016). Ezen paraméterek rendkiviil érzékenyek a
fénystimulus intenzitasara (pl. pupilla dilataltsaga) ill. a szem fényadaptacios allapotara,
ezért ezen valtozok szigora standardizéldsa sziikséges ahhoz, hogy az adatok kisérletes
munka soran dsszehasonlithatoak legyenek egymassal (Perlman 2016).

b/a hanyados: Az a és b hullamokat egymashoz viszonyitva kapott paramétereket sem a

fény intenzitasa, sem az adaptacids kiilonbségek nem befolyésoljak, igy az adatok
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nemcsak egy adott kisérleten beliil, de akdr kiilonb6z6 laboratoriumok kozott is
biztonsaggal dsszehasonlithatoak (Perlman 1983).

Barmely karosodds, mely kizardlag a fotoreceptorokat érinti, az a hullam
amplitdddjanak csokkenését okozza normal b/a arany mellett. Ezzel ellentétben, ha a
karosodas a kiils6 plexiform réteg szignaltranszdukcids utjait érinti, a b/a arany eltérést

mutat a kozel normalis b hullam amplitad6é mellett (Perlman 2016).
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1/10. dbra: Konvenciondalis ERG hullaimok mérése egy kontrollmérésiink anyagabol
szarmazo regisztratumon. Az egyes hullamok amplitudojat A, mig latencidjat L betiivel
jeloltiik. Fekete nyil jelzi a fénystimulus kezdetét. A b hullam cstuicsanak mérését a rajta

megjelend OP zavarjak, ezért szoftveres uton gorbét illesztettiink az adott szakaszra

(fekete vonal).

I.7.4. Retinalis iszkémia hatasa az ERG-re

Régota ismert, hogy a b hullam csokkenése, negativva valasa igen rossz
prognosztikai jel iszkémias retinopatia esetén (Karpe 1945, Henkes 1953). Faulds és
Johnson 1974-ben nyulakon végzett nyomas indukalta iszkémias modellen (IOP)
bizonyitotta, hogy mind a b hullam eltiinése, mind a visszatérése reperfuziot kdvetéen
szorosan kapcsolt az iszkémias periodushoz (I/11. abra), valamint szupernormalis
amplitudok figyelheték meg a b hullam visszatérését kovetden (Foulds és Johnson

1974). Az a hullam és a ¢ hullam joval kevésbé volt érintett iszkémia soran. Ez a
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jelenség szamos kisérletben bizonyitast nyert, azonban pontos okat nem tudjuk,
feltehetdleg a kiils retina iszkémia rezisztencidjaval magyarazhat6 (Osborne et al.

2004). A fenti eredmények alapjan rutinszeriien a b hullam hasznalhaté az iszkémia

‘X Jw\ Kontroll
|

o 3 perc iszkémia

kvantitativ markereként.

~———— 4 perc iszkémia
A M 10 perc reperfiizid

15 perc reperfuzié
20 perc reperfuzid
25 perc reperfuzié

"'.. Pln"v"w\

~
\]f‘/w\ 30 perc reperfuzio
M\/\ 48 6ra reperfiizio

150 ms

1/11. dbra: Magas intraokularis nyomds okozta iszkémia hatdasa szkotopikus
elektroretinogramm b-Aulldmara (Foulds és Johnson 1974).

Parhuzamosan vizsgalva a szovettani eredményekkel elmondhatd, hogy a b hullam
csokkenése joval érzékenyebb faktora az iszkémianak, mint a standard hisztologiai
vizsgalatok (Osborne et al. 2004). Szignifikins b hullam csokkenés ¢s
immunhisztokémiai valtozasok mellett megkozelitdleg intakt szovettani kép mutathatod
ki (Barnett és Osborne 1995). Egyszeri, 45 perces nyomas indukalta iszkémias periodus
stlyos, permanens b hullam redukciét okoz patkanyban, mig a szdvettani valtozasok
alig kimutathatéak (GCL-ben enyhe sejtszam csokkenés, INL vastagsaganak minimalis
csokkenése) (Osborne et al. 2004). Az OP igen érzékeny markerei az iszkémianak.
Enyhe, koriilirt kdrosodas esetén is igen hamar detektdlhatd megvaltozasuk szdmos

retinalis vaszkularis korképben igy pl. diabéteszes retinopatiaban is (Perlman 2016).

~30~



~ 31 ~



II. CELKITUZESEK

1. Kutatdcsoportunk kordbban szdmos potencidlisan retinoprotektiv kémiai anyagot
vizsgalt eredménnyel patkany BCCAO modellen (Atlasz et al. 2007a, 2010a, b, Mester
et al. 2009, Szabadfi et al. 2010). Kisérleteinkkel ezen modell hasznalataval szerettiik
volna igazolni az inhalaciés anesztetikumok retinoprotektiv hatasat, ill. két kiilonb6z6
anesztetikum (izoflurdn, Szevoflurdn) vizsgalataval a protektiv hatds egyméshoz
viszonyitott mértékét.

2. Alapozva azon kozleményekre, melyek a PACAP KO egerek csokkent iszkémids
tolerancidjarol szamoltak be (Chen et al. 2006, Ohtaki et al. 2006, Ferencz et al. 20103,
b, Laszlo et al. 2015), célunk volt annak kisérletes bizonyitdsa morfologiai ¢és
funkcionalis modszerekkel, hogy ez retindlis iszkémia-reperflizié esetén is
megfigyelhetd.

3. A VIP neuroprotektiv hatasar6l szamos kozlemény ismert. Standardizalt patkany
kronikus hipoperfuziés modellen (BCCAO) szerettilk volna részletes morfometriai
vizsgalatokkal bizonyitani az intravitredlis VIP kezelés protektiv hatdsat, mivel erre
irodalmi adat eddig nem volt. Felhasznalva korabbi adatainkat a PACAP protektiv
hatasarol ugyanezen modellben vizsgalva, célunk volt a két szer hatdserdsségének
Osszehasonlitésa is.

4. A patkiny BCCAO modellen kordbban hisztologiai €és immunhisztologiai
modszerekkel mar bizonyitott (Atlasz et al. 2007a, 2010b) retinoprotektiv PACAP
hatast ERG vizsgalatok elvégzésével funkcionalis eredményekkel kivantuk igazolni.
Kihasznalva az ERG vizsgalatok non invaziv jellegét, az iszkémias karosodas idébeni

valtozasanak vizsgalatat is célul tliztiik ki.
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

\11.1. Kiserleti allatok, kisérleti csoportok

A kisérleteinkbe bevont valamennyi patkanyt ill. egeret standard laboratoriumi
koriilményeknek megfelelden 4llanddo 20-22°C-os homérséklet, 12 o6rds nappali
(vilagos) és 12 orés ¢jszakai (sotét) megvilagitas, korlatlan ivoviz és taplalék hozzaférés
(altalanos egér-patkany tap, Charles River Kft., Budapest) mellett tartottuk.

A kisérletek kivitelezése, az allatok gondozasa ill. elhelyezése az etikai szabalyoknak ¢és
az egyetemi protokollnak megfeleléen tortént (BA02/2000-15024/2011, Pécsi

Tudomanyegyetem).

I11.1.1. Inhalacidés anesztetikus prekondicionalas hatasa iszkémia
indukalta retinadegeneracioban

Kisérletiinkben intézetlink sajat tenyészetébdl szarmazd 2 honapos him Wistar

patkanyokat hasznaltunk (n=40), ezen allatokat 6 csoportra osztottuk a III/1. abanak

megfelelden:
Kezelés | prokondicionalas | Prekondicionalds | Prekondiciondlas
Operacio izoflurannal szevoflurannal nem tortént
BCCAO n=6 n=7 n=7
SHAM n=6 n=7 n=7

I1l/1. abra: Kisérleti csoportok.

Az allatok felén permanens BCCAO miitétet végeztiink, a masik fele aloperacion esett
at (lasd I1.2. fejezet). Kezelésként 24 o6raval a miitétet megelézéen 12 4llat 1 oras
izofluran-, 14 allat 1 oras szevofluran prekondicionalason esett at (lasd I11.3. fejezet). 2
hetes tulélést kovetden az allatokat terminaltuk, a bulbusokat in toto eltavolitottuk, majd
rutin szovettani feldolgozast kovetden morfologiai és morfometriai vizsgélatokat

végeztiink (1asd I11.4. fejezet).

111.1.2. Iszkémia indukalta retinadegeneracio PACAP KO és vad
egereken

Vizsgalataink soran intézetiink sajat tenyészetébdl szarmazd vad tipusu

(PACAP*, n=11) és homozigota PACAP deficiens (PACAP”", n=12) CD1 egértdrzsbe
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tartozd him egeret hasznaltunk, melyekbdl a III/2. dbran lathatdé csoportokat hoztuk

létre. A tenyészetben sziiletett egyedek genotipizalasa PCR technikaval tortént.

Csoport jelolése Genotipus Beavatkozas Kezelés Oldalisag
jobb és bal
1. Vad Kontroll PACAP" 0 0 !
szem
jobb és bal
2. KO Kontroll PACAP*" 0 0 !
szem
3. Vad SHAM PACAP" SHAM 0 bal szem
100pmol
4. | Vad SHAM+PACAP PACAP" SHAM P jobb szem
PACAP
5. KO SHAM PACAP*"* SHAM 0 bal szem
100pmol
6. | KO SHAM+PACAP PACAP** SHAM P jobb szem
PACAP
7. Vad BCCAO PACAP" 10 perc BCCAO 0 bal szem
Vad - 100pmol )
8. PACAP 10 perc BCCAO jobb szem
BCCAO+PACAP PACAP
9. KO BCCAO PACAP** 10 perc BCCAO ] bal szem
KO et 100pmol .
10. PACAP 10 perc BCCAO jobb szem
BCCAO+PACAP PACAP

I1172. abra: Kisérletiinkben résztvevé dllatcsoportok, azok genotipusa, ill. a rajtuk
végzett beavatkozdsok és kezelések dsszefoglalasa.

Az operalt csoport (BCCAO, n=11 vad, n=12 PACAP KO) kontrolljaként minden
esetben aloperalt (SHAM, n=5 vad, n=6 PACAP KO) allat szolgalt (lasd II1.2. fejezet).
Az intravitrealis PACAP kezelés (jobb oldali bulbus) kontrollja minden esetben a
kezeletlen bal oldali bulbus volt. Az egyes csoportoknak megfelelé beavatkozasok
elvégzése utan 2 hetes tlélést kvetden az allatokat terminaltuk, a bulbusokat in toto
eltavolitottuk, majd rutin szovettani feldolgozast kovetden morfologiai és morfometriai

vizsgalatokat végeztiink (lasd II1.4. fejezet).
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111.1.3. Intravitrealis VIP kezelés protektiv hatisa iszkémia
indukalta retinadegeneracioban

Kisérletiinkben intézetiink sajat tenyészetébdl szarmazo 250-300g-os Kifejlett
him Wistar patkanyokat hasznaltunk (n=17), ezen allatokat 4 csoportra osztottuk a III/3.

abranak megfelelden.

Kezelés
100pmol VIP 1000pmol VIP
Operacié
Jobb szem 100pmol VIP Jobb szem 1000pmol VIP
BCCAO n=5 n=6
Bal szem 0,9% NaCl Bal szem 0,9% NaCl
Jobb szem 100pmol VIP Jobb szem 1000pmol VIP
SHAM n=3 n=3
Bal szem 0,9% NaCl Bal szem 0,9% NaCl

111/3. dbra: Kisérleti csoportok.

11 allaton permanens BCCAO miitétet végeztiink, 6 allat aloperacion esett at (lasd II1.2.
fejezet). A beavatkozas végén még altatasban az allatok jobb oldali vitreumaba
100/1000pmol VIP-t injektaltunk (lasd 1I1.4. fejezet). 2 hetes talélést kovetden az
allatokat terminaltuk, a bulbusokat in toto eltavolitottuk, majd rutin szovettani
feldolgozast kovetden morfologiai és morfometriai vizsgalatokat végeztiink (lasd I11.4.

fejezet).

II1.1.4. Intravitrealis PACAP kezelés hatasa iszkémia indukalta
retinadegeneracio esetén - Elektroretinografias mérések

Vizsgalatainkhoz intézetilink sajat tenyészetébdl szdrmazo 2 honapos him Wistar
patkanyokat hasznaltunk (n=8). Kontroll ERG regisztratumok készitését kovetden (lasd
I11.6. fejezet) az allatok BCCAO operacion estek at (lasd II1.2. fejezet). A beavatkozast
kovetd 2. napon, majd a 14. napon tortént ismételt ERG regisztracio, utdbbit kovetden
az allatokat termindltuk, €s rutin szovettani feldolgozast kdvetden morfoldgiai és
morfometriai vizsgalatokat végeztiink az in toto eltavolitott bulbusokbdl késziilt

szovettani metszeteken (lasd I11.4. fejezet).
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111.2. Az arteria carotis communis kétoldali lekotése (BCCAQ)

dltal indukalt retinadegenerdcios modell létrehozdsa

A dolgozatomban ismertetett kisérletekben patkanyok esetében a kordbbi
munkainkban (Atlasz et al. 2010a, b, Szabadfi et al. 2009) mar standardizalt permanens
bilateralis arteria carotis communis lekotést (BCCAOQO) alkalmaztuk. A miitétet
inhalacios anesztéziaban végeztiik, 6 liter/perces 100%-0s O, aramlas mellett, 2,5%-0s
V/V  koncentracidju izoflurdnnal, megtartott spontan 1égzés mellett, patkényra
optimalizalt orr-sz4j maszkon keresztiil. Az allat nyakén ventralisan, median helyzetben
ejtett metszésen keresztiil a nyaki izomharomszogig preparaltunk operacios mikroszkop
hasznalata mellett (III/4. &bra). Mindkét oldalon felkerestilk az artériat, izolaltuk,
eléemeltiik, végiil alatta 3/0-s sebészi fonalat athuzva ligatirat helyeztiink fel (IIL./5.

abra). Réteges sebzarast kovetden a borsebet sebészi kapocssorral zartuk.

m. praetracheal’ ‘ D m. omohyoideus

2. carotis externa a. carotis interna

a carons communis

II1/5. abra: Eloemelt, izolalt arteria carotis; ill. az artéria a ligaciot kévetoen.
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Tapasztalataink alapjan az egereken elvégzett permanens BCCAO 100%-ban
letalis. KO egerekkel megkezdett munkank elsd Iépéseként ezért kiilonbozo
id6intervallumokra hoztunk 1étre tranziens BCCAO-t (5, 10, 15, 20, 30 perc), majd
rutin szovettani vizsgalattal kontrollaltuk az iszkémids hatas mértékét. Eredményeink
alapjan kés6bbi kisérleteinkben 10 perces tranziens BCCAO-t alkalmaztunk, mely
iszkémids 1d6 mar jol detektdlhatd  degeneraciot hozott 1étre, ¢és a
posztoperativ/intraoperativ letalitas is elfogadhaté mértéka volt. A tranziens BCCAO
operacié technikai kivitelezése az artéria izolalasaig megegyezett a korabban a
permanens BCCAO kapcsan leirtakkal, ekkor azonban ligacio helyett megkdzelitdleg
egy idében mindkét oldali artériara 6nzar6 milanyag leszoritd eszkoz (I111/6. abra) kertilt
felhelyezésre (Biemer-Clip, Aesculap, Németorszag). 10 perc elteltével ezeket

szemkontroll mellett eltavolitottuk, megbizonyosodva igy a perfiizié visszatérésérol.

111/6. abra: Tranziens BCCAO létrehozasa 6nzaro miianyag leszorito eszkozokkel.

A ragcesalo retina vérellatasaért 70%-ban a carotis rendszer felel, ezért
tranziens/permanens BCCAO-val iszkémias retinadegeneracio hozhatd 1étre. MRI
vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy BCCAO sordn valoban csokken a vérataramlas
mértéke az arteria carotis communis altal ellatott agyi teriileteken (Mester et al. 2010).
A BCCAO-n atesett allatok kontrolljaként minden esetben aloperalt (SHAM) allatokat
hasznaltunk. Aloperacio esetén minden korabban a BCCAO kapcsan leirt miitéti 1épést

elvégeztiik a ligacid/tranziens lefogas kivételével.
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111.3. Inhalacios anesztetikus prekondiciondldas

A prekondicionaland6 allatokat 1égmentesen zarhatd tartalyban egyszerre tettiik
ki 1 MAC (minimal alveolar concentration) szevofluran géz (2,3 V/V%, Abbott,
Magyarorszag) ill. 1 MAC izofluran g6z (1,5 V/V%, Abbott, Magyarorszag) hatasanak
10 l/perc gazaramlas, 50% FiO, mellett (Crawford et al. 1992, Pal et al. 2012). Az
allatok spontan 1égzése a kezelés alatt végig megtartott volt; az oxigén, széndioxid, és
et al. 1992, Kalenka et al. 2007). A prekondicionalas id6tartama 1 o6ra volt, melyet a
BCCAO operaciot 24 oraval megelézéen végeztiink, igy hozva Iétre késoi
prekondiciondl6 hatast. A BCCAO ill. SHAM operacidk alatt 1,5 MAC szevoflurdnnal
tortént az anesztézia fiiggetleniil attél, hogy tortént-e korabban prekondicionalas vagy

nem.

I111.4. Intravitrealis PACAP/VIP kezelés

A 1IL/1. fejezetben targyalt allatcsoportok esetében a BCCAO ill. SHAM
operaciokat kovetden, még a narkdzis alatt végeztik az intravitredlis injekcios
kezeléseket. A kornedlis limbuson keresztiill Hamilton mikrofecskenddvel (Hamilton
701SN-10ul, Svajc) egerek esetében 3ul, patkanyok esetében 5ul térfogati oldatot
injektaltunk a vitredlis térbe. A tli pozicidja szemkontroll mellett megitélhetd volt: az
injekcid akkor keriilt beadasra, mikor a tlthegy nagyitott képe megjelent a szemlencse
kozépsé teriiletén. Kisérleteinkben minden esetben intravitrealis kezelés soran a jobb
oldali bulbusba injektaltuk a vizsgalati anyagot (100pmol PACAP, 100/1000pmol VIP),
a bal oldalra minden esetben a vivéanyag (0,9% NaCl) keriilt beadasra az ellenoldallal
megegyez0 modon ¢és térfogatban.

Korabban mar bizonyitottak, hogy a PACAP atjut a vér-agy gaton ragcsalokban
(Banks et al. 1993). Bebizonyosodott tovabba, hogy ezen valtozasok nem mutattak
parhuzamot az albumin bejutdsanak valtozasaval, tehat a fokalis iszkémia szelektiven

valtoztatja meg a PACAP atjutasat a vér-agy gaton (Somogyvari-Vigh et al. 2000).

IIL.5. Szovettani morfologiai és morfometriai analiZis

Szovettani feldolgozas céljabol a szemeket in toto tavolitottuk el, majd 4%-0s
paraformaldehidben (PFA, Merck) taroltuk, mikdzben sztereomikroszkop alatt (Nikon

SMZ645, Németorszag) eltavolitottuk a szaruhartyat, a szemlencsét és az livegtestet. Az
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igy kialakitott szemserleg preparatumot legalabb 12 oran keresztiil 4%-0s PFA-ban
fixaltuk. Ezutdn harom napos rutin szdvettani protokoll szerint dolgoztuk fel a
szemserlegeket:

e Az els6 nap 6x10 percig mostuk 0,1 M-os foszfat-pufferben (PB), majd felszallo
alkoholsorozatban (30% ¢és 50%) dehidraltuk 1x10 percig, ezt kovetden 12 oran
at 4°C-on 70%-os alkoholban taroltuk.

o A kovetkez nap folytatva a dehidralast, 1x10 percig 90%-0s, majd 2x20 percig
abszolit  alkoholban  (Sigma,  Magyarorszdag)  mostuk,  mikdzben
sztereomikroszkop alatt kipreparaltuk a megfeleld retina régiokat. A megfeleld
Osszehasonlithatésag érdekében valamennyi szemserleg esetében a latdideg
kilépési helyétdl 1-2 mm-re esd teriiletek keriiltek vizsgalatra. Ezutan 2x4 percig
propilén-oxidban mostuk, majd 30 percig inkubaltuk gyanta és propilén-oxid
(Spektrum3D, Magyarorszag) 1:1 aranyt keverékében. Ezt kovetéen 4°C-on,
négykomponensti Durcupan gyanta (Fluka, Németorszag) megfeleld elegyében
(komponensek: *A’ 12,2g; B’ 10g; ’C’ 0,3g; D’ 0,5 g) impregnaltuk egy
¢jszakan at.

e A harmadik napon Durcupan gyanta-blokkokba agyaztuk a preparatumokat,
amely blokkokat legalabb 36 6ran at 56°C-on polimerizaltuk.

Az igy elkésziilt gyanta-blokkokbol ultramikrotommal (MT-7000 RMC, USA)
félvekony metszeteket (1-2 um) készitettiink, amelyeket targylemezre téve,
toluidinkékkel festettink meg (Sigma, Magyarorszag), ¢és DPX-xel (Fluka,
Németorszag) fedtik le. Az igy elkésziilt retina metszetekrél Nikon Eclipse 80i
mikroszkophoz kapcsolt CCD kameraval fotokat készitettiink a kés6bbi morfologiai
vizsgalatokhoz, ill. az elkésziilt képeken méréseket végeztiink késdbbi morfometriai
analizis céljabol. A kovetkezd paramétereket vizsgaltuk SPOT Basic program (Spot
Basic 4.04) alkalmazésaval: a kiilsé és a belsd¢ hatarmembran tavolsaga (OLM-ILM,
mely ugyan nem a retina teljes vastagsagat reprezentalta, de azzal aranyos), a kiilsé
magvas réteg (ONL), a kiils6 rostos réteg (OPL), a belsé magvas réteg (INL), a bels6
rostos réteg (IPL) vastagsaga, valamint a ganglionsejtek rétegében (GCL) levd sejtek

szama 100 um retinahosszra nézve, és a sejtszam az INL-ben 500 pmz-en.

IIL.6. Elektroretinogrdfia (ERG)

Ezen dolgozatban szerepld ERG méréseket két kiillonbozé kisérleti

Osszedllitassal végeztiik el. Kezdetben a Debreceni Egyetem Farmakologiai Intézetének
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munkatarsaival egylittmiikodve végeztiik méréseinket (1asd I11.6.1. fejezet, Varga et al.
2011). Késébb két honapos tanulméanytt keretében lehetdségem nyilt a Nyugat-
Magyarorszagi Egyetem SEK-TTK Bioldgiai Intézet - Allattani Intézeti Tanszék
Neurobiologiai Laboratoriuméaban dolgozo Dr. Kovacs Zsolt egyetemi docens mellett az
elektrofiziologiai mérések alapjainak elsajatitasara. Ezen tapasztalatok alapjan, tobb
»pilot” kisérletet kovetden megtortént a sziikséges hardver €s szoftver egységek
beszerzése, igy sajat elektrofiziologiai mérdallomast hozhattunk létre intézetiinkben

(lasd I11.6.2. fejezet, 1/7. abra).

H1/7. abra: Intézetiinkben vjonnan kialakitott elektrofiziologiai méréallomds: Faraday-
kalitka, eloerdsito, erdsito, AD konverter, PC az adatfeldolgozdshoz és rogzitéshez
sziikséges szoftverekkel.

I11.6.1. Iszkémia indukalta retinadegeneracio PACAP KO és vad
egereken

Az ERG vizsgalatokat két honappal a BCCAO ill. SHAM miitétek utdn
végeztiik el. Az allatokat mélyaltatasban vizsgaltuk, melyet ketamin (Calypsol, Richter
Gedeon, Magyarorszag) és diazepam (Seduxen, Richter Gedeon, Magyarorszag) 1:1
aranya keverékének intraperitonedlis adasaval értiink el. A szemeket helyileg

érzéstelenitettiik 0,4 m/v%-0s oxibuprokainnal (Humacain, Teva, lzrael). A pupillakat
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0,5 m/v%-os cyclopentolattal (Humapent, Teva, Izrael), és 10 m/v%-os phenylephrinnel
(Neosynephrin-HCL, Ursapharm, Németorszag) tagitottuk ki.
A vizsgélatok sordn felhelyezett elektrodok segitségével regisztraltuk a retinabol
kimend elektromos jeleket:
1. aktiv elektrod: 1%-0s methyl cellulozzal bevont eziist elektrod, a kornea
kozéppontjara keriilt;
2. referencia elektrod: eziist elektrod, a fiilcimpara rogzitettiik;

3. foldelés: acél elektrodtl, a subcutisba szurtuk az orr supero-dorsalis részén.

Egyes fehér fényingereket generdltunk stroboszkoppal, melyet a maximalis
fényintenzitasra allitottunk (1,76 log cd s/m?), és 5 cm tavolsagban helyeztiik el a
vizsgalt szemtdl. Az ERG jelet az aktiv és a referencia elektrod kozott regisztraltuk
differencial bemeneti instrumentalis erdsitovel (BioAmp, ADInstruments, Ausztralia).
Az er0sitd kimenete analog-digitalis konverterhez (ADInstruments Powerlab,
ADInstruments, Ausztralia) volt csatolva, mely késziilék a jeleket a hozza
csatlakoztatott szamitogéphez tovabbitotta. Az adatatalakitast és az analizist, valamint a
sdvszélesség ¢€s az erdsités beallitdsait ADInstruments Scope™ (ADInstruments,
Ausztralia) szoftvercsomaggal végeztilk. Tovabbi sziirést és analizist végeztiink
ADInstruments Chart™ and GraphPrism (ADInstruments, Ausztralia) programmal. Az
ADInstruments program makro funkciojat hasznaltuk az a és b hullamok

monitorizalasara.

111.6.2. Intravitrealis PACAP kezelés hatasa iszkémia indukalta

retinadegeneracio esetén

24 oraval a BCCAO operacio eldtt minden allatrdl kontroll ERG regisztratum
késziilt, majd ismételt mérést végeztink a 2. és a 14. posztoperativ napokon. Az
allatokat a mérés alatt intraperitonealisan adott 5 m/v%-os ketamin (Calypsol, Richter
Gedeon, Magyarorszag, 90 mg/ttkg) és 20 m/v%-0s xylazin (Sedaxylan, Dechra,
Hollandia, 10 mg/ttkg) keverékével altattuk (Sharp és La Regina 1998). 0,5 m/v%-0s
cyclopentolate (Humapent, Teva, Magyarorszag) szemcseppel pupillatagitast, valamint
0,4 m/v%-os oxybuprocaine szemcseppel (Humacain, Teva, Magyarorszag) helyi
érzéstelenitést végeztiink minden mérés eldtt a vizsgalt szemeken. A mérés alatt az

allatok fejét sztereotaxias keretben rogzitettiik, ezzel kiiszoboltik ki a 1égzésbol ill.
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egyéb nem kivant mozgasokbol addédd durva mitermékek keletkezését. A
regisztralashoz felhaszndlt elektroddk helyzete, ill. pozicidja minden esetben a
kovetkez6 volt (Zhang et al. 2013):
1. aktiv elektréd: rozsdamentes acél sepriielektréda, a kornea kozéppontjadhoz
érintettiik, majd rogzitettiik ebben a pozicidban,;
2. referencia elektrod: rozsdamentes acél tlelektroda, az orrhat bore ala szurtuk,
kozel a medialis szemzughoz;

3. foldelés: rozsdamentes acél tiielektroda, a farokto teriiletén, a subcutisba szartuk.

Az aktiv és a referencia elektrodak kozott regisztralt jeleket differencial elvii
erésitével amplifikaltuk (100-szoros elderdsités, 2000-szeres teljes amplifikacio,
0,16HZ- 500HZ-es sziirés, Bioamp SbhA4-V6, Supertech Kft., Magyarorszag), majd
analog-digitalis atalakito segitségével (Ratsoft, Solar Electronic Kft.,, Magyarorszag)
regisztraltuk. A kivaltott fényvalaszt kozvetleniil az allatok szeme elé helyezett LED
fényforrasok periodikus felvillanasaval (5.0 cd/m2 fényerd, 0,25 Hz frekvencidju, 1ms
latenciaji stimulusok, 503 nm-es z6ld LED fény) hoztuk létre; a stimulusokat az
analog-digitalis atalakitoba integralt jelgenerator biztositotta.

Minden mérés soran 150 fényvalaszt regisztraltunk mindkét csatornan (jobb ¢és
bal szem) egy idOben, majd ezeket az analog-digitalis atalakitdé szoftverének
segitségével, a stimulusok alapjan kapuzva atlagoltuk. Az atlagértékek alapjan képzett
gorbét Origin Pro 8 szoftverrel &brdzoltuk, majd ugyanezen program segitségével
végeztiik a standard ERG értékeléshez sziikséges méréseket a gorbéken (amplittido,
latencia).

Az éllatokat minden mérés eldtt legalabb 8 oran keresztiil teljesen lesotétitett
helyiségben tartottuk. Mind az 4llatok elaltatdsadt, mind mozgatasat ill. sztereotaxias
rogzitését tompa vorés LED fényben végeztik (632 nm; Zhang et al. 2013), mely
hullamhossz kiviil esik a patkdnyok altal érzékelt spektrumon.

Szamos  kalibraciés mérést végeztink ezen Ujonnan  Osszedllitott
mérdallomasunkkal. Vizsgaltuk a fényvalasz idébeli valtozasat a stimulacio
megkezdésétol (1. perc) a 24. percig (111./8. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a kisérleti
Osszeallitasnak megfeleld fényadaptacio az elsé 8 percben lezajlik, ezt kovetden a 8.-24.
percig a gorbe alakja nem valtozik (II1./8. &bra citromsarga grafikon). Ezen
megfigyelésiinket felhasznalva méréseink sordn a regisztratumok koziil minden esetben

csak a 8. perc utan késziilteket hasznaltuk fel kiértékeléshez.
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I11/8. abra: Reprezentativ ERG regisztratumok egyetlen patkany jobb szemérdl. 4
percenként végeztiink mérest teljes sotétadaptaciot kévetden a fénystimulusok
indulasatdl (1. perc) a 24. percig.

Vizsgaltuk tovabba méréseink reprodukalhatdsagat is. Kontrollallatokon végzett
méréseinket 3 honapon keresztiil havonta megismételve azt talaltuk, hogy eredményeink
nagy pontossaggal reprodukalhatdak, érdemi mérési eltérést nem észleltiink. Kiilondsen
jol szemlélteti ezt az a regisztratumsorozat, melyet egy olyan allatrol készitettiink,
melynek a jobb és bal szeme koOzott szerzetten, kiils6 beavatkozas nélkiil jelentOs

fényvalasz kiilonbség volt mérhetd (I11./9. abra).
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I11./9. abra: Reprezentativ ERG regisztratumok ugyanazon patkany jobb és bal
szemérdl. A b hullam amplitudo kiilonbsége a két szem kézott nem beavatkozas
eredménye, feltehetbleg szerzett rendelenesség. Havonta végeztiink ellendrzé méréseket
3 honapon keresztiil.

Kontrollméréseink soran jelentds kiilonbséget talaltunk az egyes patkany csaladok
kozott, éppuigy mint a csaladon beliil az egyes allatok kozott. A 1I1./10. abran jol lathato,
hogy egyazon tenyészetbdl szarmazd patkanycsaladok esetében akar kétszeres
kiilonbség is lehet a b hullam amplitadojat vizsgalva, melyet az allatok kora csak
részben magyaraz. Ugyanolyan koru, tehiat megkdzelitbleg azonos stlyu allatok
esetében (II1./10. abra/ 2013.53-as ill. 2013.58-as csalad) is komoly differencia volt
mérhetd. Egy csaladon beliill, az egyes allatok kozott szintén nagy kiilonbségeket
figyeltiink meg (I11./10. abra/ 2013.53-as ill. 2013.62-es csaladok). Ezen méréseink
alapjan minden vizsgéalatunkban, minden kisérleti csoportban a kezelést ugyanazon
allaton végzett kontrollvizsgélat el6zott meg, minden valtozast ugyanazon szem intakt
fényvalaszdhoz viszonyitottuk, mellyel kikiiszoboltiik a fent emlitett nagyfoku
variabilitast az allatok kozott.

Szamos alkalommal vizsgaltuk a méréseinket esetlegesen befolydsold technikai
tényezOket. Sem a kornedlis elektroda kisfoktl elmozdulasa, sem a LED fényforras és a
bulbus tavolsdganak enyhe novelése, sem a tlielektroddk beszlirasi mélysége nem

befolyasolta érdemben méréseink eredményét megfigyeléseink alapjan.
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111/10. dbra: Reprezentativ ERG regisztratumok kiilonbozé koru patkany csaladokbol
szarmazo dllatok jobb szemérol.

111.7. Statisztikai analizis

Morfometriai vizsgalatok

A metszetekrdl késziilt fotokon mért paraméterek kozti kiilonbségek szignifikancidjanak

meghatarozasahoz statisztikai elemzéseket végeztiink SPSS és Microsoft Excel szoftver

segitségével. Az egyutas ANOVA tesztet Tukey’B post hoc analizis kovette.

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

Elektroretinografia

- Iszkémia indukalta retinadegeneracio PACAP KO ¢és vad egereken:

Az adathalmazok Osszehasonlitdsdra Kruskal Wallis tesztet hasznaltunk Dunn-féle post

hoc analizissel. Szignifikancia szintként a p<0,001 értéket hasznaltuk. A statisztikai

analizist Graphpad Prism 5.01 programmal végeztiik.

- Intravitrealis PACAP kezelés hatasa iszkémia indukalta retinadegeneracio esetén:

A mért adatokat kétutas ANOVA teszttel analizaltuk, ezt kovetéen Bonferroni post hoc

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

hasznaltunk.
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IV. EREDMENYEK

1V. 1. Morfologia és morfometria

IV.1.1. Inhalacios anesztetikus prekondicionalas hatasa iszkémia
indukalta retinadegeneracioban

Morfologia

Fénymikroszkoppal morfoldgiai kiilonbség nem volt lathaté az izoflurdn, és
szevofluran prekondiciondlt, ill. a nem prekondicionalt SHAM allatok retindja kozott
(IV/1. abra.). Az abszolit kontroll ill. az aloperalt allatok kozott korabbi
eredményeinkkel 0sszhangban, sem morfologiai, sem morfometriai kiilonbség nem volt

kimutathatd, ezért ezen csoportok reprezentativ képei nem keriiltek bemutatasra (Atlasz

et al. 2007a).

IPL IPL IPL

- ' ]
Ap T » et B L -.C'_“‘ o

IV/1. dabra: Reprezentativ metszetek SHAM dllatok retindajarol.
A - prekondicionalas nélkiil
B - Izoflurdn prekondicionaldst kévetoen
C - Szevofluran prekondiciondlast kovetden

A SHAM operalt csoporttal 6sszehasonlitva a BCCAO-n atesett allatok retindja
sulyos fokban degeneralddott, mely degeneracié valamennyi retinalis réteget €rintette, a

retina teljes vastagsaga nagymértékben csokkent két héttel a ligaciot kdvetden. A sejtes
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rétegekben nagy teriileten sejthidnyok, degeneralodd, denz, piknotikus magok voltak
megfigyelhetéek; a GCL-ben a sejtszam nagymértékben csokkent (IV/2. abra/A).

Az intakt retindhoz hasonld, joval megdrzottebb szdvettani kép volt 1athatdo mind
az izofluran, mind a szevofluran prekondicionalt csoportok esetében BCCAO-t
kovetéen (IV/2. éabra/B és C). Az izofluran csoporttal Oszehasonlitva joval
szembetlindbb volt a prekondicionalas protektiv hatdsa a szevofluran esetében: az INL
¢s ONL rétegek nem mosodtak egymasba, az ONL-ben a sejtoszlopok elkiilonithetdk

maradtak.

IV/2. abra: Reprezentativ metszetek BCCAO-t kévetden.
A - prekondicionadlas nem tortént
B - Izofluran prekondiciondlast kévetéen
C - Szevofluran prekondicionaldst kovetoen

Morfometria
Seijtszam a GCL-ben

(IV/3. é&bra) A prekondiciondlt ill. a nem prekondiciondlt csoport kozott
kiilonbség nem volt tapasztalhato a SHAM csoportokban. Morfometriai vizsgalattal a
BCCAO okozta degeneracio szignifikans mértékli volt a nem prekondicionalt SHAM
allathoz viszonyitva mind az izofluran, mind a szevofluran csoportban. Szignifikansnak

bizonyult mind az izofluran, mind a szevofluran protektiv hatasa.
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IV/3. dbra: Atlagos sejtszam a GCL-ben (db/100um).
A - Izofluran csoport
B - Szevofluran csoport
* p<0,05 nem prekondicionalt SHAM csoporthoz viszonyitva, # p<0,05 nem
prekondicionalt BCCAO csoporthoz viszonyitva

Teljes retinavastagsag ill. az egves retinalis rétegek vastagsdga kiilon-kiilon

Az izofluran csoport estében (a vékony OPL kivételével) minden vizsgalt
rétegben ¢€s a teljes retinavastagsag esetében is szignifikdns volt a BCCAO okozta
degeneracio. A prekondicionalds protektiv hatdsa csak a teljes vastagsag, ill. az ONL
esetében érte el a szignifikans szintet (I\V/4. abra/A).

A szevofluran csoportban minden vizsgalt rétegben (az ONL kivételével) és a
teljes retinavastagsag esetében szignifikans volt a BCCAO okozta karosodas mértéke.
Minden vizsgalt paraméter esetében szignifikans mértékli volt a prekondicionalas

protektiv hatasa (IV/4. dbra/B).
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IV/4. abra: Retina teljes vastagsaga ill. az eQyes retinalis rétegek vastagsaga kiilon-
kiilon (um).
A - Izofluran csoport
B - Szevofluran csoport
* p<0,05 nem prekondicionalt SHAM csoporthoz viszonyitva, # p<0,05 nem
prekondicionalt BCCAO csoporthoz viszonyitva

Osszehasonlitva a két kiilonbzé prekondiciondlé dgens protektiv hatasat (IV/5.
abra), az izofluranhoz viszonyitva a szevofluran szignifikans mértékben protektivebb

volt a teljes retinavastagsag, ill. az INL és IPL tekintetében is.
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IV/5. @abra: Izofluran ill. szevoflurdn prekondiciondlas protektiv hatasanak

kiilon.
* p<0,05 az izofluran csoporthoz viszonyitva
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IV.1.2. Iszkémia indukalta retinadegeneracio PACAP KO és vad

egereken

Morfologia

Morfologiai vizsgalatokkal a szolvenssel kezelt SHAM vad tipusua allatok
retingja (IV/6. abra/A) és a szolvenssel kezelt SHAM homozigota PACAP KO egerek
retinaja (I\V/6. abra/B) kozott nem volt kimutathato kiilonbség. A KO allatok retindjat
vizsgalva elmondhat6, hogy a vad tipussal 6sszehasonlitva sem annak teljes vastagsaga,
sem az egyes rétegek vastagsaga nem tért el a vad tipus retinajatél. Nem voltak
lathatoak sejtpusztulas, vagy szoveti degeneracio jelei, a szoveti struktura hasonlé volt,

Sem a vad, sem a KO csoport esetében nem volt kimutathato kiilonbség a
PACAP kezelt ill. a szolvenssel kezelt SHAM allatok kozott. Ezen eredmények
egyeztek korabbi megfigyeléseinkkel, melyek szerint az intravitrealisan beadott
PACAP-nak az intakt retinara nincs hatasa (Atlasz et al. 2007a).

10 perc BCCAO kezelés hatiasara a vad tipust allatok retinaja sulyosan
karosodott (I\V/6. abra/C). A teljes vastagsag jol lathatéoan csokkent ugyanigy, mint az
egyes rétegek vastagsaga kiilon-kiilon. Legszembetiinébb volt a csokkenés az IPL és a
GCL rétegekben. Kismértékben az ONL ¢és az INL rétegek vastagsaga is csokkent, de
sokkal latvanyosabb volt ezen rétegek szovettani struktirajanak fellazulasa, a magok
szamanak csokkenése, a sejt- €s szovethézagok, valamint a piknotikus sejtek jelenléte.

A homozigdta PACAP KO 4llatok retingja 10 perc BCCAO utan hasonlé képet
mutatott (IV/6. abra/D), mint a vad tipusé, am a degeneracié mértéke sokkal sulyosabb
volt. A vad tipusnal mar ismertetett szamos szoveti- és sejtdegeneraciot jelzd
elvaltozason feliil szembetlind volt az OPL eltinése, valamint az IPL-ben megjelend
szamos, Ipm atmérdji denz folt, melyek egyenletes eloszlasa a bipolaris
sejtterminalisok degeneralodésara utalhat.

Tiz perc BCCAO-t kovetden adott intravitrealis PACAP kezelés mind a vad
tipus (IV/6. abra/E), mind a homozigota PACAP KO allat esetében (IV/6. abra/F)
csOkkentette a degeneracido mértékét. A protektiv hatds megkdzelitleg azonos mértéki
volt a két csoport esetében. Minddssze a teljes vastagsag tekintetében lattunk enyhe
kiilonbséget, mely minimalis kiilonbség feltételezhetéen az IPL  kisebb
megtartottsdganak tudhatdo be. A protektiv hatas jeleként nagymértékben megorzott

szoveti strukturat talaltunk az ONL-ben (a magoszlopok nagyrészt megtartottak voltak),
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az INL-ben, és a GCL-ben is. Szovethézagok, piknotikus sejtek csak kis szamban voltak

jelen.

Homozigota KO

SHAM

wo% 5
s L |
L™ “r“m...c‘él .. | g ; ‘GZL

.—'»-5':"1‘ i' oy kAT )
o WL
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=

IPL

BCCAO+PACAP

1V/6. abra: Reprezentativ fénymikroszkopos felvételek.
A - SHAM vad tipusu allat retindaja
B - SHAM homozigota PACAP KO dllat retindja
C - vad tipusu dllat retindja 10 perc BCCAO-t kovetoen
D - homozigota PACAP KO dllat retindja 10 perc BCCAO-t kovetien
E - vad tipusu dllat retindaja 10 perc BCCAO+ PACAP kezelést kévetoen
F - homozigota PACAP KO dllat retindja 10 perc BCCAO+ PACAP kezelést kovetoen
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Morfometria

Teljes retinavastagsag
A vad SHAM ¢és a homozigota PACAP KO SHAM allatok retinaja k6zott nem

talaltunk kiilonbséget. Az aloperalt allatok retinajadhoz viszonyitva mind a vad, mind a
KO allatok retingja szignifikdnsan degeneralddott 10 perc BCCAO hatasara, de a KO
allatok retindjanak vastagsaga szignifikansan nagyobb mértékben csdkkent, mint a vad
tipusé. A PACAP kezelés a KO allatok esetében szignifikdnsan csokkentette a
degeneraciot. (IV/7. abra)
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IV/7. abra: Teljes retinavastagsag (um).
*p<0,07 és ** p<0,001 vad tipushoz viszonyitva, ## p<0,001 homozigéta PACAP
KO+ BCCAO (10 min) csoporthoz viszonyitva

Eqgyes retinalis rétegek vastagsaga

Szignifikans mértékben degeneralodott az ONL a KO allatok esetében BCCAO

hatasara, valamint a PACAP kezelés is szignifikdns mértékben bizonyult protektivnek
ebben a csoportban. (IV/8. abra)

Az OPL vastagsagat vizsgalva elmondhat6, hogy BCCAO hatésara szignifikans
sejtpusztulas volt észlelhetd mindkét csoportban, azonban az exogén PACAP adédsnak

nem volt statisztikailag igazolhato pozitiv hatasa. (IV/8. abra)
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Az INL-ben detektalt valtozasok bizonyultak a 10 perc BCCAO altal 1étrehozott
karosodas legjobb indikatoranak. BCCAO hatasara szignifikdns sejtpusztulas volt
megfigyelheté a vad csoportban. Nagymértékili, szignifikdns degeneracido volt
detektalhaté a KO allatokban is BCCAO hatasara, ennek mértéke a BCCAO-n atesett
vad csoporttal 6sszehasonlitva szignifikdnsan nagyobb volt. PACAP kezelést kdvetden
a KO csoportban szignifikans protektiv hatast mértiink. (IV/8. dbra)

Az IPL réteget vizsgalva szignifikdns kiilonbség volt kimutathaté az aloperalt
vad és az aloperalt homozigdta KO allatok retindja kozott. BCCAO hatasara mind a
vad, mind a KO csoportokban szignifikdns degeneraciot észleltiink, ennek mértéke
pedig szignifikdnsan nagyobb volt a KO csoportban. Az exogén PACAP kezelés a vad
csoportra nem gyakorolt kimutathat6 hatast, a KO allatok esetében azonban a protekciod
szignifikans volt. (IV/8. abra)
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OVad tipus (SHAM) OHomozigéta PACAP KO (SHAM)
B Vad tipus BCCAO(10min) B Homozigéta PACAP KO BCCAO(10min)

@ Vad tipus BCCAO(10min)+ PACAP 8 Homozigéta PACAP KO BCCAO(10min)+ PACAP

IV/8. d@bra: Retina teljes vastagsaga ill. az egyes rétegek
vastagsaga kiilon-kiilon (um).
*p<0,0les ** p<0,001 vad tipushoz viszonyitva; # p<0,0les ## p<0,001 homozigota
PACAP KO+ BCCAO (10min) csoporthoz viszonyitva

Sejtszam valtozasa a GCL-ben

Nem mutatkozott kiilonbség a két aloperalt csoport kozott ezen paraméter

tekintetében. A vad SHAM csoportot véve viszonyitasi alapnak mind a vad, mind a
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homozigéta PACAP KO allatok esetében szignifikdnsnak bizonyult a BCCAO hata,
éppugy, mint a PACAP kezelésé. A BCCAO-n atesett KO allatok esetében a sejtszdm
csokkenés szignifikansan nagyobb volt, mint a vad tipus esetében. A PACAP kezelés

protektiv hatasa a KO csoportban bizonyult szignifikansnak. (IV/9. ébra)
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IV/9. abra: A GCL-ben levd sejtek szama 100 um retinahosszra nézve.
** p<0,001 vad tipushoz viszonyitva, ## p<0,001 homozigéta PACAP KO+ BCCAO
(10min) csoporthoz viszonyitva

Sejtszdm az INL-ben

A keét aloperalt, kontrollcsoport kozott nem talaltunk kiillonbséget. A BCCAO
okozta degeneraci6 mindkét csoportban szignifikdns mértékii volt. A PACAP kezelés

protektiv hatasa ezen paraméter esetében nem volt kimutathatd. (IV/10. abra)
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|V/10. dbra: Sejtszdm az INL-ben 500 um®-en.

** p<0,001vad tipushoz viszonyitva

~56 ~



IV.1.3. Intravitrealis VIP kezelés protektiv hatasa iszkémia

indukalta retinadegeneracioban

Morfologia

Az aloperalt allatok esetében az intravitrealis VIP kezelés (100pm ill. 2000pm)
nem okozott morfologiai valtozast (IV/11. abra/A és B, IV/12. abra /A és B). Kronikus
iszkémia hatasara korabbi eredményeinknek megfelelon (Atlasz et al. 2007a,b, Szabadfi
et al. 2009) a retina teljes szerkezete karosodott (IV/11. abra/C, IV/12. 4bra /C). Az
BCCAO-t kovetden a degeneracidé mértéke a kezeletlen allatokéval megegyezd volt

(IV/11. ébra/D).

IPL » IPL

3 S
A 2 L@t P BCL

IV/11. abra: Reprezentativ fénymikroszkopos felvételek.
A - SHAM allat retinaja
B - SHAM dallat retindja 100pmol VIP kezelést kovetoen
C - BCCAO-n dtesett dallat retindja
D - BCCAO-n dtesett allat retindja 100pmol VIP kezelést kovetéen

1000pm-os kezelést kdvetden az intakt retindhoz nagymértékben hasonlo, a kezeletlen
iszkémias allattal 6sszehasonlitva joval megkiméltebb szovettani szerkezetet talaltunk

(IV/12. ébra /D).
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IV/12. abra: Reprezentativ fenymikroszkopos felvételek.
A - SHAM allat retindja
B - SHAM dallat retindja 1000pmol-0S VIP kezelést kévetden
C - BCCAO-n dtesett allat retindja
D - BCCAO-n dtesett allat retindja 1000pmol-os VIP kezelést kévetoen

Morfometria

A 100pm-os kezelési csoport (IV/13. abra) esetében morfometriai vizsgalataink
igazoltak a BCCAO okozta karosodast: a teljes retina vastagsag, valamennyi nuklearis
¢és plexiform réteg vastagsaga, ill. a karosodasra igen érzékeny GCL sejtek esetében is
szignifikans volt a degeneraci6 mértéke a SHAM allatokhoz viszonyitva. Egyetlen
vizsgalt paraméter esetében sem tudtunk kiilonbséget kimutatni a 100pm-0s VIP kezelt
csoport ill. a BCCAO-n atesett kezeletlen csoport kozott.

180 7 OSHAM O SHAMHVIP 100pmol M BCCAO BBCCAO+VIP 100pmol db/100pm
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20 - * % 11

; ‘ B . . 77/
OLM-ILM ONL OPL INL PL SHAM SHAM+VIP BCCAO BCCAO+VIP

A B 100pmol 100pmol

IV/13. abra: 100pmol-os kezelési csoport.
A - Teljes retinavastagsag ill. az egyes rétegek vastagsaga kiilon-kiilon (um)
B - GCL-ben leva sejtek szama (db/100 um)
* p<0,001 SHAM allathoz viszonyitva; ** p<0,001 BCCAO-n dtesett allatcsoporthoz
viszonyitva
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Az 1000pm-os kezelési csoportban (IV/14. abra) szintén valamennyi vizsgalt
paraméter esetében szignifikdins BCCAO hatast talaltunk. Szignifikans protektiv hatast
tudtunk igazolni a teljes retinavastagsag, a kiils6 és bels6 nuklearis réteg, a belsd

plexiform réteg, ill. a GCL sejtszam esetében.

O SHAM O SHAMHVIP 1000pmol MBCCAO BBCCAO+VIP 1000pmol
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IV/14. abra: 1000pmol-os kezelési csoport.

A - Teljes retinavastagsag ill. az egyes rétegek vastagsaga kiilon-kiilon (um)
B - GCL-ben levé sejtek szama (db/100 um)
* p<0,001 vad tipushoz viszonyitva

Korabbi eredményeinkre alapozva (Atlasz et al. 2007a, 2010a, b, Szabadfi et al.
2010), osszehasonlitottuk a VIP kezelés és a PACAP kezelés effektivitasat (I\V/15.
abra). A PACAP kezelés mar 100pm-os koncentracioban is az 1000pm-os VIP
kezeléssel megegyezd protektiv hatast fejtett ki; az egyes retinalis rétegeket kiilon-kiilon
vizsgalva a két szer hatasa kozott nem volt statisztikailag kimutathaté kiilonbség (1V/15.
dbra/B). Osszehasonlitva a két kezelés neuroprotektiv hatasat a GCL sejtjein,
szignifikdnsan nagyobbnak taldltuk a 100pm-os PACAP protektiv hatasat (IV/15.
abra/B).
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IV/15. abra: 1000pmol-os VIP ill. 100pm-0s PACAP kezelés dsszehasonlitasa.
A - Teljes retinavastagsag ill. az egyes rétegek vastagsaga kiilon-kiilon (um)
B - GCL-ben leva sejtek szama (db/100 um)
* p<0,001 vad tipushoz viszonyitva, # p<0,001 BCCAO-n dtesett kezeletlen csoporthoz
viszonyitva
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IV.2. Elektroretinogrdfia

1V.2.1. Iszkémia indukalta retinadegeneracié6 PACAP KO és vad
egereken

A vad tipust SHAM ill. a KO SHAM csoport kdzott nem taldltunk kimutathatod
kiilonbséget, ezért az abrakon a két csoportot 6sszevonva kontrollcsoportként tiintettiik
fel.

Az ERG regisztratumokon (1V/16. abra) a BCCAO okozta b hullam amplitado
csokkenés a PACAP KO csoport esetében kifejezettebb volt, mint a vad tipusa
csoportban. Az intravitrealisan injektalt exogén PACAP csokkentette a b hullam

amplitadoé csokkenés mértékét a PACAP KO csoportban.

uVv

200

100

150 /A === Kontroll (Vad SHAM, KO SHAM)
A === Vad tipus+ BCCAO
50

== PACAP KO+ BCCAO
D -3
5 == PACAP KO+ BCCAO +PACAP

X

-100
ms

1V/16. abra: Reprezentativ elektroretinogrdfias regisztratumok.

Az ERG regisztratumok morfometriai analizise soran (IV/17. abra) az a és b
hullamok amplitaddjat hasonlitottuk 6ssze a kiilonbozd kisérleti csoportokban.
Szignifikansnak bizonyult mind a BCCAO, mind a PACAP kezelés hatasa az a és b
hullamok esetében. A kezeletlen, BCCAO-n atesett KO allathoz viszonyitva a vad tipus
b hullama szignifikansan nagyobb volt a BCCAO-t kovetden. Az a hullam eltérése nem
bizonyult szignifikansnak. Szignifikansnak talaltuk mind az a, mind a b hullam

valtozasanak mértékét exogén PACAP hatasara.
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1V/17. abra: Az a és b hullamok amplitudojanak morfometriai kiértékelése.
* p<0,001 a kontrollecsoporthoz viszonyitva; # p<0,001 a PACAP KO+ BCCAO
csoporthoz viszonyitva

1VV.2.2. Intravitrealis PACAP Kkezelés hatasa iszkémia indukalta

retinadegeneracio esetén

Az ERG regisztratumokon morfologiai kiilonbség nem volt megfigyelhetd az
intravitrealisan PACAP-pal kezelt kontrollcsoport (IV/18. abra/B), ill. a szolvenssel
kezelt kontrollallatok (I\V/18. abra/ A) kozott. BCCAO hatasara a 2. posztoperativ
napon mind a két csoportban markans b hullam depresszio, a hullam novekedés,
oszcillatoros potencidl mezd kiszélesedés volt tapasztalhatd; ezen hatdsok azonban a
kezelt csoportban kisebb mértékiiek voltak. A 14. posztoperativ napon késziilt
regisztratumokon a szolvenssel injektalt csoportban a korabbi degenerativ jelek
fokozodasa volt megfigyelhetd; ezzel ellentétben a PACAP kezelt csoportban a 2.

naphoz viszonyitva a degeneracié mértéke joval kisebb volt a 14. napon.
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1V/18. abra: Reprezentativ ERG regisztratumok.
A - BCCAO-n datesett csoport
B - BCCAO-n majd intravitrealis PACAP kezelésen atesett csoport

Az ERG regisztratumok morfometriai vizsgalata soran az egyes hullamokat
kiilon-kiilon  vizsgalva (IV/19. abra/A) szignifikdns amplitdiddé csokkenés volt
kimutathat6 BCCAO hatasara a kontrollcsoporthoz viszonyitva a b hullam esetében, ill.
szignifikansan nagyobb amplitudo volt mérhet6 PACAP kezelés esetén. Az a hullamot
vizsgalva csak a BCCAO-n atesett allatok estében volt detektalhaté szignifikans
valtozas. A ¢ hullam amplitaddja egyik csoportban sem mutatott valtozast.

A b hullamok amplitudojat vizsgalva a 2. ill. a 14. posztoperativ napon (1\V/19.
abra/B) elmondhat6, hogy mindkét idépontban szignifikans mértékii volt a BCCAO
okozta csokkenés. A PACAP kezelt csoportban a protektiv hatds mar a 2. napon
¢észlelhetd volt, azonban szignifikans mértéki hatast csak a 14. napon tudtunk kimutatni.

A b/a hullamok amplitidohanyadosat vizsgalva (I\V/19. abra/C) nem tudtunk

szignifikans kiilonbséget kimutatni a kisérleti csoportok kozott.
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IV/19. abra: ERG regisztratumok osszehasonlito hullammorfometriai analizise.
A -a, b, c hullamok amplitudoja (mV)
B - b hullamok amplitudoja a 2. és a 14. posztoperativ napon (mV)
C - b/a hullam amplitudohanyados

A: **p<0,01; ***p<0,001 kontrollcsoporthoz viszonyitva, #p<0,05 BCCAO-n dtesett
csoporthoz viszonyitva;, B: *p<0,05; **p<0,01 kontrollcsoporthoz viszonyitva, C:

*p<0,05 kontrollcsoporthoz viszonyitva, #p<0,05 BCCAO-n dtesett csoporthoz

viszonyitva
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1V/20. abra: ERG regisztratumok osszehasonlito hullammorfometriai analizise.
A - b/a hullam id6 latencia hanyados
***p<0,001 a kontrollcsoporthoz viszonyitva
B - Oszcillatoros potencial mezo szélesség (ms)
*p<0,05 a kontrollcsoporthoz viszonyitva; #p<0,05 a BCCAO-n dtesett csoporthoz
viszonyitva

A b/a hullamok id6 latencia hanyadosat vizsgalva (IV/20. abra/A) a BCCAO
okozta degeneracié mértéke szignifikansnak bizonyult a kontrollcsoporthoz viszonyitva,
a PACAP kezelt csoport esetében nem tudtunk eltérést kimutatni.

Az oszcillatoros potencial mez6 szélessége (IV/20. abra/B) szignifikans
mértékben csokkent BCCAO hatédsara, ez a hatds pedig szignifikans mértékben volt
kisebb a PACAP kezelt csoport esetében.

Korabbi eredményeinkkel Osszhangban (Atlasz et al. 2007a, 2010a,b)
hisztomorfologiai ill. hisztomorfometriai vizsgalataink igazoltdk az intravitredlis
PACAP kezelés protektiv hatasat (IV/21. abra) a korabban elektrofiziologiai méréseken

atesett allatok esetében is.
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IV/21. abra: Reprezentativ fenymikroszkopos felvételek.
A - Kontrolldllat retindgja
B - BCCAO-n dtesett allat retindja
C - BCCAO+PACAP kezelésen atesett dllat retindja
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V. DISZKUSSZIO

V.1. Inhalacios anesztetikus prekondiciondlas hatasa iszkémia

indukalta retinadegeneracioban

A nagyszamu in vitro és in vivo allatkisérlet mellett (Chen et al. 2015, Balzan et
al. 2014) emberi vizsgalatok is igazoltak az inhalacios anesztetikumok szivre (Steurer et
al. 2012), majra (Beck-Schimmer et al. 2012), vesére (Cai et al. 2014) és kozponti
idegrendszerre (Bellgardt et al. 2016) kifejtett prekondicionalé hatasat. Kiemelend6ek
ezek kozil azon kozlemények, melyekben a szevoflurdn, izofluran, halotén
prekondicionald hatasarél szamoltak be cerebralis iszkémia esetén (Codaccioni et al.
2009, Adamcyk et al. 2010, Wang et al. 2010a,b, Zhu et al. 2010). Bar tobb
prekondicionald agenst is sikerrel vizsgaltak retinopatias modelleken [csokkent kalcium
szint (Brandt et al. 2011), szén-monoxid inhalacié (Biermann et al. 2010), hiperbarikus
oxigén (Wang et al. 2010a), deferroxamin (Zhu et al. 2008)], az anesztetikus
prekondicionalas retinalis hatdsair6l korabbi kozlemény nem szo6lt. Munkacsoportunk
szdmos mas neuroprotektiv szer vizsgalatdban kordbban mar eredménnyel hasznalt
(Atlasz et al. 2007a, 2010a,b, Mester et al. 2009, Szabadfi et al. 2010), standardizalt
modellen bizonyitotta mind az izofluran, mind a szevofluran prekondicionald hatasat
morfometriai modszerrel; utobbirdl elséként kozolt adatokat. A két szert
Osszehasonlitva, a szevofluran protektiv hatasa szignifikansan nagyobb volt az izofluran
hatasanal.

A posztoperativ latasvesztés ritka, de sulyos potencialis szovédménye a
szemsebészeti ill. mas sebészeti miitéteknek egyarant. A nem szemészeti miitétek koziil
leggyakrabban azon betegeket érinti, akik gerinc- vagy Szivmiitéten estek at; utobbi
prevalencidja 0,08%. Az esetek dontd tobbségében a latdsvesztésért iszkémias
karosodas felelés (Roth 2009, Shen et al. 2009).

Annak ellenére, hogy a szevofluran prekondicionalds neuroprotektiv hatasat
szamos esetben bizonyitottak, a pontos hatasmechanizmus nem ismert. Feltehetdleg
igen komplex, szamos sejtélettani rendszert magéban foglaldo folyamatr6l van szo,
melynek egyes elemeit ma mar magyarazni tudjuk. Bizonyitott, hogy a Szevofluran
prekondicionalas hatasara ROS mediatorokon keresztiil az antioxidans enzimek up-

regulalédnak (Yang et al. 2011). Anti-inflammatoérikus mechanizmusra szintén szamos
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eredmény utal: a szevofluran prekondicionalt allatokban az inflammatorikus citokin,
NF-kappaB ¢és p38 MAPK expresszio csokken (Wang et al. 2011). Mas protein kinazok,
pl. extracellularis szignal altal szabalyozott protein kindzok (ERK1/2) szerepe is
bizonyitott (Wang et al. 2010b). Mind a pre-, mind a posztkondicionaldé hatas
kialakulasahoz nélkiilozhetetlen az ATP érzékeny K* csatornak szerepe is (Adamcyk et
al. 2010). Az inhalacids anesztetikumok sejtmembrant hiperpolarizalo hatasa szintén
fontos tényezének bizonyult. Mivel ez a mechanizmus a szevofluran esetében sokkal
er6sebb, mint az izoflurdn esetében, ezért ez részben magyarazhatja a két szer
prekondicionald hatasa kozti kiilonbséget (Wang et al. 2006). Szamos antiapoptotikus
utvonal aktivacidjat is kimutattak szevofluran expoziciot kovetden (Codaccioni et al.
2009). A prekondicionalds retinoprotektiv hatdsanak pontos mecChanizmusarol
nincsenek adatok, azonban azt feltételezve, hogy mind a cerebralis, mind a retinalis
iszkémias degeneracié mecChanizmusa hasonld, az eddigi eredmények a neuroprotektiv
effektus hatterében felhasznalhatéak a retinoprotektiv mechanizmusok magyarazatara

is.

V.2. Iszkémia indukdlta retinadegenerdcio PACAP KO és vad
egereken

A latasvesztés egyik legfébb oka a retina iszkémias karosodasa, szamos betegség
hatterében (iszkémids optikus neuropétia, retinopatia arterialis elzarodast kovetden,
vénds trombozis, diabéteszes retinopatia, csecsemdkori retinopatia, Oregségi
makulopatia, glaukoma) ez a mechanizmus all (Bek 2009, Feigl 2009, Lelong et al.
2007, Shazly és Latina 2009, Zheng et al. 2007). Szamos kiilonboz6 allatmodellt
hasznaltak  eredményesen az  iszkémids retinakarosodas — mechanizmusanak
megértéséhez, ill. a protektiv kolcsonhatasok feltérképezéséhez (Dimitriu et al. 2008,
Moren et al. 2009, Osborne et al. 2004, Vidal-Sanz et al. 2000).

A PACAP neurotrofikus és neuroprotektiv hatasa igen sok kiilonb6z6 modell
esetében bizonyitast nyert (Reglddi et al. 2011, Somogyvari-Vigh és Reglddi 2004,
Shioda et al. 2006, Vaudry et al. 2009, Waschek 2002). Kiemelendd, hogy igazoltak
protektiv hatasat fokalis és globalis agyi iszkémia esetén is (Reglédi et al. 2002, Dejda
et al. 2011, Ohtaki et al. 2004, 2008, Shioda et al. 1998, Uchida et al. 1996).

Munkacsoportunk ezen eredményekre alapozva korabbi kisérleteivel bizonyitotta az
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intravitredlis PACAP kezelés protektiv hatdsitt BCCAO indukalta kronikus
hipoperfiizidos retinadegeneraciés modellben (Atlasz et al. 2007a, 2010a,b). A
regeneracids folyamatokban jatszott jelentds szerepe feltehetdleg erds embrionalis
neuronalis differenciacioés hatdsaval magyarazhaté (Waschek 2002). Ezen feltételezést
alatdmasztjadk azon kozlemények, melyek neuronalis sériilést kovetden aktivalodod
endogén PACAP expressziorol ill. PACAP KO éllatokon neurondlis karosodas esetén
csokkent toleranciardl szamoltak be (Armstrong et al. 2008, Larsen et al. 1997, Vaudry
et al. 2005, Zhang et al. 1996). Az endogén PACAP védo hatasa iszkémias karosodas
esetén is kifejezett: PACAP KO egerekben cerebralis iszkémia modellben Kiterjedtebb
infarktusos tertiletet figyeltek meg (Chen et al. 2006, Ohtaki et al. 2006). Alapozva ezen
eredményekre, jelen kisérletiinkben bizonyitottuk a PACAP KO egerek megndvekedett
érzékenységét BCCAO indukalta tranziens iszkémia-reperfiizids retinadegeneracios
modellben. Mind a f6bb hisztomorfologiai paraméterek, mind az ERG vizsgalatok
szignifikdnsan nagyobb karosodast mutattak a KO éllatok esetében. A vad és KO
allatok kozott az intakt retinat vizsgalva nem talaltunk kimutathato kiilonbséget. A
degenerativ hatas kisérletiinkben mind morfologiai, mind funkcionalis eredmények
alapjan szignifikdnsan csokkenthetd volt exogén PACAP intravitredlis adésaval.
Korabban szamos kiilonb6zé modellen bizonyitast nyert az exogén PACAP protektiv
szerepe: excitotoxikus karosodas (Endo et al. 2011, Racz et al. 2006¢, 2007, Seki et al.
2006, Tamas et al. 2004, Varga et al. 2011), nervus opticus atvagas (Seki et al. 2008),
anisomycin indukalta laesio (Silveira et al. 2002), UV fény indukalta degeneracio
(Atlasz et al. 2011), Kkorasziilottek ideghartya karosodasa (Kvarik et al. 2016). Az
endogén PACAP gatlasa intravitrealisan adott antagonista hatast PACAP6-38-cal
stlyosbitotta a glutamat okozta excitotoxikus hatast (Atlasz et al. 2009) és aktivalta a
proapoptotikus szignaltranszdukcios utakat (Racz et al. 2006¢). Endogén PACAP teljes
hidnydban a KO 4llatok retindja gyorsabban oregszik, az Oregedés soran kialakulo
karosodasok mértéke nagyobb (Kovacs-Valasek et al. 2017). Az endogén PACAP
részleges hidnya is kimutathaté kéarosodast okoz: heterozigota KO éllatokat vizsgalva
NMDA toxicitas modellben a retinalis ganglionsejtek pusztulasa nagyobb volt (Endo et
al. 2011). Munkacsoportunk eredményeihez hasonldan ezen kisérletek is bizonyitottak,
hogy a protektiv hatas 2 héttel az iszkémia-reperfiizios karosodas utan is kimutathato,
tehat a PACAP egy hosszu hatasu neuroprotektiv szer.

Eredményeinkkel 0Osszhangban, az idegrendszeren kivil szdmos mas

szervrendszerben is igazolodott az endogén PACAP hianyanak negativ hatasa. Renalis
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ill. intesztinalis iszkémia-reperfiizié esetén a KO allatok sebezhetdsége nagyobb volt
(Ferencz et al. 2010b, Szakaly et al. 2011, Laszl6 et al. 2015). Az endogén PACAP
antiinflammatorikus hatasanak hianyaban a KO allatok mind kolitisz, mind léguti
gyulladds modellekben sokkal sulyosabb tiineteket mutattak, a gyulladasos aktivitas
joval nagyobb volt (Nemetz et al. 2008, Elekes et al. 2011). Doxorubicin indukalta
kardiomiopatidban a KO allatok mortalitasa joval nagyobb volt, melynek hatterében a
nagyobb mértékli fibrozis és degenerativ elvaltozasok, nagyobb mennyiségii ROS

felszabadulas igazolodott (Mori et al. 2010).

V.3. Intravitredlis VIP kezelés protektiv hatdsa iszkémia

indukdlta retinadegenerdacioban

A VIP egy multifunkcionalis peptid; vazoaktiv, immunmodulal6, anti-
inflammatorikus, viselkedést befolyasold hatasai jol ismertek (Gozes et al. 2003, Dejda
et al. 2005, Pilzer és Gozes 2006). Protektiv hatasat agyi fokalis iszkémia esetén is
igazoltak (Yang et al. 2011). A vele egy peptidcsaladba tartozd, ugyanazon
receptorokhoz, de mas affinitassal kotodé PACAP iszkémias protektiv hatasa mellett
(Shioda et al. 1998, Uchida et al. 1996, Reglodi et al. 2002, Ohtaki et al. 2004, 2008,
Dejda et al. 2011) retinoprotektiv hatasa is jol ismert (Atlasz et al. 2010b). Protektivnek
bizonyult tobbek kdzott magas intraokularis nyomas indukalta hipoperfazié (Seki et al.
2011), ill. BCCAO okozta iszkémias retinadegeneracio esetében is (Atlasz et al.
2007a,b, Szabadfi et al. 2012). Ezzel ellentétben, a VIP retinoprotektiv hatasarol csak
kevés adat all rendelkezésre. Mind a PACAP (in vitro és in vivo), mind a VIP (in vitro)
igen potens protektiv hatast fejt ki glutamat indukalta excitotoxikus retinakarosodas
esetén (Shoge et al. 1998, 1999, Atlasz et al. 2009, 2010b). Fény indukalta retinopatia
esetén szintén mindkét peptid hatdsosnak bizonyult: a PACAP csokkentette az UV-fény
okozta retinadegeneracido mértékét munkacsoportunk korabbi kisérletében (Atlasz et al.
2011), mig a NAP protein (a VIP altal indukalt ADNP [activity-dependent
neuroprotective protein] aktiv, 8 aminosavas fragmense) 1ézer indukalta retinakarosodas
esetén bizonyult hatdsosnak (Belokopytov et al. 2011). A retinaban az endogén VIP-
szint csokkenés miatt feltételezik a VIP protektiv hatasat streptozotocin indukalta
diabéteszes retinopatiaban (Troger et al. 2001). A PACAP protektiv hatasat ugyanezen
modellben munkacsoportunknak sikeriilt igazolnia (Szabadfi et al. 2012).
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Mind a VIP, mind a PACAP protektiv hatasa igazolodott iszkémias/hipoxias
retindlis karosodas esetén. Permanens BCCAO, ill. IOP modellben vizsgalva a PACAP
véd6 hatasat (Atlasz et al. 2007b, Seki et al. 2011); IOP modellben az
intraperitonealisan injektalt NAP hatasat sikerrel bizonyitottak (Jehle et al. 2008).
Sejtkultiran végzett kisérletek szerint a NAP védi a Miller glia sejteket hipoxias
karosodas esetén, valamint in vitro elésegiti a neuronalis novekedést (Zheng et al.
2010). Iszkémia-reperfuziés modellben (ophtalmicus erek lekdtése) a VIP mind
intravitrealisan, mind szisztémasan adva csokkentette az oxidativ stresszt, valamint a
lipid peroxidacio mértékét (Tuncel et al. 1996). Kilencven perc iszkémia, majd 3 6ra
reperfuziot kovetéen a VIP kezelt csoportokban csokkent a szovettani karosodas
mértéke. Ezen eredmények Osszhangban vannak jelen kisérletiink eredményeivel,
melyben sikerrel mutattuk ki a VIP neuroprotektiv hatdsit a retinaban iszkémias
degeneraci6 esetén. Eredményeink bizonyitékot szolgdltatnak a VIP hosszi tavu
neuroprotektiv hatdsara is, mivel kisérletiinkben a hatds 2 héttel a BCCAO operaciot
kovetden is megfigyelhetd volt. Kiemelendd tovabba, hogy az altalunk hasznalt dozis
joval alacsonyabb volt, mint a fentebb ismertetett tanulmanyban (Tuncel et al. 1996): 1
nmol VIP intravitrealis injektdldsa mar hatdsosnak bizonyult, kisebb koncentracio
esetén szovettani valtozas nem volt kimutathatd. Kordbbi eredményeinket felhasznalva
(Atlasz et al. 2007a, 2010a,b, Szabadfi et al. 2010) osszehasonlitast végeztiink, mellyel
megallapithato volt, hogy a PACAP kezelés mar 100pmol-os koncentracioban azonos
hatast fejt ki, mint az Inmol-os VIP kezelés. Az egy nagysagrendnyi kiilonbség az
effektiv dozisban a két szer kozott szamos mas modellben is bizonyitast nyert korabban
(Somogyvari-Vigh és Reglédi 2004, Vaudry et al. 2009). Néhany esetben ellentétes
hatést is megfigyeltek: mig a neonatélis excitotoxikus fehérallomany karosodast a VIP
csokkenteni képes, a PACAP ugyanezen modellben hatastalan (Rangon et al. 2005).

Osszességében a rendelkezésre 4llo6 eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
PACAP azon modellekben effektivebb a VIP-nél, melyekben a sejtpusztulas legfobb
oka az apoptozis. Azon modellek esetén, ahol a kdrosodasért inflammaécios
mechanizmusok felelnek, a VIP a PACAP-pal megegyezd, vagy erésebb hatast képes
kivaltani. Jelen kisérletben hasznalt BCCAO modell esetében feltehetdleg az apoptozis
mediélta sejtpusztulds domindl, ezért bizonyult a PACAP hatasosabbnak a VIP-nél; a
retinoprotektiv mechanizmusok kialakitasaban pedig a PACAP-ra szenzitivebb PACI1

receptor dominal. A PACI receptorra szelektiv, agonista hatdsi maxadilannal végzett
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kisérleteink igazoltak ez utobbi feltevést: a BCCAO-ban PACAP kezelés mellett mar
Kimutatott retinoprotektiv hatas kivalthaté6 maxadilannal is (Vaczy et al. 2016).

A VIP neuroprotektiv hatasanak molekularis hattere nem teljesen ismert. A PACAP-pal
azonos affinitassal kotddik a VPACI1 és VPAC2 receptorokhoz. A PACI receptorhoz is
kotodik, de kisebb affinitassal, mint a PACAP (Vaudry et al. 2009). A komplex hatas
kialakitasaban antiapoptotikus, anti-inflammatorikus, antioxidans hatasok dominalnak.
A cellularis protektiv mechanizmusokat feltehetdleg a PACI1 receptor egy splice
variansan keresztiil (hop2) fejti ki (Pilzer és Gozes 2006). Indirekt hatdsa is ismert:
és Brenneman 2000, Gozes et al. 2003) A legtobb tanulmanyban a PACAP
antiapoptotikus hatasat erdsebbnek taldltdk a VIP-vel Osszehasonlitva, mig az anti-
inflammatorikus hatasokat vizsgalva a VIP bizonyult potensebbnek (Somogyvari-Vigh
¢és Reglédi 2004, Vaudry et al. 2009). A VIP neuroprotektiv hatasanak molekularis
hatterét vizsgalva fedezték fel az ADNP-t, és legkisebb aktiv fragmensét, a NAP
peptidet; utdbbinak farmakolédgiai tulajdonsagai joval kedvezobbek a sokkal nagyobb
molekulasulyt VIP-nél (Gozes et al. 2003, Lagreze et al. 2005).

V.4. Intravitrealis PACAP kezeles hatasa iszkémia indukalta

retinadegenerdacio eseten

Munkacsoportunk els6ként bizonyitotta a PACAP retinoprotektiv hatasat
BCCAO indukalta retinadegeneracié esetén morfoldgiai és neurokémiai eredmények
alapjan (Atlasz et al. 2007, 2010b). Arra vonatkozodlag azonban, hogy a protektiv hatas
funkciondlisan is kimutathaté-e, nem voltak adataink. Elektroretinografias vizsgalatok
soran egy komplex elektromos valaszt kapunk, amelynek létrehozasaban valamennyi
retindlis réteg részt vesz a pigment epitheliumtdl egészen a belsd rétegekig, képet adva
igy a retina funkcionalis allapotarél (Noell 1953, Brown 1968, Perlman 2016). A
modszer elénye tovabba, hogy non invaziv, ismételhetd mérésekre ad lehetdséget, igy
alkalmas a funkcionalis valtozasok idobeli kovetésére, a retinalis diszfunkcid korai
detektalasara (Gouras 1970, Perlman 2009, Shahar et al. 2012). Jelen kisérlettel korabbi

morfoldgiai és neurokémiai eredményeinket kivantuk aldtdmasztani parallel elvégzett
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funkcionalis vizsgalatokkal. A kontrollméréseink soran detektalt ERG regisztratumok
mért paraméterei minden esetben a kordbban publikalt normalérték tartomanyokon beliil
voltak (Bui és Fortune 2004, Szabo-Salfay et al. 2001).

BCCAO hatasara a retina perfizidja jelentdsen csokken (Gurevich és Slaughter
1993, Osborne et al. 2004). A stlyos iszkémias hatas el@szor a retinalis ganglionsejteket
érinti, pusztulasuk kiemelkedéen magas BCCAO-t kovetéen (Yamamoto et al. 2006).
Késobb a karosodas kiterjed a belsd retina tobbi rétegére, végiil a fotoreceptorok
karosodasa is bekovetkezhet (Hughes 1991, Osborne et al. 2004). Munkacsoportunk 2
hét elteltével végzett vizsgalatai szintén valamennyi sejtes réteg nagymértéki
karosodasat mutattdk (Atlasz et al. 2007). Osszhangban korabbi publikaciokkal (Karpe
1945, Henkes 1953, Faulds és Johnson 1974) elmondhatd, hogy jelen kisérletiinkben a b
hulldm bizonyult a legszenzitivebbnek a funkcionalis valtozasok igazoldsaira BCCAO
indukélta retindlis iszkémia modellben. A PACAP funkciondlis protektiv hatdsat
legmarkansabban ugyancsak a b hullam amplitiddjanak megvaltozasa mutatta. Korabbi
tanulményok az OP-at alkalmasnak talaltdk a retinalis cirkuldcié abnormalitdsainak
detektalasara (Kergoat és Lovasik 1990). A diszfunkcid kvantitativ, objektiv, igen korai
markereinek bizonyultak nemcsak iszkémids karosodds, de diabéteszes retinopatia
esetén is (Yonemura et al. 1962, Galloway et al. 1971). Utobbi megfigyelést
feltehetdleg a folyamat soran romlo retinalis cirkuldcio, ill. a felszabadulo ROS
magyarazza. (Fernandes et al. 2011).

Téamaszkodva korabbi hisztologiai, és neurokémiai vizsgalatainkra (Atlasz et al.
2007, 2010b, Szabo et al. 2012), jelen kisérletiink eredményei alapjan elmondhatd, hogy
a PACAP terapia csokkentette a funkcionalis karosodasok mértékét. Osszehasonlitva a
preoperativ (kontroll) értékekkel, kisérletiinkben az a ¢és b hullamok amplitiddja er6sen
csokkent a BCCAO-t kovetden, a PACAP terapia azonban csokkentette a miitét altal
kivaltott funkcionalis valtozasokat. A PACAP kezelés teljes mértékben nem tudta
visszaforditani a miitét okozta degeneraciot, azonban mar a 2. posztoperativ napon
megfigyelhetd volt a protektiv hatds, mely a vizsgélt 2 hetes intervallumaban tartosnak
bizonyult.

Kisérletiinkbdl kiemelendd két érdekes megfigyelés. Az els6, hogy BCCAO-t
kovetden az a hullam amplitidoja meredeken emelkedett, feltehetleg az aradnylag
késo6i, kismértékii fotoreceptor karosodas ill. az intraretinalis feedback mechanizmusok
megszakadasa miatt. Aldtdmasztja ezt az elképzelést, hogy az ONL karosodéasa sokkal

kisebb mértékii volt, mint a belsd retinalis rétegeké; ill. az, hogy a fotoreceptorok
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komolyabb hisztologiai eltérést nem mutattak. Masodik megfigyelésiink, hogy a b/a
arany nem emelkedett a PACAP kezelést kovetden, ellentétben a b hullamnal
elegend6 ahhoz, hogy a fotoreceptorok retrograd karosodasa kialakuljon.

Jelen kisérletink megfigyelései Osszhangban vannak azon kordbbi
eredményiinkkel, melyben excitotoxikus retinakarosodas modellben a PACAP protektiv
hatasat morfologiai vizsgalatokkal parallel végzett funkciondlis (ERG) mddszerrel is
igazoltuk (Varga et al. 2011). Két kiilonb6z6 retinadegeneracios modell eredményei
alapjan Osszegezve elmondhatd tehat, hogy a PACAP kezelés védé hatasa nemcsak
morfologiai €s neurokémiai valtozasokat okoz, hanem ezzel parhuzamosan a funkcio is

kedvez6 iranyban valtozik.
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VI. UJ EREDMENYEK

- Kisérleteinkkel igazoltuk az inhalacids anesztetikumok retinoprotektiv hatasat
iszkémias allatmodellben, ill. elséként vizsgaltuk két kiilonboz6 anesztetikum
(izofluran, szevofluran) retinoprotektiv hatdsanak egymashoz viszonyitott mértékét.

- lgazoltuk a PACAP KO egerek csokkent tolerancidjat retinadegeneracios modellben
iszkémia-reperfizios karosodas esetén morfologiai és funkcionalis modszerekkel.

- lgazoltuk morfometriai vizsgalatokkal az intravitrealis VIP kezelés protektiv hatasat
kréonikus  hipoperfuzios modellen (BCCAO). Felhasznalva korabbi adatainkat
megallapitottuk, hogy az effektiv kezeléshez sziikséges VIP dozis tizszer nagyobb, mint
a PACAP kezelésé.

- ERG vizsgalatok elvégzésével funkcionalis eredményekkel tudtuk aldtdmasztani a
patkiny BCCAO modellen kordbban mar hisztolégiai ¢és immunhisztologiai
modszerekkel bizonyitott retinoprotektiv PACAP hatédst. Non invaziv vizsgalatainkkal a

karosodas ill. a protektiv hatas idébeli lefolyasarol is tudtunk eredményeket kozolni.
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IX. KOSZONETNYILVANITAS

Elsdként mondanék kdszonetet témavezetdimnek: dr. Reglddi Dora professzor
asszonynak, aki TDK-s koromtdl kezdve nagy bizalommal, és még nagyobb tiirelemmel
iranyitotta kutatoi tevékenységemet; ill. dr. Batai Istvannak, aki klinikai orvosi munkam
soran volt allandé mentorom, partfogéom.

Ko6szondm dr. Szabadfi Krisztina mindenre kiterjedd segitségét, gondossagat,
pontossagat, baratsagat. A hét barmely napjan, soron kiviil, dnzetleniil és vidiman
segitett barmiben, amivel csak hozza fordultam. F4j6 szivvel 6rizziik emlékét.

Koszondm dr. Gabriel Robert professzor trnak, hogy a Természettudomanyi Kar
Kisérletes Allattani és Neurobioldgiai tanszékével kozos kisérletekben munkamat
segitette Kovacs-Valasek Andreaval és dr. Szalontai Balinttal egyiitt.

Koszondm dr. Kovacs Zsoltnak, hogy potolhatatlan lehetdséget biztositott
szamomra az ERG vizsgalatok alapjainak elsajatitasara a Nyugat-Magyarorszagi
Egyetem Savaria Egyetemi Kozpontjaban miikddoé laborjaban. Kollégait is kdszonet
illeti tiirelmiikért, segitségiikért.

Ko6szondm dr. Mihalik Agoston, Leeseug Woo, Alan Brunker, Géabris Fanni, dr.
Kvarik Timea, dr. Mammel Barbara, Vaczy Alexandra, dr. Atlasz Tamas és Lokos
Emese kozvetlen segitségét, melyel az ERG vizsgalatok gyorsabb, pontosabb elvégzését
lehet6vé tették.

Koszondom dr. Kiss Péternek, hogy az allatkisérletek terén szerzett paratlan
rutinjaval a kezdetektdl segitette gyakorlati munkamat. Tovabba kdszonetet szeretnék
mondani az Anatémiai Intézet, a Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézet, a Biokémiai
és Orvosi Kémiai Intézet, és a Kozponti Allathaz valamennyi dolgozojanak a
kisérleteim soran nyujtott segitségért.

Végiil koszondom csalddomnak és bardtaimnak, hogy nemcsak tiirelmiikkel,
hanem sokszor tevélegesen is segitették kutatasaimat, vagy a labor kialakitasat.
Ko6szondm édesapamnak, Déanyadi Tibornak, hogy bokros teendéi mellett az ERG
vizsgalatokhoz sziikséges hardver és szoftver fejlesztésére is id6t tudott szakitani.

Tamogatok: GINOP-2.3.2-15-2016-00050 “PEPSYS”; KTIA 13 NAP-A-III/5,
Centre for Neuroscience of the University of Pecs, MTA-TKI.
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X. ROVIDITESEK JEGYZEKE

4VO: 4 vessel oclusion, négy ér elzaras modell, az arteria vertebralis és carotis

communis egyideji lezarasa

AC: adenilat-ciklaz

ADNP: activity-dependent neuroprotective protein, egy VIP reszponziv gén terméke
AKT: nem mozaiksz6, egy egértdrzs nevébol szarmazik; régebbi nevén a PKB azaz
protein kinaz B

AMPA: neurotranszmitter, a glutaminsav-receptorok egy részét aktivalja, pontos
Osszetétele 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il) propansav

Bad: fantdzianév, Bcl-2 csalad tagja

Bax: Bcl-2 asszocialt protein X, a Bcl-2 csalad tagja, mely nevét a B sejtes limphomarol
kapta

BCCAO: bilateral common carotid artery occlusion, kétoldali arteria carotis communis
lekotés

CAMP: ciklikus-adenozin-monofoszfat

cGMP: ciklikus-guanozin-monofoszfat

CREB: cAMP reszponziv elem kotd protein

DAG: diacilglicerin

ERK1/2: extracellularis szignal altal regulalt kinaz

GCL.: stratum gangliosum, ganglion cell layer, ganglionsejtek rétege

GPCR: G protein coupled receptor, G proteinhez kapcsolt receptor

ILM: membrana limitans interna, inner limiting membrane, belsé hatar membran

INL: stratum granulosum internum, inner nuclear layer, bels6 magvas réteg

IOP: intraocular pressure, az intraocularis nyomas szisztolés vérnyomas fol¢ emelése
IP3: inozitol-triszfoszfat

IPL: stratum plexiforme internum, inner plexiform layer, belsé rostos réteg

JNK: Jun N-termindlis kindz

LED: light emitting diode, fény kibocsajtod dioda

MAC: minimal alveolar concentration, minimalis alveolaris koncentracid, egyenld azzal
az altatészer koncentracidval, melynél a kisérleti allatok fele a f4jdalomingerre nem
mutat motoros valaszt altatdsban

MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

MCAO: middle cerebral artery occlusion, az arteria cerebri media okkluzi6ja
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MEK: a novekedési faktor jelatvitelben részt vevo mitogén aktivalt protein kinaz-
kindzok (MAPKK) 6sszefoglalé neve (MAPK/ERK kindz)

NAP: az ADNP neuropeptid legkisebb, aktiv fragmense, nevét a 8§ aminosavat jelolo
betlik els6 harom betiijérdl kapta (NAPVSIPQ)

NF-KB: aktivalt B sejt nuklearis faktor kappa konnyt lanc enchancer

NFL: stratum fibrarum nervearum, nerve fibre layer, optikus rostok rétege
NMDA: neurotranszmitter, a glutaminsav-receptorok egy részét aktivalja, pontos
Osszetétele N-metil-D-aszparaginsav

NO: nitrogén oxid

NOS: nitrogén oxid szintaz

OLM: membrana limitans externa, outer limiting membrane, kiilsé hatar membran
ONL: stratum granulosum externum, outer nuclear layer, kiils6 magvas réteg

OP: oszcillatoros potencial/potencialok

OPL: statum plexiforme externum, outer plexiform layer, kiils6 rostos réteg

p38: protein 38

p53: protein 53

PACAP: pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide, hipofizis adenilat ciklaz
aktivalo polipeptid

PE: stratum pigmenti retinae, pigment epithelium

PI3K: foszfatidilinozitol 3-kinaz

PKA: protein kindz A

PKC: protein kindz C

PL: stratum conorum et bacilorum, photoreceptor layer, fotoreceptorok rétege
PLC: foszfolipaz C

RAP1: RAS-asszocialt protein 1

ROP: retinopathy of prematurity, retinopathia prematurorum

ROS: reactive oxygen species, reaktiv oxigén gyokok

SHAM: aloperacid, aloperalt allat

VIP: vasoactive intestinal peptide, vazoaktiv intesztinalis peptid
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