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1. Bevezetés

A glaucoma (z6ldhalyog) a latdidegrostok lasst, visszafordithatatlan pusztulasaval jard
neurodegenerativ betegségcsoportja, amely vilagszerte az irreverzibilis latdsvesztés egyik
vezetd oka [1-3]. Két legnagyobb csoportja a primer zart zugu -, illetve az esetek 70%-4ban a
primer nyilt zugth glaucoma [1,4]. 2020-ban vilagszerte kb. 80 milli6 volt a regisztralt
glaucomds beteg, melynek szdma 2040-ig varhatéan kb. 120 milliéra emelkedik [1-3]. A
betegség rizikofaktora objektiven mérhetd, jellemzéen magas szembelnyomas (IOP > 21
Hgmm [2,3,5]) amely szovédménye a progressziv opticus neuropathia, ami kezeletleniil az
esetek jelentds részében irreverzibilis latdskarosodast okoz [2,3]. A betegség sordn a
megemelkedett proinflammatorikus citokinek altal indukalt gyulladasos reakciok [3,6] és karos
szabadgyokképzodés [3,7] megfigyelheték a szem legtobb szdvetében [3,8]. Jelenlegi
ismereteink szerint a glaucoma nem gyogyithatd [9], de a betegség korai felismerésével és
megfeleld kezelésével a progresszié mértéke lassithato, a latds megdrizhetd az esetek jelentds
részében [9]. A jelen standard glaucoma-kezelési eljarasok elsdsorban az IOP csokkentésére
iranyulnak farmakologiai, 1ézeres és/vagy sebészeti uton [2,3]. Napjainkra a komplementer
glaucoma-terapidk lényeges nézopontjava valt a neuroprotekcio, melynek célja a retinalis
ganglionsejtek apoptozisdnak €s funkciondlis romlasanak a lassitésa [3].

A zoldhalyog kezelésében alkalmazhatd neuroprotektiv gyogyndvényi terapiak
hatdsossagaval kapcsolatban nem rendelkeziink evidencidkon alapul6 ajanlasokkal [2]. Az
alkalmazott gyogyndvény-alapti készitmények szama alacsony, azonban mind a termékek
megjelenése, mind a paciensek fokozodd érdeklddése prediktalhaté [10]. 2010-ben a
megkérdezett kanadai glaucomas paciensek 13,6%-a nyilatkozta, hogy hasznal antiglaucomas
szemcseppjei mellett komplementer gyogymodot (34,5%-ban gyogyndvény alapu terapiat,
22,7%-ban diétat és 18,8%-ban étrendkiegészitdket), ugyanakkor ezekrdl 62,5%-uk nem
tajékoztatta kezeldorvosat [10,11]. Egy 2014-es felmérés soran kideriilt, hogy a fiatalabb
kanadai szemészorvosok (a valaszadok 26%-a) kérdeznek ra inkabb pacienseiknél a
komplementer gyogymodok hasznalatara [12]. Ezek alapjan semmiképpen sem lebecsiilendd a
nem konvencionalis gyogymodok novekvd igénye mind a kezeldorvosok, mind a glaucomas
paciensek részérdl [10-12]. A szakirodalom tobb mint 30-féle étrendkiegészitd vizsgalatat
ismerteti a neuroprotekcio €s a retinalis keringés javitasa céljabol, azonban az eredmények nem

egységesek, és nem emelhetdk evidence-based szintre [3,13-16].



A dolgozatban ismertetésre keriilé gyogyndvény kombinacid szabadalmi bejelentés
alatt all (bejelentés szama: P2500037). Az altalunk alkalmazni kivant kombinalt gydégyndvény
Osszetevoket szembetegségekkel kapcsolatos szakirodalomban eléfordulo kémiai hatéanyagaik
¢s hatasaik alapjan valasztottuk:

A Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) széles korben alkalmazott fiiszer- és
gyogynovény. Fobb hatdanyaga, a rozmaringsav tobb jelatviteli utvonalat modulal, igy példaul
a VEGF (vaszkuléris endothelialis ndvekedési faktor) és az acetilkolin-észteraz (AChE)
gatlasat [17-19], ezaltal hozzajarulhat a hypoxia-indukalt angiogenezis ¢és annak
szovodményeinek megeldzéséhez. Emellett gatolja a TGFp (transzformalé novekedési faktor
béta), IL (interleukin)-6 és TNFa (tumor nekrozis faktor alfa) proapoptotikus ¢&s
proinflammatorikus faktorokat is, részben az NFkB/p65 utvonalon keresztiil [17-19]. A
rozmaringsavat nyulmodellekben antiangiogén és antifibrotikus hatdsai miatt alkalmaztak
kisérletes trabeculectomia sordn, valamint intravitrealis implantditumokban is [19,20]. Ezen
kutatasok a szemnyomascsokkentd és a betegség progresszidjara gyakorolt hatasat azonban
még nem vizsgaltak. Allatkisérletekben a rozmaringsav retinalis toxicitdst nem mutatott, még
magas dozisban sem [17-20]. Tovabbi bioaktiv vegyiiletei, mint a karnozinsav és karnozol,
szintén hozzajarulnak antioxidans és terapias hatdsaihoz [21,22].

A Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae) egy masik, nem toxikus élelmiszeripari- és
gyogynovény. Egy glaucomds dallatmodellben végzett vizsgalat szerint vizes kivonata
csokkentette a szemnyomast, feltehetéen az AChE gétlasa révén [23]. F6 hatdanyaga a transz-
anetol, amely gyulladascsokkentd, antioxidans (aldoz-reduktéz gétld) aktivitassal rendelkezik
[23-25]. A nOvény szerves savjai kozott jelentds mennyiségben talalhaté rozmaringsav is.
Régcsalomodellekben az édeskdmény neuroprotektiv hatisat irtdk le, amely a microglia
aktivitas gatlasa, az asztrocitdk aktivacidja, valamint az AChE- és GABA (y-aminovajsav)-erg
hatasok révén valosult meg [24,25], ugyanakkor szemészeti neuroprotektiv hatasait még nem
vizsgaltak.

A Helichrysum italicum (Roth) G. Don fil. (Asteraceae) flavonoidokat, példaul rutozidot
¢s klorogénsavat tartalmaz, melyek gyulladascsokkentd és antioxidans hatasuak. Ezek géatoljak
az NF«B, IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8 és prostaglandin-E2 utvonalakat, valamint eldsegitik a
szoveti regeneraciot [26,27]. Emellett hatdssal vannak az 5-lipoxigendz ¢és ciklooxigenaz
(COX-1 ¢és COX-2) gyulladdsos tutvonalakra is [28]. Bar ezen tulajdonsigai alapjan
feltételezhetd neuroprotektiv potencidlja glaucoma esetén, a H. italicum hagyomanyosan nem
szerepel a népgydgyaszatban szemészeti betegségek kezelésére, és szemészeti hatasait eddig

nem vizsgaltak [26-28].



2. Problémafelvetés / Célkitiuzés

A glaucoma egy neurodegenerativ betegségcsoport, amely vilagszerte az egyik vezetd
oka a visszafordithatatlan vaksagnak. Bar a betegség multifaktorialis, az egyik legjelentdsebb
rizikofaktor a megemelkedett IOP. A jelenlegi terapids megkozelitések — mint a szemcseppek,
1ézeres és sebészeti beavatkozasok — elsddleges célja az IOP normalizaldsa. Fontos azonban
megjegyezni, hogy ezek a modszerek nem képesek visszaforditani a mar bekovetkezett
idegrostkarosodast. A kezelések hatékonysagat az alkalmazott antiglaucomas készitmények
lehetséges mellékhatasai, tovabba a betegek complience is nagymértékben befolyasolja. Az
alkalmazott kezelések terapids valasza is egyénenként jelentdsen eltérhet. A neuroprotektiv
kezelések, melyek célja a latoideg tovabbi karosodastol vald védelme, jelenleg még nem
képezik a standard terapias protokoll részét. Ennek oka, hogy hatdsmechanizmusuk, klinikai
hatékonysaguk és hosszl tdvu biztonsagossaguk még nem teljesen tisztazott. A piacon elérhetd
szemcseppek koziil a brimonidin hatdéanyag esetében rendelkeziink bizonyos evidenciaval a
neuroprotektiv  hatdsara vonatkozoan, azonban tovabbi kutatasok sziikségesek a
hatdasmechanizmus tovéabbi tisztdzasara. Ezzel parhuzamosan egyre nagyobb érdeklddés
mutatkozik a természetes eredetli, gyogyndvény-alap terapidk irant, bar a fitoterapids
étrendkiegészitok €és mas novényi szerek alkalmazésa a glaucoma teriiletén még nem elterjedt.
Egyre tobb kutatds iranyul a novényi hatéanyagok IOP-csokkentd, antioxidans és
neuroprotektiv potencialjara, ami igéretes utakat nyithat meg a glaucoma jovObeni kezelési

stratégiakban.

Célkitiizés

Kutatasunk célja annak vizsgalata volt, hogy az altalunk fejlesztett, hdrom gydgyndvény
kivonatanak kombindaciojat tartalmazd szemcsepp alkalmas-e a glaucomas karosodas
mérséklésére. Ennek keretében az alabbi hipotéziseket fogalmaztuk meg, amelyek kisérletes

vizsgalata kutatasunk céljat képezte:
L. Feltételezziik, hogy a Rosmarinus officinalis, Foeniculum vulgare és Helichrysum
italicum hatéanyagokat tartalmazé kombinalt gyogyndvény-alapu szemcsepp
szignifikansan csokkenti a szemnyomast a mikrogyongy-indukélt glaucomas

patkanymodellben.



II.

I1I.

3.

Feltételezziik, hogy a kombinalt gyégyndvényi szemcsepp antiinflammatorikus és
antioxidans hatdsai révén mérsékli az opticus neuropathia progresszidjat, amit a
retina szerkezeti (OCT), funkcionalis (ERG) ¢s molekularis (Western blot,
immunhisztokémia) markereinek javulasa jelez.

Feltételezziik, hogy a harom gyogynovényi kivonat kombindcidja hatékonyabb,
mint az egyes ndvények kivonatainak 0Onallo alkalmazdsa, és szinergista

szemnyomascsokkentd €s neuroprotektiv hatast eredményeznek.

Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok

A gyogyndvényi hatéanyagok farmakoldgiai és toxikologiai vizsgalatat Sprague-

Dawley him patkanyokon (300-500 g, 2 honapos, Charles River Laboratorium) végeztiik. A

kisérlet a 1998. évi XXVIII. torvény elbirasainak megfeleléen a PTE Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaganak engedélyével végeztikk (engedélyszam: KA-3637; BA02/2000-68/2022). Az
allatok tartisat a PTE-AOK Anatomiai Intézet biztositotta (engedélyszam: BAHUO0104L07).

Az éllatokat az alabbiak szerint csoportositottuk:

(1) abszolut kontrollesoport (PBS injekcio az eliilsé csarnokba (10 ul) + Hyabak
miikdnny® szemcsepp) (n = 11); 1asd késébb eredmények résznél PBS + P roviditéssel
a csoport.

(2) hatéanyaggal kezelt kontrollcsoport (PBS injekcid az eliils6 csarnokba (10 pl) +
gyogynoveényi hatéanyagok szemcseppben alkalmazva) (kombinalt készitmény (X): R.
officinalis; F. vulgare; H. italicum hatdanyagokbol (n = 7), kiilon hatéanyagonkénti
vizsgalat (I.) R. officinalis: (n =5), (IL.) F. vulgare: (n =5), (I11.) H. italicum: (n = 5);
lasd késobb eredmények résznél PBS + H roviditéssel a csoport.

(3) placebo kezelt glaucomas csoport (mikrogyongy injekcio az eliilsé csarnokba (10
pm gydngyatmérd; 10ul; 7,2x10° gyéngy/ul) + Hyabak miikdnny® szemcsepp) (n =22);
lasd késObb eredmények résznél Bead + P roviditéssel a csoport.

(4) hatéanyaggal kezelt glaucomas csoport (mikrogyongy injekcid az eliilsd
csarnokba (10 pum gydngyatmérd; 10ul; 7,2x10° gydngy/ul) + gyogyndvényi
hatéanyagok szemcseppben alkalmazva) (kombinalt készitmény (X): R. officinalis; F.
vulgare; H. italicum hatéanyagokbol (n = 16), kiilon hatéanyagonkénti vizsgalat (1.) R.



officinalis (n = 5), (IL) F. vulgare (n = 5), (IIl.) H. italicum: (n = 5); lasd kés6bb

eredmények résznél Bead + H roviditéssel a csoport.

Az elemszamokat Szabd €s munkatarsainak 2021-es hasonlé modszertannal végzett
kisérletei [29], valamint hazai és nemzetkozi szakirodalmi adatok alapjan becsiiltiik. A pontos
meghatarozashoz G*Power a priori analizist végeztiink. A 4 vizsgélati csoport tesztje (o =0,05)
szerint 345 éllat sziikséges a 90%-0s megbizhatdsaghoz (effect size: 0,204; partial n?> = 0,04).
Ennek alapjan a tervezett mintaclemszam: allergiateszthez n = 4 éllat (8 szem), kombinalt
novényi hatdanyagvizsgalathoz n = 42 allat (84 szem), kiilonallé hatéanyagokhoz n = 40 allat
(80 szem), 0sszesen n = 86 allat (172 szem). A kizarasi kritérium: a 0. napi mérés soran észlelt

szemészeti eltérés (pl. heges cornea, abnormalis retina).

3.1.1. Allatmodell kialakitssa

A kisérleti allatokat ketamin (90 mg/kg) és xilazin (10 mg/kg) intraperitonedlis
kombinéciojaval altattuk [29,30]. A szemkornyéket Braunol oldattal fert6tlenitettiik. A 3. és 4.
csoportban mindkét szembe glaucomat indukaltunk fluoreszcens polisztirol mikrogydngyok
(10 um; 3,6 x 10° gydéngy/ml; 10 pl/szem) eliilsd csarnokba torténd injektalasaval (Hamilton
fecskendd, 33G). Az 1. és 2. csoportban kontrollként PBS oldatot (10 pl/szem) injektaltunk,

aloperacios modellt 1étrehozva. Az injektalast két hét milva megismételtiik [29].

3.1.2. Allatok fajdalommonitorozasa és terminalisa

A fajdalmas beavatkozasokat (kivéve szemcseppentés, szemnyomdsmérés) ketamin-
xilazin altatdsban végeztiik [29]. Az altatas mélységét reflexvizsgalattal ellendriztik. A
vizsgalatok utan az allatokat megfigyeld helyiségbe helyeztiik, ahol ébredésiikig monitoroztuk
Oket, majd fajdalomcsillapitast kaptak (Algopyrin™, 200 mg/kg). Az allatok terminélasa
izofluran—oxigén keverékkel végzett altatdsban tortént decapitatioval, amely minimalizalja a

szemszoOvetek ischaemias karosodasat [29,31,32].

3.1.3. Allatok szemcseppes kezelése

A glaucoma kezelésére olyan vizbazisu, izotonizalt, steril és konzervalt szemcsepp-
formulat fejlesztettiink ki, amely napi kétszeri lokalis alkalmazassal biztonsagosan és célzottan
adagolhato. A készitmény eldnye a gyors szoveti penetracid, a természetes eredetli hatéanyagok
non-toxicitasa, valamint a fokozott stabilitas és biologiai hasznosulds. Hirom gydgyndvény

hatdanyagait kiilon-kiilon és kombinalt formaban is vizsgaltuk. A kombinalt készitmény 1%-
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os natrium-hialuronat alapti miikonnyben tartalmazott rozmaringsavat (=98% ex Rosmarino
officinalis, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Foeniculum vulgare ill6olaj-diluendumot
(Formulae Normales diluendum foeniculi sine alcoholo ex aetheroleo Foeniculum vulgare,
Adrienne Feller Cosmetics Zrt., Jaszfényszaru, Magyarorszag) ¢és Helichrysum italicum
hidrolatumot (Adrienne Feller Cosmetics Zrt., Jaszfényszaru, Magyarorszadg). A
kontrollcsoport placebo-kezelésként tartdsitoszermentes Hyabak® miikdnnyet kapott. A
kezelést a gyongybeadas utani naptol kezdtiik, naponta kétszer (reggel és délutan) mindkét

Szemen.

3.1.4. Szemcsepp-allergia és distressz-monitorozas

A fajdalom és distressz értékeléséhez Patkany Grimasz Skalat (Rat Grimace Scale) és
patkany arckifejezésen alapul6 fajdalomértékelési (Rat Facial Activity Pain Coding) modszert
alkalmaztunk [33-35]. A szemcseppek esetleges irritald hatasat a Schreiber-féle szaruhartya

bortssag skala és a kotéhartya hiperémia skala alapjan értékeltiik [36,37].

3.2. Hatéanyag stabilitas vizsgalat

A szemcsepp stabilitdsat a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Kémiai Intézetében
veégeztilk RP-HPLC és LC-MS modszerekkel. A marker vegytiletként hasznalt rozmaringsavat
(>98%, Sigma-Aldrich) natrium-hialuronat alapt vehiculumban oldottuk. A mintakat +4 °C-on
¢és szobahOmeérsékleten taroltuk, majd 3, 6, 8, 11 és 14 nap elteltével vizsgéltuk. A méréseket

Agilent 1200 HPLC rendszerrel és Waters SQ Detector tomegspektrométerrel végeztiik [38].

3.3. IOP mérés

Az IOP-t hetente, nem invaziv médon mértiik rebound tonométerrel (TonoLab, iCare,
Finnorszag) mindkét szemen (n = 83), a gyogyndvény-hatdanyagok szemnyomasra gyakorolt
hatasanak értékelésére. Minden mérés sordn 6 ismétlést végeztiink reggel 7-9 ora kozott, az
eredményeket szemekre lebontva 4tlagoltuk. A szaruhartya védelmére Corneregel®

szemkenOcsot alkalmaztunk.

3.4. Elektroretinografia (ERG)
A latasfunkci6 kiindulasi allapotanak rogzitésére minden egyednél (n = 40) scotopikus
ERG-vizsgélatot végeztiink a 0. napon, majd a gyongybeadast kovetden a 4. és 8. héten

megismételtik. Az dallatokat sotéthez adaptaltuk (>12 o6ra), majd ketamin—xilazin



kombinécioval altattuk. Pupillatagitast kovetden vords fény mellett (632 nm) aktiv elektrodéakat
helyeztiink a szaruhdartyara, referencia- és foldeld elektrédakat szubkutan rogzitettiink. A retina
valaszait 50 z6ld LED fényimpulzussal (503 nm, 5 cd-s/m?, 0,25 Hz) valtottuk ki, majd a jeleket

elOerdsitettiik, erdsitettiik €s digitalizaltuk.

3.5. Optikai koherencia tomografia (OCT)

A szemek in vivo képalkotasat spectral domain OCT késziilékkel (Bioptigen, USA;
InVivoVue Clinic szoftver, Leica Microsystems) végeztiik (n = 69). A vizsgélat soran nagy
felbontasti képeket rogzitettiink a retina szerkezetérdl a betegség lefolydsanak nyomon
kovetésére. Az els6é mérés a 0. napon, az ERG utan, pupillatagitott, altatott allatokon tortént,
majd a vizsgalatot a 4. és 8. héten ismételtiik meg. A szaruhdrtya védelmére tartositoszermentes
miikdnnyet alkalmaztunk (Systane®). A felvételekhez 6 mm-es retina lencsét hasznaltunk,

amely 3,2 x 3,2 mm-es teriiletet fedett le (1000 A-scan x 100 B-scan x 3).

3.6. Ganglionsejt valtozasainak analizise retina whole-mount preparatumon

A szemeket (n = 28) 4%-o0s paraformaldehiddel fixaltuk, majd a retinakat izolaltuk és
blokkoltuk (szamar- és szarvasmarhaszérum). Az egér anti-Brn3a primer antitesttel tortént
inkubélast kovetden Alexa Fluor-594 konjugélt masodlagos antitesttel jeldltik a
ganglionsejteket. A preparatumokat Fluoroshield fedéanyaggal fedtiik le, €s Nikon Eclipse 801
epifluoreszcens mikroszkoppal vizsgéltuk. A sejtszamlalast Image) szoftverrel végeztik, 8

meghatérozott retinalis régidban (4 centralis, 4 periférias), 500 x 500 um?-es teriileteken.

3.7. Retinalis erek elemzése Isolectin-B4 festéssel retina whole-mount preparatumon

A fixalt retindkat biotinilalt Griffonia simplicifolia (DC.) Baill. (Fabaceae) isolectin-B4
(Alexa Fluor 568) segitségével jeloltiik. A preparatumokat Nikon Eclipse 801 mikroszkoppal
rogzitettiik (4x nagyitas, ~2500 x 2500 pm, 150 pm/pixel). A képeket kontrasztjavitas utdn
Image] szoftverrel elemeztiik, ahol az érteriilet aranyat, ératmérdket és vaszkularis denzitast

kvantifikéltuk tobbcsatornés képek alapjan.

3.8. Western blot fehérjeanalizis
A Western blot vizsgalatokhoz csoportonként négy retinaszévetbdl (n = 54) készitett
homogenizatumot hasznaltunk. A mintdkat -80 °C-on taroltuk, majd Ultra-Turrax és Potter

homogenizatorral, lizispuffer (50 mM Tris, 50 mM EDTA, 0,5% proteéaz- €s foszfataz-inhibitor)



segitségével homogenizaltuk. A fehérjekoncentraciot DC™ Protein Assay kittel hatiroztuk
meg. A mintdkat Laemmli pufferrel higitottuk, forralds és centrifugalas utin SDS-PAGE gélen
valasztottuk szét (20 pg/sav), majd nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membranokat 5%
zsirmentes tejfehérjével blokkoltuk, majd elsédleges antitestekkel inkubaltuk (pl. anti-GAPDH,
-NF«B, -GFAP, -Bax, -BDNF, -CREB, -HIF1a, -p38-MAPK). A mésodlagos, tormaperoxidaz-
konjugalt antitestekkel torténd jeldlést kovetden a fehérjesavokat ECL szubsztrattal detektaltuk.
A kisérleteket haromszor ismételtiik, az eredményeket Imagel szoftverrel kvantifikaltuk, a

savintenzitasokat GAPDH-hoz normalizaltuk.

3.9. Statisztikai elemzés

A kapott adatokon normalitas tesztet, majd kétutas ANOVA varianciaanalizist végeztiink.
Fischer post hoc analizis segitségével (Origin2018 64bit és R Software). Az ERG vizsgalathoz
kétmintds t-probat alkalmaztunk Welch-korrekciéval az F-probahoz (Origin2018 64bit ¢és
Microsoft Excel). Az eredményeket grafikusan GraphPad Prism 5 €s R Software segitségével
abrazoltuk. Az adatokat ,atlag + SEM” tiintettiik fel, ahol a p <0,05 kiilonbségeket

szignifikansnak tekintettiink.

4. Eredmények

4.1. Gyogynovény- hatoanyagu szemcsepp tulajdonsagai

A 8 hetes kezelési periddus alatt a szemcseppek alkalmazasa nem okozott allergiés
reakciodt, szemfelszini karosodast vagy egyéb mellékhatdst sem a vizsgalt kombinalt
készitménnyel, sem a placebo (Hyabak®) kezeléssel. A H. italicum-ot tartalmazd szemcsepp
esetén Ot szemen enyhe corneaddéma ¢s kotohartya-hiperémia jelentkezett, feltehetéen a nem
megfeleld IOP-csokkentés kovetkeztében. A Rat Grimace Scale és a Rat Facial Activity Pain
Coding értékei minden csoportban 0 pontot mutattak, igy fajdalomcsillapitasra nem volt
sziikség. A szemcsepp stabilitasait RP-HPLC és LC-MS moddszerekkel vizsgaltuk a Szegedi
Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Orvosi Vegytani Intézetének
kozremitkddesével (Dr. Toth Gabor és munkatarsai). A rozmaringsav tartalom 10 nap utan 5%-
kal, 14 nap utdn 20%-kal csokkent szobahdmérsékleten, ami megfeleld stabilitast jelez. A
készitmény hiitott tarolas mellett (4 °C) 8 héten at megdrizte bioaktivitdsat. A kombinalt
készitmény bizonyult a legoptimalisabbnak a mellékhatasok elkeriilése és a stabilitas

szempontjabol.



4.2. Gyogynovény- hatoanyagu szemcsepp szemnyomasra kifejtett hatasa

A mikrogyongy-implantacio sikeresen kivaltotta a csarnokzug elzarodasat és az 10P
emelkedését. A placebo-kezelésli glaucomés csoportban (Bead + P) az IOP szignifikansan
emelkedett, mig a kombinalt hatéanyaggal kezelt glaucomas csoportban (Bead + H(x)) mar az
elsé héttdl kezdddden szignifikans IOP-csokkenés volt megfigyelhetd (p < 0,001), amely a 8
hét soran végig fennmaradt. A kombinalt készitmény hatékonysagat alatamasztja, hogy az IOP-
értékek az egészséges kontrollcsoport (PBS + P) szintjén maradtak, és a gyongybeadast kovetd
IOP-kiugrasokat is hatékonyan megeldzte. A kiilonallo hatéanyagokat tartalmazé szemcseppek
(Bead + Hq), Han, Ham) szintén csokkentették az IOP-t, de nem olyan mértékben, mint a
kombindlt készitmény. A R. officinalis (rozmaringsav) monoterapidban szignifikans, de
mérsékelt IOP-csokkentést eredményezett, ami nem bizonyult elegendének a glaucomas
progresszid megelézésére. A F. vulgare kivonat szintén csokkentette az I1OP-t, de
neuroprotektiv hatdst nem mutatott. A H. ifalicum kivonat a 8. hétre szignifikans 1OP-
csokkenést eredményezett, de a gyongybeadast kovetd IOP-kiugrasokat nem tudta hatékonyan
megelézni. Osszességében a kombinalt gyogyndvény-hatdanyagi szemcsepp bizonyult a
leghatékonyabbnak az IOP kontrolldldsdban, és a glaucomas modellben a legkedvezdbb

terapias profilt mutatta.

4.3. A gyogynovény-hatoanyagu szemcsepp latasfunkciora kifejtett hatasa

A scotopikus ERG-vizsgélatok sordn a kontrollcsoportokban (PBS + P és PBS + H(x))
az a- ¢s b-hulldm amplitidoi nem kiilonboztek szignifikansan (p > 0,05), jelezve, hogy a
kombinalt hatbanyag 6nmagaban nem befolyasolja a retina funkciojat. A glaucomas placebo
csoportban (Bead + P) azonban szignifikans csdkkenés volt megfigyelhetd az a-hulldm (p =
0,01) és b-hullam (p = 0,02) amplitidoiban a kontrollhoz képest, ami a retina funkciéromlasat
jelzi. A kombinalt hatéanyaggal kezelt glaucomas csoportban (Bead + H)) az ERG-
hullamformak a kontrollcsoportokéhoz hasonl6ak maradtak, ami funkcionalis védelmet jelez.
Az oszcillacids potencidlokban nem volt szignifikans kiilonbség a Bead + P és PBS + P
csoportok kozott (p = 0,26), azonban a teljes hulldmanalizis alapjdn a kombinalt készitmény

hatékonyan meg0rizte a retina elektromos aktivitasat a glaucomas allapot ellenére is.
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4.4. A gyogynovény-hatoanyagu szemcsepp retina szerkezetére Kkifejtett hatasa (OCT,
nativ szovettan)

Az OCT-vizsgalatok alapjan a glaucomas placebo csoportban (Bead + P) szignifikans
retinavastagsag-csokkenés volt megfigyelheté a 4. és 8. héten, kiillonosen az OPL—ONL ¢és
RNFL-INL rétegekben (p = 0,01). Ezzel szemben a kombinalt hatéanyaggal kezelt glaucomas
csoportban (Bead + Hx)) a retina rétegeinek vastagsdga a kontrollcsoportokéhoz hasonld
maradt, jelezve a kezelés neuroprotektiv hatdsat. A harom kiilonalld gydgynovényi kivonat
kozil a H. italicum (Bead + Ham) kezelés nem mutatott szignifikdns eltérést a
kontrollcsoportokhoz képest, mig a R. officinalis (Bead + Hq) és F. vulgare (Bead + Har)
csoportokban szignifikins RNFL-INL rostcsokkenés volt megfigyelhetd (p < 0,01), ami a
gyengébb neuroprotektiv potencidlra utal. Osszességében a kombinalt készitmény hatékonyan
meglrizte a retina szerkezeti integritdsat glaucomds koriilmények kozott, mig az egyes

hatéanyagok dnmagukban kevésbé bizonyultak aktivnak.

4.5. Gyogynovény-hatéoanyagu szemcsepp retinalis ganglionsejtek mennyiségére kifejtett
hatasa immunhisztokémiai (Brn3a whole-mount) jeloléssel

A Brn3a immunhisztokémiai jel6lés alapjan a kontrollcsoportokban (PBS + P, PBS +
Hx) nem volt megfigyelhetd jelentds retinalis ganglionsejt-szamvaltozas. A glaucomas
placebo csoportban (Bead + P) azonban szignifikans ganglionsejt-veszteség volt kimutathato,
mig a kombinalt hatdanyaggal kezelt glaucomas csoportban (Bead + H(x)) a ganglionsejt-szam
a kontrollértékekhez hasonloan alakult, mind centralis, mind periférias régiokban (p < 0,001),
jelezve a neuroprotektiv hatast. A kvantitativ elemzés szerint a Bead + Hx) csoportban a
ganglionsejtek talélése 16%-kal (centralis) és 27%-kal (periférias) magasabb volt, mint a
glaucomas placebo csoportban. Az egyes hatdéanyagokat kiilon vizsgalva a F. vulgare és R.
officinalis kivonatokkal kezelt csoportok nem mutattak szignifikans kiilonbséget a glaucomas
placebo csoporthoz képest, mig a H. italicum kivonat periférids régidban szignifikans
ganglionsejt-megtartast eredményezett (p = 0,02). Osszességében csak a kombinalt hatéanyag
alkalmazasa biztositott teljes korti védelmet a ganglionsejtek szamara, mig az egyes

komponensek 6nmagukban nem nytjtottak megfeleld neuroprotektiv hatast.
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4.6. Gyogynovény-hatéanyagi szemcsepp retina érhalézatara Kkifejtett hatasa
immunhisztokémiai (isolectin-B4) jeloléssel

Az isolectin-B4 immunjel6lés alapjan a kontrollcsoportokban (PBS + P, PBS + Hx)) a
retinaerek morfoldgiaja megtartott volt. A glaucomas placebo csoportban (Bead + P) azonban
microaneurizmdk €s microangiopathids elvaltozasok jelentek meg, utalva a retina ischaemiés
karosodasara. Ezzel szemben a kombinalt hatéanyaggal kezelt glaucomas csoport (Bead + Hx))
retinalis érhaldzata a kontrollcsoportokéhoz hasonld morfoldgiat mutatott. A retinalis érstirtiség
kvantitativ elemzése alapjan a Bead + P csoportban szignifikdns csokkenés volt megfigyelhetd
(58,73 £+ 1,69%) a kontrollhoz képest (PBS + P: 66,55 + 2,36%; p = 0,02). A kombinalt
hatéanyaggal kezelt csoport (Bead + Hx)) értékei (60,94 + 1,47%) nem kiilonboztek
szignifikansan a glaucomas placebo csoporttol (p = 0,48), de a kontrollhoz viszonyitva
kozelitették a normal értékeket (p = 0,07), ami endothelvédd hatasra utal. A kiilonallo
hatéanyagokkal kezelt glaucomas csoportok (Bead + Hq), Han, Ham) szintén szignifikéns
érstiriség-csokkenést mutattak a kontrollhoz képest (p < 0,05), de nem kiilonboztek a Bead +
P csoporttdl. Az R szoftverrel végzett hatékonysagi elemzés alapjan a kombinalt készitmény
szignifikansan jobb eredményeket mutatott, mint az egyes komponensek, megerdsitve a

kombinaci6 szuperioritasat a retindlis mikrokeringés védelmében.

4.7. A gyégynovény-hatéanyagi szemcsepp Western blot protein analizissel mérhet6
tulajdonsagai

A Western blot vizsgalatok célja a kombindlt gyogyndvényi hatdéanyag biokémiai
hatdsmechanizmusénak feltarasa volt, kiilonos tekintettel az apoptozis, gyulladas, stresszvélasz
és neovaszkularizacié jelzéfehérjéire. A GAPDH bels6 kontrollként egyenletesen
expresszalodott minden mintdban. A glaucomas placebo csoportban (Bead + P) szignifikansan
emelkedett az NFkB (p = 0,01), GFAP (p <0,001), Bax (p =0,001), BDNF (p =0,007), CREB
(p = 0,006) és HIF1-a (p = 0,01) expresszio, utalva a stressz-indukalt sejtkarosodasra, glialis
aktivaciora, apoptozisra és hipoxiara. A p38-MAPK szint emelkedést mutatott, de nem volt
szignifikans (p = 0,16). A kombinalt hatdéanyaggal kezelt glaucomas csoportban (Bead + Hx))
az NFkB, GFAP, Bax, BDNF, CREB ¢és HIF1a expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a
Bead + P csoporthoz képest, és kozelitett a kontrollértékekhez (PBS + P), jelezve a
neuroprotektiv, gyulladascsokkentd €s anti-hipoxids hatast. A p38-MAPK szint mérséklodése

a retinalis ganglionsejtek axonalis transzportjanak védelmét is feltételezi.
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5. Megbeszélés

5.1. Elért eredmények

A jelen kisérletsorozatban elért eredményeink egyértelmiien igazoltak, hogy az altalunk
kifejlesztett, harom gyogyndvényi hatdoanyagot tartalmazo kombinalt szemcsepp egyszerre
rendelkezik szignifikans IOP-csokkentd, gyulladdscsokkentd, antioxidans és neuroprotektiv
hatassal a mikrogyongy-indukalt glaucomas patkanymodellben.

Vizsgélataink azt mutattak, hogy a kombinalt készitmény mar az els6 héttél kezdédden
hatékonyan mérsékelte az IOP-emelkedést, megdrizte a retina funkcionalis és szerkezeti
integritasat (ERG, OCT), novelte a retinalis ganglionsejtek tulélését, valamint csokkentette a
gyulladésos, apoptotikus és hipoxias jelatviteli utak aktivaciojat (Western blot,
immunhisztokémia). Mindezek alapjan a készitmény hatékonysaga meghaladta az egyes
hatéanyagok 6nall6 alkalmazasaval elérhetd eredményeket, ami a gyogyndvényi komponensek

szinergista hatasat valosziniisiti.

5.2. Gyogynovény- hatoanyagu szemcsepp szemnyomasra kifejtett hatasa

F. vulgare kivonat IOP-csokkentd hatdsat korabban egy olyan nyul-modellben irtak le,
amelyben csak atmeneti IOP-emelkedést valtottak ki, és moddszertani megbizhatosaga
korlatozott volt [23]. Tanulmanyunkban igazoltan csokkentette az IOP-t, de neuroprotektiv
hatast nem sikeriilt kimutatnunk. Feltételezésiink szerint a F. vulgare rendelkezhet inherens
IOP-csokkentd hatassal vagy a corpus ciliare nempigmentalt sejtjein (pl. B-blokkolok) vagy az
uveoscleralis elfolyast javitja (pl. prosztaglandin analdégok), de a hatdsmechanizmus jelenleg
még nem tisztazott. A H. italicum kivonat szintén csdkkentette az IOP-t, de szaruhartya-
bortssagot és kotéhartya-hiperémiat okozott, igy monoterdpidra nem alkalmas. A kombinalt
készitmény hatdsmechanizmusa részben a gyulladdsos mediatorok (NFxB, IL-6, TNFa)
gatlasan alapulhat [17-19], hasonldan a topikalis szteroidokhoz akut csarnokzugzarodas esetén
[5,39,40], de azok hosszutava IOP-emeld mellékhatdsa nélkiil. A szinergizmus révén nemcsak
a hatékonysag nétt, hanem a potencialis mellékhatasok is csokkentek. Ez a megkdzelités
kiilonosen elonyods lehet szteroid-érzékeny (reszponder) paciensek esetén. A kombinalt
készitmény az IOP-kiugrasokat is hatékonyan megeldzte az 1. és 4. héten, mig az egyes
hatéanyagok ezt nem tudtik biztositani. A hatds farmakologiai mechanizmusa jelenleg nem
teljesen ismert, de a korabbi szakirodalmi adatok alapjan gyulladascsokkentd €s antioxidans
utvonalak (NF«kB, IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8 ¢s PGE;) modulécioja feltételezhetd [3,28].

Osszességében a kombinalt gydégyndvényi szemcesepp biztonsagos, hatékony és jol toleralhato
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alternativat jelenthet a glaucoma kezelésében, kiilonosen olyan esetekben, ahol a szintetikus

szerek mellékhatasai korlatozzak a terapias lehetoségeket.

5.3. A gyogynovény-hatoanyagu szemcsepp latasfunkciora kifejtett hatasa

A latasfunkcid6 nyomon kovetésére alkalmazott scotopikus ERG-vizsgalat soran a
glaucomas placebo csoportban (Bead + P) szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd az a- és
b-hullam amplitadokban, mig a kombinalt hat6anyaggal kezelt csoportban (Bead + Hx)) a
hulldimformak a kontrollcsoportokéhoz hasonldéak maradtak, jelezve a funkcionalis
neuroprotekciot. Habar a szakirodalom a b-hullamot jeloli meg altalanosan az IOP valtozasra
érzékeny elektrofizioldgiai indikatordnak [41], a mi kisérletiinkben nem ezt tapasztaltuk. A
szakirodalom alapjan az a-hulldm érzékenyebb lehet a korai fotoreceptor-karosodésra, mint a
b-hullam, amit jelen vizsgalatunk is alatamasztott [42,43]. A kombinalt készitmény hatasa igy

nemcsak szerkezeti, hanem funkcionalis szinten is igazolhat6.

5.4. A gyogynovény-hatéoanyagi szemcsepp retina szerkezetére kifejtett hatisa (OCT,
nativ szovettan)

A szakirodalom szerint a glaucomads progresszi6 soran nemcsak a ganglionsejtek, hanem
a teljes vertikalis retinattvonal is karosodhat, beleértve a fotoreceptorokat ¢s az RPE-t is
[29,42-44]. Ezeket a megfigyeléseket jelen vizsgalatunk is megerdsitette. A kombinalt
készitmény hatdsa a retina minden rétegére kiterjedt, mig az egyes hatéanyagok dnmagukban

nem biztositottak teljes korli védelmet.

5.5. Gyogynovény-hatéanyagu szemcsepp retinalis ganglionsejtek mennyiségére kifejtett
hatiasa immunhisztokémiai (Brn3a whole-mount) jeloléssel

A F. vulgare kivonat IOP-cs6kkentd hatasa [23] ellenére kisérletiinkben nem mutatott
neuroprotektiv hatdst a ganglionsejtekre, ami alatamasztja, hogy a glaucoma progresszidja nem
kizarolag IOP-fligg6. Eredményeink oOsszhangban dallnak Szabo ¢és munkatdrsainak
megfigyeléseivel, akik PACAPI1-38 kezeléssel szignifikdns ganglionsejt-védelmet értek el
glaucomas patkanymodellben [29].
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5.6. Gyogynovény-hatéanyagi szemcsepp retina érhalozatara Kifejtett hatasa
immunhisztokémiai (isolectin-B4) jeloléssel

A szakirodalom szerint a retindlis érslirliség mérése human mintakban 53-66% kozott
mozog [45,46], azonban az Aallatkisérletekben a kvantitativ értékelés nehézségei miatt az
eredmények nem egységesek. Patkd és munkatarsai glaucomas patkanyokban kb. 20%-os
érstiriség-csokkenést dokumentéltak, amit a PACAP1-38 kezelés mérsékelni tudott [47].

Eredményeink ezzel 6sszhangban igazoltdk a kombinalt készitmény vaszkularis védOhatasat.

5.7. A gyogynovény-hatoanyagu szemcsepp Western blot protein analizissel mérhet6
tulajdonsagai

A fehérjeexpressziok kvantitativ értékeléséhez GAPDH-t alkalmaztunk belsé
kontrollként [48,49].

A NF«xB expresszidja a glaucomds placebo csoportban (Bead + P) szignifikansan
emelkedett, mig a kombinalt hatéanyaggal kezelt csoportban (Bead + Hx)) csokkent,
megerdsitve a rozmaringsav és H. italicum NFkB-gatlo hatasat [17-19,28]. Ez 6sszhangban all
Amato ¢és munkatdrsai eredményeivel is, akik Mentha spicata kivonattal hasonld hatast
figyeltek meg [15].

A GFAP szint emelkedése a glaucomaés allapotban a gliasejtek aktivacidjat jelezte, amit
a kombinalt kezelés normalizalt. Ez a megfigyelés Osszhangban van Szabo és munkatérsai
PACAP1-38 kezelésével elért eredményeivel [29].

Az apoptozist jelzd Bax fehérje expresszidja a glaucomas placebo csoportban
szignifikansan magasabb volt, mig a Bead + H(x) csoportban csokkent, utalva a kezelés sejtvedd
hatasara [50,51].

A BDNF ¢és CREB expressziok vizsgalata alapjan a kombinalt kezelés eldsegitette a
neuroplaszticitast €s a sejttalélést, mig a glaucomas placebo csoportban ezek a szintek korosan
megemelkedtek, ami a stresszvalasz aktivaciojara utal [3,52,53]. Amato €s munkatarsai a
Mentha spicata per os kivonatanak vizsgalataval igazolni tudtdk az apoptdzisgatldo és
neuroprotektiv hatast glaucomas patkdnymodellilkben a BDNF kimutatasa révén [15].

A HIF1-a szintje a glaucomas placebo csoportban szignifikdnsan magasabb volt, mig a
kombinalt kezelés csokkentette annak expressziojat, utalva a hipoxia-indukalta
neovaszkularizacio gatlasara. Immunhisztokémiai vizsgélatok is megerdsitették, hogy a HIF1-
a szintje megemelkedett a post mortem glaucomas retinaszovetben, ami hipoxias allapotra utal
[3,47]. Ez a hatas kisérletiinkben a rozmaringsav ismert VEGF-gatlo tulajdonsagéaval

magyarazhat6 [17-19].

15



A p38-MAPK utvonal aktivacidja altalanos ismert a neurodegenerativ betegségekben,
igy a glaucomas allatokban is megfigyelhetd volt [54]. A kombindlt kezelés ezt is mérsékelte,
ami hozzdjarulhatott a retinalis ganglionsejtek axonalis védelméhez.

A rozmaringsav és H. italicum kivonatokban jelen 1évo linalool és geraniol molekulak
NF«B- ¢és p38-MAPK-gitld hatdsat Pandur és munkatarsai Parkinson-kor modellben is
igazoltak [55], ami a glaucoma és mds neurodegenerativ betegségek kozds mechanizmusaira
utal. A F. vulgare kivonatbdl ezek a komponensek hidnyoznak, ami magyarazhatja annak

gyengébb neuroprotektiv hatasat.

6. Osszefoglalas

A glaucoma ma mar nem csupan [OP-emelkedéssel jaré szembetegségként, hanem
kronikus gyulladdsos ¢és neurodegenerativ folyamatként is értelmezhetd. A betegség
progresszidjaban szerepet jatszanak a retindlis ganglionsejtek pusztuldsa, a gyulladdsos
mediatorok felszaporodésa, oxidativ stressz és a mikrokeringés zavara. Vizsgalatunk célja volt
egy olyan természetes eredeti, kombinalt gyogyndvény-hatoanyagu szemcesepp kifejlesztése,
amely az IOP-csokkentés mellett gyulladascsokkentd, antioxidans €s neuroprotektiv hatassal is
rendelkezik.

A harom gyégyndvény (Rosmarinus officinalis, Foeniculum vulgare, Helichrysum
italicum) kombinaciojaval késziilt szemcsepp stabilitdsa megfelelonek bizonyult, és a 8 hetes
kisérleti idészak alatt nem okozott toxikus vagy allergias reakcidkat. A mikrogydngy-indukalt
glaucomés patkanymodellben a készitmény szignifikdnsan csokkentette az IOP-t, és az
értékeket a kontrollcsoportok szintjén tartotta.

Az OCT ¢és szovettani vizsgalatok alapjan a kombinélt kezelés megorizte a retina
rétegeinek integritasat, mig a placebo csoportban stlyos degeneraciod volt megfigyelhetd. Az
isolectin-B4 immunjeldlés alapjan a retina vaszkularizacidja a kombinalt kezeléssel megmaradt,
mig a glaucomas placebo csoportban érstirliség-csokkenés és ischaemids jelek jelentkeztek. Az
ERG-vizsgalatok funkcionalis védelmet igazoltak a kombinalt kezelés mellett.

A Western blot analizis soran a kombinalt szemcsepp csokkentette a gyulladasos (NFkB,
GFAP), apoptotikus (Bax), hipoxids (HIFla) és neovaszkularizaciés (VEGF) markerek
expressziojat, mikozben fokozta a neuroprotektiv (BDNF, CREB) fehérjék szintjét. A p38-

MAPK utvonal mérséklése szintén a neurodegeneracio elleni hatast timasztotta ala.
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A harom gydgyndvény egyiittes alkalmazasa szignifikdnsan hatékonyabbnak bizonyult,

mint az egyes komponensek dnalldoan. A készitmény természetes eredete, jo toleralhatdsaga és

komplex hatdsmechanizmusa alapjan potencialisan alkalmazhat6 lehet a huméan glaucoma és

mas neurodegenerativ betegségek (pl. Parkinson-kor) kiegészitd terapidjaban is. A fitoterapia

szemészeti alkalmazdsa novekvd trendet mutat, ezért tovabbi kutatdsok sziikségesek a

természetes hatdéanyagok szerepének pontosabb megismeréséhez.
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faradhatatlan timogatasukat, szakmai segitségiiket és tanacsaikat.

Halank fejezziik ki Prof. Dr. Téth Gabornak és a Szegedi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Orvosi Vegytani Intézet munkatarsainak a készitményiink

hatéanyaganak kvalitativ analiziséért.

Koszonjiilk a publikdlasi lehetdséget és szakmai egylittmiikodést a Pécsi
Tudomanyegyetem Természettudomanyi Kar Biologiai Intézet Neurobioldgiai Tanszek
munkatéarsainak: Prof. Dr. Gabriel Rdébertnek és Dr. Postyéni Etelkanak, illetve a
Molekularis biologiai és Mikrobiologiai Tanszéken dolgoz6 Dr. Kovacs-Valasek Andrea

adjunktusnének.

Szeretnénk kifejezni mély halankat és koszonetiinket Dr. Horvath Gyorgyinek, Dr.
Pandur Edindanak ¢és kutatocsoportjuknak a PTE Klinikai Kozpont és a PTE
Gyogyszerésztudomanyi Kar Kollaboracios palyazat keretében Parkinson-sejtmodellen végzett

ko6z6s kutatdsunkban nytjtott kiemelkedd munkéjukért.

Végiil, de nem utolsd sorban halas vagyok a PTE Szemészeti Klinikan dolgozé
kollégdimnak a sok tadmogatdsért és készondm csaladomnak, hogy mindig mindenben

mellettem alltak, tAmogattak.
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A munka tamogatoi

Ezt a kutatast a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alap FK129190, K135457;
a Nemzeti Agykutatasi Program NAP3.HUN-REN TKI14016; TKP2021-EGA-32 tadmogatta.
A cikk publikacigjat a szerzOk tudomdnyos és kutatasi elismerési 6sztondija is tdmogatta a Pécsi
Tudoményegyetem részérél (Pécsi Tudomanyegyetem Kutatdi Osztondij (EKOP), &sztondij
szama: EKOP-24-4-1-PTE-170). A munka tovabba a PTE Innovacio PoC pélyazat, valamint a
Pécsi Tudoményegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar és Klinikai Kozpont Kollaboracids
palyazat (PTE GYTK-KK Kollab 2024, ¢s PTE GYTK-KK Kollab 2025, Dr. Horvath Gyorgyi)

finanszirozasaban valosult meg.
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