ANESZTETIKUS PREKONDICIONALAS ES A
VIP/PACAP PEPTIDCSALAD VEDO
SZEREPENEK VIZSGALATA ISZKEMIAS
RETINOPATIABAN

Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

Dr. Danyadi Bese

Témavezetdk: Dr. Reglddi Dora, Dr. Batai Istvan
Doktori1 Iskola vezetdje: Dr. Kovacs L. Gabor
Programvezet6: Dr. Horvath Ors Péter

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Anatdmiai Intézet/Aneszteziologiai és Intenziv Terapias Intézet

Pécs, 2017



BEVEZETES

A PACAP egy neuropeptid, a szekretin/glukagon/VIP (vazoaktiv intesztinalis
polipeptid) peptid szupercsalad tagja. Szamos szervben megtalalhato, igy jelenlétét
kimutattak a kozponti és periférias idegrendszerben, ill. tobb periférias szovetben (here,
pancreas, mellékvese, mirigyek excretuma). Hatasat a szervezetben G-proteinhez
kapcsolt receptorokon fejti ki. Szerteagazo élettani hatasai kozil (endokrin,
neurothrophikus, viselkedést befolyasold, stb.) kiemelkedik potens neuroprotektiv
hatdsa. Ez bizonyitdst nyert szérum megvonas, oxigén glilkéz megvonds, toxikus
modellekben in vitro vizsgalva; ill. iszkémia, trauma, axonalis 1ézi6 modelleken in vivo
vizsgalva is. Szamos kisérletben bizonyitottak retinoprotektiv hatésat in vivo vizsgalva
retinalis neuron és pigment epithelium kulturdkon toxikus modellben; ill. in vitro
excitotoxikus degeneracio, iszkémids retinadegeneracid, nervus opticus 1ézi6, UV
sugarzas, ROP, diabéteszes retinopatia modellekben is. A PACAP hatas behatobb
vizsgalatat teszi lehetdvé az a Hashimoto és munkatarsai altal 1étrehozott KO egértorzs,
mely a PACAP peptidet nem expresszalja.

Szamos moédszer alkalmas retinadegeneracios modell 1étrehozasara, ezek koziil
tobb alapul iszkémias karosodas létrehozasan. A patkany retina az emberi retindhoz
hasonlo, igy a patkdny modellen 1étrehozott akut iszkémia patoldgiai képe nagyfoku
hasonlosdgot mutat humén korképekhez. Tobb kiilonbozo kisérleti modell ismeretes,
mellyel iszkémias retinakdrosodas hozhato I1étre, ezek koziil kutatdcsoportunk
rutinszeriien alkalmazta a kétoldali arteria carotis communis okklaziot (BCCAO, vagy 2
ér elzards modell) globalis agyi iszkémia Ilétrehozdsara. A csokkent perfuzid
kovetkeztében kialakuld inkomplett iszkémia markans, jol kvantifikalhatd6 morfologiai
és morfometriai valtozdsokat okoz a retinaban. Ezen karosodasok a human korképek
koziil jol modellezik az arteria centralis retinae elzarodasat, az arteria ophthalmica
elzarodasat, valamint az arteria carotis inszufficiencia okozta tiineteket.

Prekondicionalé hatasrol beszélhetiink, ha egy irreverzibilis noxa hatasa
csokkenthetd egy azt megel6z6, rovid ideig tartd, reverzibilis noxaval. Noxaként
szerepelhet iszkémias hatas, de a jelenség kivalthatdo kémiai agensekkel is, igy
inhalécios anesztetikumok alkalmazésaval.

A szem kiilonbdzd rétegeiben, vagy kiilsd felszinén (kornedlis elvezetés) fény
ingert kovetGen retinalis eredetli, Osszetett elektromos jel detektalhatd, melyet

elektroretinogrammnak neveziink (ERG). Komponensei kialakulasuk sorrendjében:
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negativ a hullam, mely a fotoreceptorok kiilsé szegmensében fény abszorpci6 hatisara
jon 1étre; b hullam, mely egy hirtelen emelkedd, nagy amplitado6ja, pozitiv hullam,
1étejottéért a bipolaris-, amakrin-, ganglionsejtek egyiittesen felelések; ¢ hullam, mely
egy lassu, elhtiz6dd, patkanyban negativ fesziiltségi hullam, melyet a pigment
epithelium sejtek hoznak Iétre. Az a, b, ¢ hullamok minden esetben detektalhatoak ép
struktardk esetén. Jarulékos alkotoként leirasra kerilt a d hullam, az oszcillatoros
potencialok (OP), és a korai receptor potencial (ERP). Az egyes hullamok keletkezése
tobbnyire jol meghatarozhat6é strukturdkhoz, ill. folyamatokhoz kd&thetd, igy azok
valtozasabol koetkeztetni tudunk a kdrosodott funkcidkra. A mérések ugyanazon allaton
tobbszor ismételhetdek, eredményesen standardizdlhatdak; a kialakult valtozasok jol

mérhetoek.

CELKITUZESEK

1. Kutatocsoportunk kordbban szamos potencialisan retinoprotektiv kémiai anyagot
vizsgalt eredménnyel patkdny BCCAO modellen. Kisérleteinkkel ezen modell
hasznalataval szerettilk volna igazolni az inhalaciés anesztetikus prekondicionalas
retinoprotektiv hatasat, ill. két kiilonbozé anesztetikum (izofluran, szevofluran)
vizsgalataval a protektiv hatds egymashoz viszonyitott mértékét.

2. Alapozva azon kozleményekre, melyek a PACAP KO egerek csokkent iszkémids
tolerancidjardl szamoltak be, célunk volt annak kisérletes bizonyitdsa morfologiai és
funkcionalis modszerekkel, hogy ez retinalis iszkémia-reperfuzié esetén is
megfigyelhetd.

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

4. A patkany BCCAO modellen korabban hisztologiai és immunhisztologiai
modszerekkel mar bizonyitott retinoprotektiv. PACAP hatast ERG vizsgalatok
elvégzésével funkcionalis vizsgalattal kivantuk igazolni. Kihasznalva az ERG
vizsgalatok non invaziv jellegét, az iszkémias karosodds idObeni valtozasanak

vizsgalatat is célul tlztiik ki.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kiserleti allatok, kiserleti csoportok

Inhalaciés anesztetikus prekondicionalas hatasat vizsgdlva iszkémia indukalta
retinadegeneracioban az allatok felén permanens BCCAO miitétet végeztiink (n=20), a
masik fele aloperacion esett at (n=20). Kezelésként 24 6raval a miitétet megel6zéen 12
allat 1 oras izofluran-, 14 allat 1 o6ras szevofluran prekondicionalason esett at. 2 hetes
tulélést kovetden az allatokat terminaltuk, a bulbusokat in toto eltavolitottuk, majd rutin
szovettani feldolgozast kovetéen morfoldgiai és morfometriai vizsgalatokat végeztiink.

PACAP KO (n=12) és vad (n=11) egereken vizsgalva az iszkémia indukalta
retinadegeneracié hatasat operalt (BCCAO, n=11 vad, n=12 PACAP KO), és aloperalt
(SHAM, n=5 vad, n=6 PACAP KO) allatok csoportjait hoztuk létre. Kezelésként
egyszeri intravitrealis PACAP injekcio szolgalt (jobb oldali bulbus), ennek kontrollja
minden esetben a kezeletlen bal oldali bulbus volt. Az egyes csoportoknak megfeleld
beavatkozasok elvégzése utan 2 hetes tulélést kovetéen az allatokat terminaltuk, a
bulbusokat in toto eltavolitottuk, majd rutin szovettani feldolgozast kovetden
morfoldgiai és morfometriai vizsgalatokat végeztiink.

Az intravitrealis VIP kezelés protektiv hatasat vizsgalva iszkémia indukalta
retinadegeneracioban a kisérletbe bevont patkanyokat (n=17) négy csoportra osztottuk
annak megfelel6en, hogy aloperaciot, vagy permanens BCCAO-t hajtottunk-e végre, ill.
kezelés. A vizsgalt anyagot ez esetben is mindig a jobb szembe injektaltuk, mig a bal
szembe fiziologias sO oldatot juttattunk kontrollként. 2 hetes talélést kovetden az
allatokat terminaltuk, a bulbusokat in toto -eltavolitottuk, majd rutin szovettani
feldolgozast kovetden morfologiai €s morfometriai vizsgalatokat végeztiink.

Elektroretinografias vizsgalataink soran, melyel az intravitredlis PACAP
kezelés hatasat vizsgaltuk iszkémia indukalta retinadegeneracidoban, el6szor minden a
kisérletbe bevont patkanyon (n=8) kontroll ERG vizsgalatot végeztiink. Ezt kdvetden
valamennyi allaton permanens BCCAO mitétet végeztiink, majd a 2. és 14.
posztoperativ napokon ismételt ERG regisztracio tortént. A vizsgalat utdn az allatokat
terminaltuk, és rutin szovettani feldolgozast kdvetden morfologiai €s morfometriai

analizist végeztiink az in toto eltavolitott bulbusokbol késziilt szovettani metszeteken.



2. Az arteria carotis communis ketoldali lekotese (BCCAO) altal

indukalt retinadegeneracios modell létrehozdsa

A dolgozatomban ismertetett kisérletekben patkanyok esetében a kordbbi
munkdinkban mar standardizalt permanens bilateralis arteria carotis communis lekotést
(BCCAO) alkalmaztuk. Az inhalacids anesztéziaban végzett mitét soran mindkét
oldalon felkerestiik az artériat, majd izolaltuk, eléemeltiik, alatta sebészi fonalat athtizva
ligaturat helyeztiink fel, végiil a bérsebet zartuk.

Tapasztalataink alapjan az egereken elvégzett permanens BCCAO 100%-ban
letalis. KO egerekkel megkezdett munkank elsé 1épéseként ezért kiilonbozo
id6intervallumokra hoztunk 1étre tranziens BCCAO-t (5, 10, 15, 20, 30 perc), majd
rutin szovettani vizsgalattal kontrollaltuk az iszkémias hatas mértékét. Eredményeink
alapjan késobbi kisérleteinkben 10 perces tranziens BCCAO-t alkalmaztunk, mely
iszkémias 1d6 mar jol detektalhatdé degeneraciot hozott létre, ¢és a
posztoperativ/intraoperativ letalitas is elfogadhaté mértékii volt. A tranziens BCCAO
operacio technikai kivitelezése az artéria izolalasaig megegyezett a korabban a
permanens BCCAO kapcsan leirtakkal, ekkor azonban ligacio helyett megkozelitdleg
egy idében mindkét oldali artéridra 6nzar6 millanyag leszorité eszkdz (clip) kertilt
felhelyezésre. 10 perc elteltével ezeket szemkontroll mellett eltavolitottuk,
megbizonyosodtunk a perfuzid visszatérésérdl, majd zartuk a sebet.

A ragcsalo retina vérellatasaért 70%-ban a carotis rendszer felel, ezért
tranziens/permanens BCCAO-val iszkémids retinadegeneracid6 hozhatdo Ilétre. A
BCCAO-n atesett allatok kontrolljaként minden esetben aloperalt (SHAM) allatokat
hasznaltunk. Aloperacio esetén minden kordbban a BCCAO kapcsan leirt miitéti 16pést

elvégeztiik a ligacid/tranziens lefogas kivételével.

3. Inhalacios anesztetikus prekondiciondlas

A prekondicionalandé allatokat 1égmentesen zarhato tartalyban egyszerre tettiik
ki 1 MAC (minimal alveolar concentration) szevofluran g6z ill. 1 MAC izofluran géz
hatasanak 10 1/perc gazaramlas, 50% FiO,. Az allatok spontan 1égzése a kezelés alatt
gazanalizatorral folyamatosan monitoroztuk. A prekondicionalas iddtartama 1 o6ra volt,

melyet a BCCAO operaciot 24 oraval megeldzéen végeztiink, igy hozva létre késoi
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prekondiciondlo hatast. A BCCAO ill. SHAM operaciok alatt 1,5 MAC szevoflurannal
tortént az anesztézia fliggetleniil attol, hogy tortént-e korabban prekondicionalas vagy

sem.

4, Intravitrealis PACAP/VIP kezelés

A BCCAO ill. SHAM operaciokat kovetden, még a narkézis alatt végeztik az
intravitrealis injekcios kezeléseket. A kornealis limbuson keresztiill Hamilton
mikrofecskenddvel egerek esetében 3pul, patkanyok esetében Sul térfogatii oldatot
injektaltunk a vitrealis térbe. Kisérleteinkben minden esetben intravitrealis kezelés soran
a jobb oldali bulbusba injektdltuk a vizsgalati anyagot (100pmol PACAP,
100/1000pmol VIP), a bal oldalra minden esetben a vivéanyag (0,9% NaCl) keriilt

beadasra az ellenoldallal megegyezd mddon és térfogatban.

5. Szovettani morfologiai és morfometriai analizis

Szovettani feldolgozas céljabol a szemeket in toto tavolitottuk el, majd 4%-0s
paraformaldehidben taroltuk, mikdzben sztereomikroszkop alatt eltavolitottuk a
szaruhartyat, a szemlencsét és az iivegtestet. Az igy kialakitott szemserleg preparatumot
legalabb 12 o6ran keresztiil fixaltuk. Ezutan harom napos rutin szdvettani protokoll
szerint a szemserlegeket mostuk, dehidraltuk, majd gyanta-blokkokba agyaztuk. A
blokkokbol ultramikrotdommal félvékony metszeteket (1-2 um) készitettiink, amelyeket
targylemezre téve, toluidinkékkel festettiink meg, majd lefedtiik 6ket. Az igy elkésziilt
retina metszetekr6l mikroszkdéphoz kapcsolt CCD kameraval fotokat készitettiink a
késobbi morfologiai vizsgalatokhoz, ill. az elkésziilt képeken méréseket végeztiink
késébbi morfometriai analizis céljabol. A kovetkezd paramétereket vizsgaltuk szoftver
alkalmazasaval: a kiilsé és a belsé hatarmembran tavolsaga (OLM-ILM, mely ugyan
nem a retina teljes vastagsagat reprezentdlta, de azzal aranyos), a kiils6 magvas réteg
(ONL), a kiils6 rostos réteg (OPL), a belsé magvas réteg (INL), a belsé rostos réteg
(IPL) vastagsaga, valamint a ganglionsejtek rétegében (GCL) levé sejtek szama 100 um

retinahosszra nézve, és a sejtszam az INL-ben 500 umz-en.

6. Elektroretinografia (ERG)

24 oraval a BCCAO operacio eldtt minden allatrol kontroll ERG regisztratum
késziilt, majd ismételt mérést végeztiink a 2. és a 14. posztoperativ napokon. Az

allatokat a mérés alatt intraperitonealisan adott ketamin és xylazin keverékével altattuk.
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Cyclopentolate szemcseppel pupillatagitast, oxybuprocaine szemcseppel helyi
érzéstelenitést végeztiink minden mérés eldtt a vizsgalt szemeken. A mérés alatt az
allatok fejét sztercotaxias keretben rogzitettiik, ezzel kiiszoboltik ki a 1égzésbol ill.
egyéb nem kivant mozgasokbol adodoé durva mitermékek keletkezését. Az aktiv
cornealis és a szemzugban elhelyezett referencia elektrodak kozott regisztralt jeleket
differencial elvii erésitével amplifikaltuk, majd analog-digitalis atalakito segitségével
regisztraltuk. A kivaltott fényvalaszt kozvetleniil az allatok szeme elé helyezett LED
fényforrasok periodikus felvillanasaval hoztuk 1étre; a stimulusokat az analog-digitalis
atalakitoba integralt jelgenerator biztositotta.

Minden mérés soran 150 fényvalaszt regisztraltunk mindkét csatornan (jobb és
bal szem) egy iddben, majd ezeket az analdg-digitalis 4talakitd szoftverének
segitségével, a stimulusok alapjan kapuzva atlagoltuk. Az atlagértékek alapjan képzett
gorbét szoftveresen abrazoltuk, majd ugyanezen program segitségével végeztik a

standard ERG értékeléshez sziikséges méréseket a gorbéken (amplitido, latencia).

EREDMENYEK

1. Morfologia és morfometria

Inhalaciés anesztetikus prekondicionalas hatasa iszkémia indukalta
retinadegeneracioban

Morfolégia

Fénymikroszkoppal morfologiai kiillonbség nem volt lathatdé az izofluran, és
szevofluran prekondicionalt, ill. a nem prekondicionalt SHAM allatok retindja kozott.
SHAM operalt csoporttal dsszehasonlitva a BCCAO-n atesett allatok retindja stlyos
fokban degeneralodott, mely degeneracié valamennyi retinalis réteget érintette, a retina
teljes vastagsdga nagymértékben csokkent két héttel a ligaciot kovetden. A sejtes
rétegekben nagy teriileten sejthianyok, degeneral6do, denz, piknotikus magok voltak
megfigyelhetéek; a GCL-ben a sejtszam nagymértékben csokkent.

Az intakt retindhoz hasonlo, joval megOrzottebb szovettani kép volt 1athatdo mind
az izofluran, mind a szevofluran prekondicionalt csoportok esetében BCCAO-t
kovetden. Az izofluran csoporttal 0Oszehasonlitva joval szembetindbb volt a
prekondiciondlas protektiv hatasa a szevofluran esetében: az INL és ONL rétegek nem

mosodtak egymasba, az ONL-ben a sejtoszlopok elkiilonithetOk maradtak.
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Sejtszam a GCL-ben

A prekondicionalt ill. a nem prekondicionalt csoport kozott kiillonbség nem volt
tapasztalhatd a SHAM csoportokban. Morfometriai vizsgalattal a BCCAO okozta
degeneracio szignifikdns mértékli volt a nem prekondiciondlt SHAM 4llathoz
viszonyitva mind az izofluran, mind a szevofluran csoportban. Szignifikansnak

bizonyult mind az izofluran, mind a szevofluran protektiv hatasa.

Teljes retinavastagsag ill. az egyes retindlis 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 prekondiciondlas protektiv hatdsa csak a teljes vastagsag, ill. az ONL
esetében érte el a szignifikans szintet.

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 mértékii volt a prekondicionalas
protektiv hatasa.

Osszehasonlitva a két kiilonbozé prekondicionald agens protektiv hatdsat, az
izofluranhoz viszonyitva a szevofluran szignifikans mértékben protektivebb volt a teljes

retinavastagsag, ill. az INL és IPL tekintetében is.

Iszkémia indukalta retinadegeneracio PACAP KO és vad egereken

Morfologia
Morfologiai vizsgalatokkal a szolvenssel kezelt SHAM vad tipusu allatok

retindja és a szolvenssel kezelt SHAM homozigota PACAP KO egerek kozott nem volt
kimutathato kiilonbség. A KO allatok retindjat vizsgalva elmondhatd, hogy a vad
tipussal 6sszehasonlitva sem annak teljes vastagsaga, sem az egyes rétegek vastagsaga
nem tért el a vad tipus retinajatol. Nem voltak lathatoak sejtpusztulas, vagy szdveti
degeneracio jelei, a szoveti struktira hasonl6 volt.

Sem a vad, sem a KO csoport esetében nem volt kimutathatoé kiilonbség a
PACAP kezelt ill. a szolvenssel kezelt SHAM allatok ko6zott. Ezen eredmények
egyeztek korabbi megfigyeléseinkkel, melyek szerint az intravitrealisan beadott

PACAP-nak az intakt retinara nincs hatésa.



10 perc BCCAO kezelés hatasara a vad tipusi allatok retindja stlyosan
karosodott. A teljes vastagsag jol lathatéan csokkent ugyaniugy, 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 Vvolt ezen rétegek szovettani strukturajanak fellazulasa, a magok szamanak
csokkenése, a sejt- €s szovethézagok, valamint a piknotikus sejtek jelenléte.

A homozigota PACAP KO allatok retindja 10 perc BCCAO utan hasonld képet
mutatott, mint a vad tipusé, am a degeneraci6 mértéke sokkal stilyosabb volt. A vad
tipusnal mar ismertetett szamos szoveti- €s sejtdegeneraciot jelzd elvaltozason feliil
szembetlind volt az OPL eltlinése, valamint az IPL-ben megjelend szamos, lpm
atmérdji denz folt, melyek egyenletes eloszldsa a bipoléaris sejtterminalisok
degeneralodasara utalhat.

Tiz perc BCCAO-t kdvetden adott intravitrealis PACAP kezelés mind a vad
tipus, mind a homozigéta PACAP KO 4allat esetében csokkentette a degeneracid
mértékét. A protektiv hatas megkdzelitdleg azonos mértékii volt a két csoport esetében.
Mindossze a teljes vastagsag tekintetében lattunk enyhe kiilonbséget, mely minimalis
kiilonbség feltételezhetden az IPL kisebb megtartottsiganak tudhatdo be. A protektiv
hatas jeleként nagymértékben meg6rzott szoveti struktirat talaltunk az ONL-ben (a
magoszlopok nagyrészt megtartottak voltak), az INL-ben, és a GCL-ben is.
Szovethézagok, piknotikus sejtek csak kis szamban voltak jelen.

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

talaltunk kiilonbséget. Az dloperalt allatok retindjdhoz viszonyitva mind a vad, mind a
KO allatok retinaja szignifikdnsan degeneralodott 10 perc BCCAO hatasara, de a KO
allatok retindjanak vastagsaga szignifikdnsan nagyobb mértékben csokkent, mint a vad
tipus¢. A PACAP kezelés a KO allatok esetében szignifikdnsan csokkentette a
degeneraciot.

Egyes retindlis rétegek vastagsaga

Szignifikdns mértékben degeneralodott az ONL a KO allatok eset¢ében BCCAO

hatasara, valamint a PACAP kezelés is szignifikans mértékben bizonyult protektivnek
ebben a csoportban. Az OPL vastagsagat vizsgalva elmondhatd, hogy BCCAO hatasara
szignifikans sejtpusztulas volt észlelhetd mindkét csoportban, azonban az exogén

PACAP adasnak nem volt statisztikailag igazolhat6 pozitiv hatasa.



Az INL-ben detektalt valtozasok bizonyultak a 10 perc BCCAO 4altal 1étrehozott
karosodas legjobb indikatoranak. BCCAO hatéasara szignifikdns sejtpusztulas volt
megfigyelhetd a vad csoportban. Nagymértékli, szignifikdns degeneracido volt
detektalhaté a KO allatokban is BCCAO hatasara, ennek mértéke a BCCAO-n atesett
vad csoporttal dsszehasonlitva szignifikdnsan nagyobb volt. PACAP kezelést kovetden
a KO csoportban szignifikans protektiv hatast mértiink.

Az IPL réteget vizsgalva szignifikans kiilonbség volt kimutathatdé az aloperalt
vad és az aloperalt homozigota KO allatok retindja kozott. BCCAO hatdsara mind a
vad, mind a KO csoportokban szignifikans degeneraciot észleltiink, ennek mértéke
pedig szignifikdnsan nagyobb volt a KO csoportban. Az exogén PACAP kezelés a vad
csoportra nem gyakorolt kimutathato hatast, a KO allatok esetében azonban a protekcio
szignifikans volt.

Seijtszam 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
homozigdéta PACAP KO allatok esetében szignifikdnsnak bizonyult a BCCAO hatasa
éppugy, mint a PACAP kezelésé. A BCCAO-n atesett KO allatok esetében a sejtszam
csokkenés szignifikansan nagyobb volt, mint a vad tipus esetében. A PACAP kezelés
protektiv hatasa a KO csoportban bizonyult szignifikdnsnak.

Sejtszam az INL-ben

A két aloperalt kontrollcsoport kdzott nem talaltunk kiilonbséget. A BCCAO
okozta degeneracié mindkét csoportban szignifikdns mértéki volt. A PACAP kezelés

protektiv hatdsa ezen paraméter esetében nem volt kimutathato.

Intravitrealis VIP kezelés protektiv hatasa iszkémia indukalta

retinadegeneracioban

Morfologia
Az éloperalt allatok esetében az intravitredlis VIP kezelés (100pm ill. 1000pm)

nem okozott morfologiai valtozast. Kroénikus iszkémia hatdsara  korabbi

eredményeinknek megfelelon a retina teljes szerkezete karosodott. Az intravitrealisan

crer

kovetden a degeneracié mértéke a kezeletlen allatokéval megegyez6 volt. 1000pm-0s
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kezelést kovetden az intakt retindhoz nagymértékben hasonlo, a kezeletlen iszkémias
allattal 6sszehasonlitva joval megkiméltebb szdvettani szerkezetet talaltunk.
Morfometria

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

Az 1000pm-os kezelési csoportban szintén valamennyi vizsgalt paraméter
esetében szignifikans BCCAO hatast talaltunk. Szignifikans protektiv hatast tudtunk
igazolni a teljes retinavastagsag, a kiils6 és belsé nuklearis réteg, a belsé plexiform
réteg, ill. a GCL sejtszam esetében.

Korabbi eredményeinkre alapozva dsszehasonlitottuk a VIP és a PACAP kezelés
effektivitasat. A PACAP kezelés mar 100pm-os koncentracidéban is az 1000pm-0s VIP
kezeléssel megegyezd protektiv hatast fejtett ki; az egyes retinalis rétegeket kiilon-kiilon
vizsgalva a két szer hatdsa kozott nem volt statisztikailag kimutathatd kiilonbség.
Osszehasonlitva a két kezelés neuroprotektiv hatisat a GCL sejtjein, szignifikinsan

nagyobbnak talaltuk a 100pm-os PACAP protektiv hatasat.

2. Elektroretinogrdfia

Iszkémia indukalta retinadegeneracio PACAP KO és vad egereken

Az ERG regisztratumokon a BCCAO okozta b hullam amplitad6é csokkenés a
PACAP KO csoport esetében kifejezettebb volt, mint a vad tipusi csoportban. Az
intravitrealisan injektalt exogén PACAP csokkentette a b hullam amplitddo csokkenés
mértékét a PACAP KO csoportban.

Az ERG regisztratumok morfometriai analizise soran az a és b hullamok
amplitidojat hasonlitottuk Gssze 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 kdvetden. Az a hullam eltérése nem bizonyult
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szignifikansnak. Szignifikansnak talaltuk mind az a, mind a b hullam valtozadsanak

mértékét exogén PACAP hatésara.

Intravitrealis PACAP kezelés hatasa iszkémia indukalta
retinadegeneracio esetén

Az ERG regisztratumokon morfologiai kiilonbség nem volt megfigyelhetd az
intravitrealisan PACAP-pal kezelt kontrollcsoport, ill. a szolvenssel kezelt kontroll
allatok kozott. BCCAO hatasara a 2. posztoperativ napon mind a két csoportban
markans b hullam depresszio, a hullam novekedés, oszcillatoros potencial mezd
kiszélesedés volt tapasztalhatd; ezen hatasok azonban a kezelt csoportban kisebb
mértékliek voltak. A 14. posztoperativ napon késziilt regisztratumokon a szolvenssel
injektalt csoportban a korabbi degenerativ jelek fokozddasa volt megfigyelhetd; ezzel
ellentétben a PACAP kezelt csoportban a 2. naphoz viszonyitva a degeneracié mértéke
joval kisebb volt a 14. napon.

Az ERG regisztratumok morfometriai vizsgalata soran az egyes hullamokat
kiilon-kiilon vizsgalva szignifikdns amplittdé csokkenés volt kimutathat6 BCCAO
hatasara a kontrollcsoporthoz viszonyitva a b hullam esetében, ill. szignifikansan
nagyobb amplitid6 volt mérheté PACAP kezelés esetén. Az a hullamot vizsgalva csak
a BCCAO-n atesett allatok estében volt detektalhato szignifikans valtozas. A ¢ hullam
amplitidoja egyik csoportban sem mutatott valtozast.

A b hullamok amplitudojat vizsgalva a 2. ill. a 14. posztoperativ napon
elmondhat6, hogy mindkét idépontban szignifikdns mértékii volt a BCCAO okozta
csokkenés. A PACAP kezelt csoportban a protektiv hatas mar a 2. napon észlelhetd volt,
azonban szignifikans mértéki hatast csak a 14. napon tudtunk kimutatni.

A Db/a hullamok amplitidohanyadosat vizsgalva nem tudtunk szignifikans
kiilonbséget kimutatni a kisérleti csoportok ko6zott. A b/a hullamok id6é latencia
hanyadosat vizsgalva a BCCAO okozta degeneracido mértéke szignifikansnak bizonyult
a kontrollcsoporthoz viszonyitva, a PACAP kezelt csoport esetében nem tudtunk
eltérést kimutatni.

Az oszcillatoros potencial mezd szélessége szignifikdns mértékben csokkent
BCCAO hatasara, ez a hatas pedig szignifikans mértékben volt kisebb a PACAP kezelt

csoport esetében.

~12 ~



DISZKUSSZIO

1. Inhalacios anesztetikus prekondiciondlas hatasa iszkémia

indukalta retinadegeneracioban

A nagyszamu in vitro és in vivo allatkisérlet mellett emberi vizsgalatok is
igazoltak az inhalacids anesztetikumok szivre, majra, vesére és kozponti idegrendszerre
kifejtett prekondicionalo hatasat. Cerebralis iszkémia esetén a szevofluran, az izofluran
¢s a halotan prekondiciondld hatdsat is leirtdk. Bar tobb prekondiciondld agenst is
sikerrel vizsgaltak retinopatias modelleken, az anesztetikus prekondicionélds retinalis
hatasairol korabbi kozlemény nem szo6lt. Munkacsoportunk szdmos mas neuroprotektiv
szer vizsgalataban korabban mar eredménnyel hasznalt, standardizalt modellen
bizonyitotta mind az izofluran, mind a szevofluran prekondicionalé hatasat
morfometriai moddszerrel; utobbirol elsOként kozolt adatokat. A két szert
Osszehasonlitva, a szevofluran protektiv hatasa szignifikansan nagyobb volt az izofluran
hatasanal.

Annak ellenére, hogy a szevofluran prekondiciondlds neuroprotektiv hatasat
szamos esetben bizonyitottak, a pontos hatasmeChanizmus nem ismert. Feltehetdleg
igen komplex, szamos sejtélettani rendszert magédban foglald folyamatr6l van szo,
melynek egyes elemeit ma mar magyarazni tudjuk. Bizonyitott, hogy a Szevofluran
prekondiciondlas hatdsara ROS mediatorokon keresztiil az antioxidans enzimek up-
regulalédnak. Anti-inflammatoérikus mechanizmusra szintén szamos eredmény utal.
Protein kinazok, pl. extracellularis szignal altal szabalyozott protein kinazok Szerepe is
bizonyitott. Mind a pre-, mind a posztkondicionalé hatas kialakulasahoz
nélkiilozhetetlen az ATP érzékeny K' csatorndk szerepe is. Az inhalacios
anesztetikumok sejtmembrant hiperpolarizalé hatdsa szintén fontos tényezdnek
bizonyult. Mivel ez a mechanizmus a szevofluran esetében sokkal erésebb, mint az
izoflurdn esetében, ezért ez részben magyardzhatja a két szer prekondiciondld hatésa
kozti  kiilonbséget. Szamos antiapoptotikus utvonal aktivaciojat is kimutattak
szevoflurdn expoziciot kovetden. A prekondicionalas retinoprotektiv hatdsanak pontos
mechanizmusardl nincsenek adatok, azonban azt feltételezve, hogy mind a cerebrélis,

mind a retinalis iszkémias degeneraci6 mechanizmusa hasonlo, az eddigi eredmények a
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neuroprotektiv effektus hatterében felhasznalhatoak a retinoprotektiv mechanizmusok

magyarazatara is.
2. Iszkémia indukadlta retinadegeneracio PACAP KO és vad

egereken

A latasvesztés egyik legfébb oka a retina iszkémias karosodasa, szamos betegség
hatterében (iszkémids optikus neuropatia, retinopatia arteridlis elzarodast kovetden,
vénas trombozis, diabéteszes retinopatia, csecsemdkori retinopatia, Oregségi
makulopatia, glaukoma) ez a mechanizmus all. Szamos kiilonb6z6 allatmodellt
hasznaltak  eredményesen az  iszkémias retinakdrosodds mechanizmusanak
megertéséhez, ill. a protektiv kdlcsonhatasok feltérképezéséhez.

A PACAP neurotrofikus és neuroprotektiv hatdsa igen sok kiilonb6zé modell
esetében bizonyitast nyert, igy fokalis és globalis agyi iszkémia esetén is.
Munkacsoportunk ezen eredményekre alapozva korabbi kisérleteivel bizonyitotta az
intravitrealis PACAP kezelés protektiv hatdsat BCCAO indukalta kronikus
hipoperfuzids retinadegeneracios modellben. A regeneracids folyamatokban jatszott
jelentds szerepe feltehetéleg erés embrionalis neuronalis differenciacios hatasaval
magyarazhat6. Ezen feltételezést alatdmasztjadk azon kozlemények, melyek neurondlis
sériilést kovetden aktivalodo endogén PACAP expressziordl ill. PACAP KO allatokon
neuronalis karosodas esetén csokkent toleranciar6l szamoltak be. Az endogén PACAP
veédo hatdsa iszkémids karosodas esetén is kifejezett: PACAP KO egerekben cerebralis
iszkémia modellben kiterjedtebb infarktusos teriiletet figyeltek meg. Alapozva ezen
eredményekre, jelen kisérletiinkben bizonyitottuk a PACAP KO egerek megnovekedett
érzékenységét BCCAO indukalta tranziens iszkémia-reperfuzids retinadegeneracios
modellben. Mind a fébb hisztomorfologiai paraméterek, mind az ERG vizsgalatok
szignifikdnsan nagyobb karosodast mutattak a KO allatok esetében. A vad és KO
allatok kozott az intakt retinat vizsgalva nem taldltunk kimutathato kiilonbséget. A
degenerativ hatas kisérletiinkben mind morfoldgiai, mind funkcionalis eredmények
alapjan szignifikdnsan csokkentheté volt exogén PACAP intravitreadlis adésdval.
Korébban szamos kiilonb6zé modellen bizonyitast nyert az exogén PACAP protektiv
szerepe: excitotoxikus karosodas, nervus opticus atvagas, anisomycin indukalta laesio,
UV fény indukalta degeneracid, Korasziilottek ideghartya karosodasa. Az endogén

PACAP gatlasa intravitrealisan adott antagonista hatasu PACAP6-38-cal sulyosbitotta a
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glutamat okozta excitotoxikus hatéast és aktivalta a proapoptotikus szignaltranszdukcios
utakat. Endogén PACAP teljes hianyaban a KO allatok retinaja gyorsabban 6regszik, az
oregedés soran kialakul6 karosodasok mértéke nagyobb. Az endogén PACAP részleges
hianya is kimutathatd karosodast okoz: heterozigota KO allatokat vizsgdlva NMDA
toxicitdas modellben a retindlis ganglionsejtek pusztulasa nagyobb  volt.
Munkacsoportunk eredményeihez hasonloan ezen kisérletek is bizonyitottak, hogy a
protektiv hatds 2 héttel az iszkémia-reperfiizids karosodas utan is kimutathat6, tehat a
PACAP egy hosszh hatast neuroprotektiv peptid.

Eredményeinkkel 0Osszhangban, az idegrendszeren kiviil szdmos mas
szervrendszerben is igazolodott az endogén PACAP hianyanak negativ hatasa. Renalis
ill. intesztinalis iszkémia-reperfiizio esetén a KO allatok sebezhetdsége nagyobb volt.
Az endogén PACAP antiinflammatorikus hatasanak hianyaban a KO allatok mind
colitis, mind 1éguti gyulladas modellekben sokkal sulyosabb tiineteket mutattak, a
gyulladasos aktivitas joval nagyobb volt. Doxorubicin indukalta kardiomiopatidban a
KO allatok mortalitdsa joval nagyobb volt, melynek hatterében a nagyobb mértéki
fibrozis ¢és degenerativ elvaltozasok, nagyobb mennyiségii ROS felszabadulas

igazolodott.

3. Intravitreadlis VIP kezelés protektiv hatasa iszkéemia indukalta

retinadegeneracioban

A VIP egy multifunkcionalis peptid;, vazoaktiv, immunmodulalo, anti-
inflammatorikus, viselkedést befolyasolé hatasai jol ismertek. A vele egy
peptidcsaladba tartozo, ugyanazon receptorokhoz, de mas affinitassal kot6d6 PACAP
iszkémias protektiv hatasa mellett retinoprotektiv hatasa is jol ismert. 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. Fény indukalta retinopatia esetén szintén mindkét
peptid hatdsosnak bizonyult: a PACAP csokkentette az UV-fény okozta
retinadegeneracié mértékét munkacsoportunk korabbi kisérletében. A retinaban az
endogén VIP-szint csokkenés miatt feltételezik a VIP protektiv hatasat streptozotocin
indukalta diabéteszes retinopatiaban. A PACAP protektiv hatasat ugyanezen modellben

munkacsoportunknak sikeriilt igazolnia.
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Mind a VIP, mind a PACAP protektiv hatidsa igazolddott iszkémids/hipoxids
retinalis karosodas esetén. Iszkémia-reperfuziés modellben (ophtalmicus erek lekotése)
a VIP mind intravitrealisan, mind szisztémasan adva csokkentette az oxidativ stresszt,
valamint a lipid peroxidacio mértékét. Kilencven perc iszkémia, majd 3 ora reperfaziot
kovetéen a VIP kezelt csoportokban csokkent a szovettani kdrosodds mértéke. Ezen
eredmények Osszhangban vannak jelen kisérletiink eredményeivel, melyben sikerrel
mutattuk ki a VIP neuroprotektiv hatasat a retinaban iszkémids degeneracio esetén.
Eredményeink bizonyitékot szolgaltatnak a VIP hosszl tavll neuroprotektiv hatasara is,
mivel kisérletiinkben a hatas 2 héttel a BCCAO operacidt kovetden is megfigyelhetd
volt. Kiemelendd tovabba, hogy az altalunk hasznalt dozis alacsonyabb volt, mint a
fentebb ismertetett kisérletben: 1 nmol VIP intravitrealis injektalasa mar hatisosnak
bizonyult, kisebb koncentracido esetén szovettani valtozds nem volt kimutathato.
Korabbi  eredményeinket felhasznalva  Osszehasonlitast — végeztiink, mellyel
megallapithatd volt, hogy a PACAP kezelés mar 100pmol-os koncentracioban azonos
hatéast fejt ki, mint az Inmol-os VIP kezelés. Az egy nagysagrendnyi kiilonbség az
effektiv dozisban a két szer k6zott szamos mas modellben is bizonyitast nyert korabban.
Néhany esetben ellentétes hatast is megfigyeltek: mig a neonatalis excitotoxikus
fehérallomany karosodast a VIP csokkenteni képes, a PACAP ugyanezen modellben
hatéstalan. Osszességében a rendelkezésre 4ll6 eredmények alapjan feltételezhetd, hogy
a PACAP azon modellekben effektivebb a VIP-nél, melyekben a sejtpusztulas legfobb
oka az apoptozis. Azon modellek esetén, ahol a karosodasért inflammacios
mechanizmusok felelnek, a VIP a PACAP-pal megegyezd, vagy er6sebb hatast képes
kivéltani. Jelen kisérletben hasznalt BCCAO modell esetében feltehetdleg az apoptdzis
medialta sejtpusztulds dominal, ezért bizonyult a PACAP hatasosabbnak a VIP-nél; a
retinoprotektiv mechanizmusok kialakitasaban pedig a PACAP-ra szenzitivebb PACI
receptor dominal. A PACI1 receptorra szelektiv, agonista hatdsi maxadilannal végzett
kisérleteink igazoltak ez utobbi feltevést: a BCCAO-ban PACAP kezelés mellett mar
Kimutatott retinoprotektiv hatas kivalthatd maxadilannal is.

A VIP neuroprotektiv hatasanak molekularis hattere nem teljesen ismert. A PACAP-pal
azonos affinitassal kotddik a VPACI1 és VPAC2 receptorokhoz. A PAC1 receptorhoz is
kotddik, de kisebb affinitdssal, mint a PACAP. A komplex hatds kialakitasaban
antiapoptotikus, anti-inflammatorikus, antioxidans hatasok dominalnak. Indirekt hatasa
is ismert: indukalja a neuroprotektiv fehérjék szintézisét ¢&s szekrécidjat az

asztrocitakban. A legtobb tanulmanyban a PACAP antiapoptotikus hatasat erdsebbnek
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talaltak a VIP-vel Osszehasonlitva, mig az anti-inflammatérikus hatasokat vizsgalva a

VIP bizonyult potensebbnek

4. Intravitredlis PACAP kezelés hatasa iszkémia indukdlta

retinadegeneracio eseten

Munkacsoportunk elséként bizonyitotta a PACAP retinoprotektiv hatasat
BCCAO indukalta retinadegeneracié esetén morfologiai és neurokémiai eredmények
alapjan. Arra vonatkozélag azonban, hogy a protektiv hatds funkciondlisan is
Kimutathato-e, nem voltak adataink. Elektroretinografias vizsgalatok soran egy komplex
elektromos valaszt kapunk, amelynek létrehozasaban valamennyi retinalis réteg részt
vesz a pigment epitheliumtol egészen a belsé rétegekig, képet adva igy a retina
funkcionalis allapotarél. A modszer elénye tovabba, hogy non invaziv, ismételhetd
mérésekre ad lehetdséget, igy alkalmas a funkciondlis valtozasok iddbeli kovetésére, a
retindlis diszfunkcidé korai detektalasara. Jelen kisérlettel kordbbi morfologiai és
neurokémiai eredményeinket kivantuk aldtdmasztani parallel elvégzett funkcionalis
vizsgalatokkal. A kontrollméréseink soran detektalt ERG regisztratumok mért
paraméterei minden esetben a kordbban publikalt normalérték tartoméanyokon beliil
voltak.

BCCAO hatéasara a retina perfuzioja jelentdsen csokken. A stulyos iszkémias
hatas elészor a retinalis ganglionsejteket érinti, pusztulasuk kiemelked6en magas
BCCAO-t kdvetden. Késobb a karosodas kiterjed a belsd retina tobbi rétegére, végiil a
fotoreceptorok karosodasa is bekovetkezhet. Munkacsoportunk 2 hét elteltével végzett
vizsgalatai szintén valamennyi sejtes réteg nagymértékli karosodasat mutattak.
Osszhangban korabbi publikiciokkal elmondhatd, hogy jelen kisérletiinkben a b hullam
bizonyult a legszenzitivebbnek a funkcionalis valtozasok igazolasira BCCAO indukalta
retindlis  iszkémia modellben. A PACAP funkcionalis protektiv — hatdsat
legmarkansabban ugyancsak a b hullim amplitiddjanak megvaltozasa mutatta. Korabbi
tanulmanyok az oszcilldtoros potencialokat (OP) alkalmasnak talaltdk a retinalis
cirkulacio abnormalitdsainak detektalasara. A diszfunkcidé kvantitativ, objektiv, igen
korai markereinek bizonyultak nemcsak iszkémiés karosodas, de diabéteszes retinopatia
esetén is. Utobbi megfigyelést feltehetdleg a folyamat soran romlo retinalis cirkulécio,

ill. a felszabadul6 ROS magyarazza.
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Tamaszkodva korabbi hisztologiai, €s neurokémiai vizsgalatainkra, jelen
kisérletiink eredményei alapjan elmondhato, hogy a PACAP terdpia csokkentette a
funkcionalis karosod4asok mértékét. Osszehasonlitva a preoperativ (kontroll) értékekkel,
kisérletiinkben az a és b hullamok amplitaddja erésen csokkent a BCCAO-t kdvetden, a
PACAP terapia azonban csokkentette a muitét 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
hatas, mely a vizsgalt 2 hetes intervallumaban tartdsnak bizonyult.

Kisérletiinkbdl kiemelendd két érdekes megfigyelés. Az els6, hogy BCCAO-t
kovetéen az a hulldam amplitidoja meredeken emelkedett, feltehetdleg az ardnylag
késo6i, kismértékii fotoreceptor karosodas ill. az intraretinalis feedback mechanizmusok
megszakadasa miatt. Aldtamasztja ezt az elképzelést, hogy az ONL karosodasa sokkal
kisebb mértékii volt, mint a belsd retinalis rétegeké; ill. az, hogy a fotoreceptorok
komolyabb hisztologiai eltérést nem mutattak. Masodik megfigyelésiink, hogy a b/a
arany nem emelkedett a PACAP kezelést kovetGen, ellentétben a b hullimnal
elegend6 ahhoz, hogy a fotoreceptorok retrograd karosodasa kialakuljon.

Jelen kisérletiink megfigyelései Osszhangban vannak azon korabbi
eredményiinkkel, melyben excitotoxikus retinakarosodas modellben a PACAP protektiv
hatasat morfologiai vizsgalatokkal parallel végzett funkcionalis (ERG) maddszerrel is
igazoltuk. Két kiilonb6z6é retinadegeneracios modell eredményei alapjan Osszegezve
elmondhato tehat, hogy a PACAP kezelés védé hatasa nemcsak morfologiai €s
neurokémiai valtozasokat okoz, hanem ezzel parhuzamosan a funkcié is kedvezd

irdnyban valtozik.

UJ EREDMENYEK

- Kisérleteinkkel igazoltuk az inhalaciés anesztetikumok retinoprotektiv hatasat
iszkémias allatmodellben, ill. elséként vizsgaltuk két kiilonb6z6 anesztetikum
(izofluran, szevofluran) retinoprotektiv hatasanak egymashoz viszonyitott mértékét.

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

- lgazoltuk morfometriai vizsgalatokkal az intravitrealis VIP kezelés protektiv hatasat

kronikus  hipoperfuizios modellen (BCCAO). Felhaszndlva kordbbi adatainkat
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megallapitottuk, hogy az effektiv kezeléshez sziikséges VIP dozis tizszer nagyobb, mint
a PACAP kezelésé.

- ERG vizsgalatok elvégzésével funkciondlis eredményekkel tudtuk alatamasztani a
patkdny BCCAO modellen kordbban mar hisztologiai ¢és immunhisztologiai
modszerekkel bizonyitott retinoprotektiv PACAP hatast. Non invaziv vizsgalatainkkal a

karosodas ill. a protektiv hatas id6beli lefolyasarol is tudtunk eredményeket kozolni.
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