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Bevezetés

A szem betegségeinek hatterében zajlé molekularis mechanizmusok megismerése
kiemelkedd fontossdgi a szemészetben 1is, hiszen ezaltal 1) terapids lehetdségek
korvonalazédhatnak. Kisérletes bizonyitékok sora utal arra, hogy a szemet érintd szamos
kérfolyamatban a sejthalal kiillonbozd formai és azok kombinacioi jelennek meg.

Az apoptotikus sejthalal genetikailag meghatarozott program szerint zajlik a szoveti
homeostasis fenntartdsa céljabol. A sejthalal programjat beinditd jel eredetétdl fiiggben az
apoptosis biokémiai 1épései intrinsic és extrinsic Uton jatszoédhatnak le. Bar eddig a legtobb
vizsgalat a retindlis szinten zajlé apoptosisra irdnyult, ismeretes az, hogy ¢ folyamatban a
szem eliilsé szegmentuma, elsédlegesen az okularis felszin is érintett.

Az apoptosis folyamatanak kiilonb6z6 szinteken térténd modositasa hatékony terapias
lehetdséget jelenthet kiilonbozé szemészeti betegségek gyogyitasaban. Az ischemids
retinopathia kezelésében a sejthalalt kivalté faktorok, folyamatok kiilonbozd szarmazékokkal
torténd gatldsa 1) terapias beavatkozasok elméleti lehetdségét rejtik magukban, mig egyes
malignus szemészeti folyamatok esetén az apoptosis indukcidja nyujthat 1), alternativ terapids
lehetdséget.

Az értekezés anyagat képezd eredmények két téma koré csoportosulnak:
1. Az apoptosis folyamatanak befolyasolasa ischemids retinopathidban

I1. Malignus sejtek apoptosisanak indukcidja oncolyticus virussal

1. Az apoptosis folvamatanak befolydsolasa ischemids retinopathidaban
Heme oxygenase-1 fiiggé CO és flavonoidok ischemias/reperfundalt patkany

retinaban

Az endothelium fiiggd relaxacids faktor felfedezése a 70-es években és ennek
azonositasa NO-ként a 80-as évek masodik felében, az endogen gazok ujabb lehetséges

szerepére vilagitott ra. A NO-hoz hasonléan mas gaznemii anyagok, igy szén monoxid (CO)



is termelddik fiziologids kordlmények kozott. Az €16 sejtekben s szervekben a heme
oxygenase (HO) enzim rendszer az elsédleges felelose a CO termelddésnek.

A sejtek és a szovetek alkalmazkoddsa az ischemidhoz és a hypoxidhoz alapvetd
jelentdségli a fejlédési-, a fizioldgiai és a pathofiziologiai folyamatokban. A human és az
emlds sejtek, szovetek, €s szervek az alacsony oxigén szintre fizioldgiailag relevans gének,
fehérjék és enzimek csoportjanak igen finoman 6sszehangolt expresszidjaval reagalnak.

A microsomalis HO katalizdlja a hem oxidativ lebomldsat biliverdinné, amit ezt
kovetden a biliverdin reductase bilirubinnd alakit. Az emlés hem oxygenasenak, ami a
cellularis hemet biliverdinné, szén monoxidda, és szabad vassd (Fe) alakitja, harom
isoformaja ismeretes, az egymastdl eltérd gének altal koédolt HO-1, -2, -3.

Ujabb bizonyitékok azt mutatjak, hogy a HO Aaltal generalt CO fizioldgids jelzd
molekula lehet, a HO-1 pedig kulcsfontossagi endogén faktorként szerepelhet az oxidativ &s
cellularis stress elleni és/vagy ahhoz torténd adaptacioban. Ennek megfeleléen a HO rendszer
¢s az endogén CO termelddés kozott kapesolat dllhat fenn. Bar a HO-1 funkcidjat cellularis
szinten szdmos tanulmany vizsgalta, a HO-1 fiiggd endogén CO képzddés vizsgalatat az
ischemids/reperfundalt retindban kordbban nem. Feltevéseink szerint a HO-1 altal regulalt
endogén CO termel6dés vasodilatator vagy cytoprotektiv hatasa szerepet jatszhat a reperfusio
indukalta retinalis kdrosodas kivédésében.

Célkitiizések

(1) az endogén CO képzbddés szintjének kimutatasa gazkromatografidval,

(2) a HO-1 protein expresszid és az endogén CO képzddés szerepének vizsgalata reperfizio
soran,

(3) a flavonoidokban gazdag meggymag kivonat hatdsa a HO-1 protein expresszidra, ¢s a
széveti Na™, K7, és Ca’" szint alakuldsara ischemias /reperfundalt retinaban.

Anyag és modszer

A kisérleti allatokban az arteria centralis retinaec okkluzidjadt intraperitonealis
anesztéziaban hoztuk létre trakcids tipust okkluder alkalmazésaval, okkluddlva a nervus
opticust, az arteria centralis retinae-t, a ciliaris arteriakat és a retrobulbaris kotdszovetet. Az
ischemiat varrat meghuzasaval tetszoleges ideig tarthattuk fenn. A kivant idejii ischemiat az
okkluder felengedése utan reperfuzié kovette. A fundust ophthalmoscoppal vizsgaltuk
atropinos pupilla tagitasban.

A retinalis CO tartalom mérése gaz chromatografidval tortént. A 90 perces ischemiat

24 oras reperfuzié kovette, majd a retinat -eltavolitottuk ¢&s homogenizaltuk. A



homogenizatumot centrifugéltuk, a felulusz6t hasznaltuk a szoveti CO tartalom
meghatdrozasara.

A relativ HO-1 protein expressziot denzitometridval, patkdny rekombinans HO-1
protein elleni ellenanyag segitségével, Western blot analysissel hataroztuk meg.

A HO aktivitds meghatarozashoz sziikséges reakcids elegy kalium foszfatot, hemint,
bovine szérum albumint, biliverdin reductase-t &s a retinalis szdvet microsomalis frakcidjat
tartalmazta. Scanning spectrophotometert hasznaltunk, a protein tartalmat Folin-phenol
reagenssel hataroztuk meg a microsomalis frakcioban.

A reperfusiot kovetden a kisérleti allatok szivébe az aortan keresztiil perfuzids kaniilt
helyeztiink ismételt altatdsban. A sziv jobb kamrdjat megnyitottuk, az ionokat és a vért az
erekbdl és az extracellularis térbdl hideg oldattal kimostuk, hogy leallitsuk, ill. csokkentsiik a
kiilonb6z6 membran ion transzportért felelés membran enzimek aktivitasat a retindban. A
retina fixalasa eldtt rovid atmosasi periddust alkalmaztunk, mert az elnyujtott perfuzid
mitermék képzddést (pl. oedema képzddést) eredményez az idegszdvetben. Az atmosas utdn
a szemet enuklealtuk, megnyitottuk, a retinat a retinalis epitheliumrdl levalasztottuk, majd az
opticust atvagtuk. A retina szaritasat, oldatba vitelét kovetben a szoveti ion tartalmat
kiilonb6z6 hullimhosszon atom abszorpcids spectrophotometerrel hataroztuk meg.

A szovettani vizsgalatokhoz az enuklealt szemet az ora serratanal korben
megnyitottuk. Az livegtestet eltavolitottuk, a szemet fixalé oldatba helyeztiik, majd a fixalast
dehidralas, paraffinba dgyazas, hematoxylin-cosin festés kovette. Az ischemia/reperfizio
okozta sejt duzzadas (oedema képzddés) jol lathatd volt a belsd plexiform rétegben. Azt
atlagos retinalis vastagsdgot minden szemnél az optikus kozelében mértilk meg. Neutrophil
migracidt észleltiink a 90 perces ischemiat kovetd 24 éras reperfuzié utan.

Az allatokat a retinalis ischemia ¢s reperfuzid, valamint a retinalis izolacié elétt per os
kiilonb6z6 adagt (napi 5, 10 vagy 30 mg/kg) meggymag kivonatbdl szarmazé flavonoidokkal
kezeltilk 14 napig. A reperfuziét kovetden a HO-1 protein expressziét, HO enzim aktivitast,
HO-1 fiiggd CO termelédést, és a retindlis Na™, K™ &s Ca”" tartalmat mértiik a flavonoiddal
elokezelt és eld nem kezelt csoportban. Vizsgalatunk célja kettds volt: egyrészt a HO-1 fiiggd
CO termel6dés mértékét vizsgaltuk ischemias/reperfundalt retindban, masrészt azt, hogy a
flavonoidban gazdag meggymag kivonat hatdsara hogyan valtozik meg az ion tartalom a
retindban ischemia/reperfuziéz kovetden.

A meggymag kivonat 4 %-ban tartalmazott flavonoidot, benne quercetint, apigenint,

rhamnetint, scutecellint s pinocembrint.



Eredmények

A nem kezelt allatok retindjanak belsé magvas rétegében a ganglion sejtekben szamos
pyknotikus, vakuolizalt iireget és degnerativ elvaltozasokat figyeltink meg. Ezek az
elvaltozasok sokkal kevésbé voltak kifejezettek a flavonoiddal elokezelt allatok retindjaban.

A retinalis vastagsdgot, mint az oedema képzddés indikatorat mértik. A belsd
plexiform réteg vastagsdganak kifejezett csokkenését észleltik a flavonoiddal el8kezelt
allatokban, tovabba a neutrophilok migracidja is 75 %-kal kevesebb volt ebben a csoportban.

A CO szint meghatarozdsa soran a csucsok gazkromatografids regisztracidjakor a
levegdvel perfundalt retindban mérheté endogén CO termelddésre utalé cstuicshoz képest
Iényegesen kisebb csucsot mértiink a flavonoiddal nem elékezelt allatok retindjaban, mig az
elokezeltek esetében enyhe emelkedést észleltiink az endogén CO produkcidban.

A HO-1 protein expresszojanak csokkenését figyeltik meg ischemias/reperfundalt
retindban a leveg6ével perfundalt nem ischemias kontrollhoz képest. A flavonoiddal elékezelt
allatok esetében a HO-1 mRNA expresszidja kifejezett volt a nem elékezeltekhez képest. A
HO enzim aktivitas szignifikdnsan csokkent 24 6éraval a reperfuziét kovetden a flavonoiddal
nem elokezelt allatok retindjdban a nem ischemids csoporthoz képest. A flavonoiddal
elékezelt allatok retindjaban szignifikans HO enzim aktivitas ndvekedést mértiink.

A flavonoidban gazdag meggymag kivonat hatasat vizsgaltuk patkany retindban, hogy
kimutassuk protektiv hatdsdt a retinalis kation tartalom ischemia/reperfusiot kovetd
véltozdsara. Az ischemia/reperfusiét kovetd retinalis Na“, Ca’ szint valtozas, és a K’
veszteség szignifikansan csokkent a flavonoidokkal el6kezelt allatokban.

Megbeszélés

Az arteria centralis retinae okkluzidja a szemészetben siirgdsségi ellatast igényld,
sulyos folyamat, mely esetében minden eltelt perc noveli a retina elhaldsanak, és a latas
elvesztésének veszélyét. Bar a reperfuzié az ischemias szovet allapotdnak javuldsat, talélését
segitheti, de a reperfuzié tovabbi karosodast okozhat. A HO-medialt endogén CO termelddést
mint protektiv mechanizmust azonositottdk az ischemia/reperfuzié indukalta karosodasban
kiilonb6z6 szervekben, de a retindlis endogén CO szint direkt mérésérél eddig nem szamolt
be az irodalom.

Vizsgalataink soran a retinalis CO szint direkt mérésével annak a hypotézisnek adtuk
bizonyitékat, hogy a retindlis CO produkcié kulcsszerepet jatszhat a reperfusio indukalta
karosodas csokkentésében a HO-1 fehérje indukcidjan keresztiil. Flavonoidokban gazdag
meggymag kivonatot alkalmazva a HO-1 protein expresszid és az endogén CO produkcid

stimuldlhat6. A flavonoidok antioxidans ¢&s gyulladds csokkenté hatdssal egyarant



rendelkeznek. Specifikus hatadsuk Iehet, hogy javitjdk az elektron transzfer hatékonysagot a
NADPH-cytochrome P-450-reductase ¢és a P-450 enzim kozott. Eredményeink alatdmasztjak
tovabba a Na”, K™ és a Ca”" fontossagit a sejtmembréan ion egyensily fenntartisdban, aminek
felborulésa kiilonbozd, latasvesztéssel jaro klinikai korképekben egyarant észlelhetd, s ennek
az oedema képzOdéstdl az apoptoticus vagy nekrotikus sejtpusztulasig igen sokféle
kovetkezménye lehet. Vizsgélataink azt mutatjak, hogy a Na™ &s a Ca*" akkumulalédik a
retindban. Flavonoidokban gazdag meggymag kivonat hatdsara a HO-1 protein expresszio ¢s
a CO képzoédés fokozédik, aminek eredménye szignifikans cellularis Na™ &s Ca®" szint
csokkenés lesz. Ez az oedema képzddést és a mitochondridlis calcium vezérelt sejt pusztulast
csokkenti, mely folyamat pedig kulcsfontossagu mediatorként vagy jelként szerepel necrosis

¢s/vagy apoptosis esetén.

I1. Malignus sejtek apoptosisanak indukcidja oncolyticus virussal
In vitro modellkisérletek a squamosus conjunctivatumorok viroterapiaval torténé
kezelésére
A vesicularis stomatitis virus apoptosist indukial a Chang conjunctivalis sejtvonal

Wong-Kilbourne sejtklonjan

Bevezetés

Az utoébbi ¢évtizedben végzett alapkutatasok nagymértékben elOsegitették a
daganatképzddés molekularis patogenezisének jobb megértését. Az 11j ismeretekre Epitve
megindultak azok a vizsgalatok, melyek daganatos betegségek génterdpidval torténd
gyogyitdsanak lehetdségeit kutatjdk. Az antitumor génterdpia hatdsmechanizmusat tekintve
tobb csoportba sorolhaté.

Bizonyos génterapias beavatkozdsok citotoxikus molekuldkat juttathatnak a
daganatsejtekbe, vagy cellularis gének mitkodésének modositasa révén okozzak a tumorsejtek
pusztulasat. Mas esetekben a génterdpias vektorba citokingéneket klénoznak. A daganatos
alkalmazasa, melyek a daganatsejtekben szaporodva lysist, illetve apoptosist idéznek eld.
Ezek a virusok vagy eredendden tumorszelektivek, vagy genetikai médositasuk sziikséges az
antitumor hatas biztositdsdhoz.

Szadmos kisérleti rendszerben igazoltdk, hogy a vesicularis stomatitis virus
(Rhabdoviridae) hatékonyan aktivalja mind az extrinsic, mind az intrinsic apoptotikus utat,

ami fontos szerepet jatszik a fertdzott daganatsejtek pusztuldsaban.



Célkitiizés

Mivel a wvesicularis stomatitis virus (VSV) potencidlis oncolytikus hatasat a
conjunctiva ¢s a sclera squamosus daganataiban még nem vizsgaltadk, kutatasaink sordn az
immortalizalt Wong-Kilbourne conjunctivalis sejtvonal VSV iranti fogékonysagat és a virus
sejtkarosité hatdsanak molekuldris mechanizmusét tanulmanyoztuk.

Anyag és modszer

A WK sejtvonalat 7.5% borjusavéval kiegészitett DMEM tapfolyadékban
tenyésztettiik 37 °C-on 5% CO, atmoszféraban.
hataroztuk meg. A kisérletekhez 0,001; 0,01; 0,1 és 1 plakk képzd egység per sejt (PKE/sejt)
koncentracioban alkalmaztuk.

A VSV-vel fertézott sejtek aranyat indirekt immunfluoreszcenciaval hataroztuk meg.
A fixalt sejteket VSV G proteinjére specifikus monoklondlis ellenanyaggal inkubaltuk,
mostuk, majd fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelolt anti-egér ellenanyaggal festettiik. A
citoplazmatikus fluoreszcenciat konfokalis mikroszkdppal értékeltiik.

Az apoptotikus sejtpusztulds kimutatasara a terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT)-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) méddszert alkalmaztuk. A
kisérletekhez a MEBSTAIN direct kitet hasznaltuk. Az apoptosis mértékét ELISA kit
segitségével hataroztuk meg.

A VSV G proteinjét, a Bax és a Bel-2 fehérjéket Western blot analizissel mutattuk ki.
A sejteket lizis pufferben oldottuk fel. A sejt lizatumok fehérje tartalmat Bio-Rad protein
assay kittel hataroztuk meg. A fehérjéket 12% denaturalé polyacrylamid gélelektroforézis
segitségével molekulatomeg szerint elvalasztottuk, és nitrocelluléz filterre juttattuk. A
filtereket elészér VSV G proteinre, Bax illetve Bel-2 fehérjékre specifikus ellenanyagokkal
majd torma peroxidazzal konjugalt species-specifikus masodlagos ellenanyagokkal
inkubaltuk. A vizsgalt fehérjéket kemiluminescens detektdlé rendszer segitségével
azonositottuk.

Eredmények

Munkank kezdeti szakaszdban a VSV szaporodasat tanulmanyoztuk az immortalizalt
conjunctivalis WK sejtvonalon. A VSV Indiana torzsének kiilonbdzé koncentracidival
fertoztink WK sejkultarakat. Western blot analizis, indirekt immunfluoreszcens modszer és
plakk titralas segitségével vizsgaltuk a virus szaporodasat. Eredményeink szerint a VSV

hatékonyan és gyorsan szaporodik a WK sejtvonalon.



Munkank kovetkezd szakaszdban a VSV sejtkarosité hatdsat tanulmanyoztuk a
fert6zott sejtkulturdk mikroszképos vizsgalatdval. Megaéllapitottuk, hogy a VSV, a sejtek
morfoldgiai valtozasaval jard cytopathids hatdst eredményez.

Ezt kovetden az apoptotikus folyamatok szerepét tanulmanyoztuk a VSV sejtkarosito
hatdsanak mechanizmusaban. Az apoptosisra jellemzd internukleoszémalis DNS karosodas
kialakuldsat TUNEL ¢és ELISA moédszerek alkalmazasaval vizsgéltuk. Adataink szerint a WK
sejtvonalon a VSV fertézés rendkiviil nagymértékii sejtpusztulast eredményez, és a virus in
vitro cytopathids hatdsa apoptosis-indukcion alapul.

Tovabbi kisérleteink soran a VSV altal indukalt apoptosis molekuldris mechanizmusat
tanulmanyoztuk. Western blot analizis segitségével vizsgalatuk a VSV-nek a Bax és Bcl-2
fehérjék expresszidjara gyakorolt hatasat. Kisérleteink a fertdzetlen kontroll kultirak esetében
a p21 Bax ¢és a Bcl-2 endogén expresszidjat igazoltdk. A virus hatdsdra a p21 Bax
kifejez6dése csokkent, de jelenléte kimutathatd volt minden virus koncentracid esetén. A
VSV fertézés érdekes mddon egy 18 kDa molekulatomegli Bax isoforma felhalmozodasat
valtotta ki, mig a pl8 Bax protein a fertdzetlen kontroll kultirdkban nem érte el a
kimutathatésag hatarat. VSV hatasara a Bcl-2 fehérje szintje jelentdsen csokkent a kontroll
kultirédkhoz viszonyitottan.

Megbeszélés

Szdmos korabbi tanulmanyban beszamoltak arrdl, hogy a VSV hatékonyan szaporodik
kiilonb6z6 szovettani tipusi tumorokban é&s a fertézEs a daganat sejtek pusztuldsat
eredményezi. Immortalizalt conjunctivalis sejtek VSV iranti fogékonysagat azonban eddig
még nem vizsgaltdk. Munkank soran ezért a VSV potencialis oncolytikus hatasat vizsgaltuk
in vitro kisérleti rendszerben, WK sejtvonalon. Eredményeink szerint a VSV hatékonyan
szaporodik az immortalizalt conjunctivalis WK sejtekben. A fertdz¢és nagyfoku cytopathids
hatas kialakulasat eredményezi, ami a kultarak pusztuldsdhoz vezet. Az elvégzett TUNEL
assay azt igazolta, hogy a VSV in vitro cytopathids hatasa apoptosis-indukcion alapul.
Irodalmi adatok szerint a Bcl-2 csalddba tartoz6 apoptosist gatlé (anti-apoptotikus) és
apoptosist serkentd (pro-apoptotikus) molekuldk aktivitdsa és aranya az apoptotikus
folyamatok szabdlyozasanak jelentds tényezdje. Munkank sordn ezért a VSV fertézés anti-
apoptotikus Bcl-2 ¢és pro-apoptotikus Bax szintjére gyakorolt hatasat is vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy VSV fert6z¢és hatasara a Bel-2 és a p21 Bax izoforma szintje csokken,
mig a pl18 Bax fehérje expresszidja fokozddik. Ezen adatok arra utalnak, hogy a VSV pro-

apoptotikus iranyu eltolodast eredményez a Bcel-2 csaladba tartozo fehérjék aranyaban, ami



fontos szerepet jatszhat a fert6zott sejtek apoptotikus valaszaban és érzékenyitheti a sejteket
egy¢b apoptotikus hatdsokkal szemben.
Vizsgalati eredményeink alapjan osszefoglalasként megéllapithatd, hogy a VSV

virotherapia hatékony, alternativ modszer lehet a malignus conjunctiva tumorok kezelésében.






