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Roviditések jegyzéke

AC adenilat-ciklaz
Akt protein kinaz B
ATP adenozin-trifoszfat

BDNF brain-derived neurotrophic factor/ agyi eredetii novekedési faktor

BRN3a  brain-specific homeobox/POU domain protein 3A

cAMP 3',5’-ciklikus-adenozin-monofoszfat

CREB CAMP responsive element-binding protein/ CAMP-reszponziv elem kotd
fehérje

DAG diacilglicerol

DAPI 4,6-diamidino-2-fenilindol

ERK 1/2 - extracellularis szignal-regulalt kinaz 1/2

GABA  gamma-amino-vajsav

GAPDH gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GCL ganglion cell layer/ ganglion sejtek rétege

GFAP glialis fibrillaris savas fehérje

Ga/Bly G fehérje alpha/beta/gamma alegység

HIF1la hipoxia-indukalta faktor 1 a

HIF1p hipoxia-indukalta factor 1 8

HRE hipoxia-reszponziv elem

IL interleukin

ILM inner limiting memdrane/ bels6 hatdrol6 membran
INL inner nuclear layer/ bels6 magvas réteg

IP3 inozitol-trifoszfat

IPL inner plexiform layer/ belsd rostos réteg



JNK

OLM

OPL

PACI1-R

PACAP

PB

PBS

PI3K

PIP2

PKA

PKCa

PLC

ROS

RPE

SIRT1

SIRTS5

SST

TH

TNFo

VEGF

vGLUT1

VIP

c-Jun N-terminalis kindz

outer limiting membrane/ kiilsé hatarolo hartya

outer plexiform layer/ kiils6 rostos réteg

pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide type | receptor/ PACAP
receptor

pituitary adenylate cyclase activating polypeptide/ hipofizis adenilat-ciklaz
aktivalo polipeptid

phosphate buffer/ foszfat puffer

phosphate buffer saline/ foszfat puffer soja

foszfatidilinozitol 3-kinaz

foszfatidilinozitol 4,5-bisfoszfat

protein kinaz A

protein kinaz C alfa

foszfolipaz C

reactive oxygen species/ reaktiv oxigén gyokok

retindlis pigment epithelium

sirtuin 1

sirtuin 5

szomatosztatin

tirozin-hidroxilaz

tumor nekrozis faktor alpha

vascular endothelial growth factor/ vascularis endothelialis novekedési faktor
vezikularis glutamat transzporter-1

vasoactive intestinal peptide/vazoaktiv intesztinalis peptid



VPACI1-R vasoactive intestinal polypeptide receptor 1/ vazoaktiv intesztinalis peptid

receptor 1

VPAC2-R vasoactive intestinal polypeptide receptor 2/ vazoaktiv intesztinalis peptid

receptor 2



1. Bevezetés

1.1. Az emlos retina szerkezete

A retina (recehartya, ideghartya) a szem legbelsd rétegében elhelyezkedd lamindris
szervez6désti fényérzékeny szovet, amely a kozponti idegrendszer részét képezi (1. Abra a,
b). A miikodése soran fény hatasara kialakulo ingeriilet vertikalis és horizontalis iranyitasa
¢s feldolgozasa is megvaldsul.

A retinat alkoto fobb sejttipusok koziil a vertikalis informacioterjedésben vesznek részt a
fotoreceptorok (palcika, csap), a bipolaris sejtek és a ganglion sejtek, mely utdbbi sejttipus
axon kotegei hozzék létre a vakfoltnal kilépd, a latokozpontok felé halado latoideget
(nervus opticus). A horizontalis kapcsolatok kialakitdsaban tovabbi interneuronok, név
szerint az amakrin és a horizontalis sejtek vesznek részt. (1. Abra d; 2. Abra ) A vizuélis
informécio tovabbaddsa az axonok ¢és a dendritek komplex halozatanak koszonhetden
valosul meg, mely sejtek kozotti kommunikacidban, az elektromos és kémiai szinapszisok
szerepe elengedhetetlen.

A felsorolt idegsejtek sejttestjei €s az altaluk kialakitott szinapszisok, harom magvas illetve
kett szinaptikus kapcsolatokat tartalmazo (plexiform) rétegbe szervezddnek a retindban. A
rétegek kiviilr6l befelé haladva a kovetkezOképpen helyezkednek el: PE - pigment
epithelium, ONL (outer nuclear layer) - kiilsé6 magvas réteg, OPL (outer plexiform layer) -
kiils¢ plexiform réteg, INL (inner nuclear layer) — bels6 magvas réteg, IPL (inner
plexiform layer) -belsd plexiform réteg; GCL- ganglion sejtek rétege (1. Abra c; 2. Abra).
Roviditésiik a nemzetkozi irodalomban igy hasznalatos, ezért a dolgozatomban is ezt a
nevezéktant fogom alkalmazni.

A PE réteg hamsejtjei a transzport funkcion til a fotooxidacioval szembeni védelemben,
fényadaptacioban, retinoid metabolizmusban és a fotoreceptorok kiilsé szegmensének
fagocitozisaban is részt vesznek. Az ONL-ben a fotoreceptorok (csap, palcika), az INL-ben
a bipolaris sejtek, a horizontalis sejtek, az amakrin sejtek és a Miiller sejtek sejttestjeit, mig
a GCL-ben a ganglion sejteket illetve az un. ,displaced” amakrin sejteket talaljuk. Az
OPL-ben valosul meg a fotoreceptorok és a bipolaris sejtek kozotti informéacioatadas, de a
fotoreceptorok ingeriiletatadasat a horizontédlis sejtek gatld neuronként képesek tovabb
modulalni. Az IPL - ben a bipolaris sejtek ganglion sejtekkel illetve amakrin sejtekkel
szinaptizalhatnak (1. Abra d; 2. Abra).
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1 Abra a., Sematikus dbra a retina elhelyezkedésérdl; b., Retina whole-mount; c., A retina
réteges szerkezete (4',6-diamidin-2-phenylindol (DAPI) magfestés patkany retina
metszeten); d., A retina kiilonbozo rétegeit alkoto sejttipusok sematikus rajza. GCL -
ganglion sejt réteg, IPL- belso rostos réteg; INL-belsé magvas réteg; OPL-kiilsé rostos
réteg, ONL-kiilsé magvas réteg; PE-pigment epithelium

Forras: Sajat szerkesztés

A fényinger hataséra a retinaban megindul egy fényreakciohoz kothetd kaszkad, kezdetben
a fotoreceptorok membranja hiperpolarizalédik, ahonnan tobb iranyba tovabbitdédhat a
szignal. A csap fotoreceptorok ingerkiiszobe magasabb, igy magasabb fényintenzités

esetén aktivalodnak (fotopikus latds), mig a palcikak fénnyel szemben sokkal
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érzékenyebbek (szkotopikus latds). Radidlis irdnyban a bipoldris sejteken keresztiil a
ganglion sejtek felé tovabbitddhat az informacid glutamat szinapszisok révén.

A bipolaris sejtek bementeiket a fotoreceptoroktdl kapjak, ennek megfelelden
megkiilonboztetiink csap bipolaris és palcika bipolaris sejteket. Funkcionalis szempontbodl
ezek tovabb osztalyozhatéak, mint ON-tipusuak amely csap és palcika specifikus is lehet,
illetve OFF-tipustiak melyek csak csap fotoreceptor specifikusak lehetnek (2. Abra). Az
OFF-tipusuak ionotrop glutamat receptorral rendelkeznek és sotétben aktivak, mig az ON-
tipusu bipoléris sejtek metabotrop glutamat receptorral rednelkeznek és fény hatasara
aktivalodnak. Az OFF terminalisok az IPL-ben az a szublaminaban agazddnak el ahol OFF
tipusu ganglion sejtekkel kapcsolddnak, amig az ON tipusuak a b szublaminaban ON-

tipust ganglion sejtekkel kapcsolodhatnak.

s Csapok Palcikak

ONL
OPL

Oc"'sg% HC-AT
INL Palcika
IPL
GCL .

AC
NFL

2. Abra Az emlés retina sejtkapcsolatainak sematikus dbrdzoldsa. HC CB - horizontdlis

sejt sejttest; HC AT - horizontalis sejt axonterminalisa;, ON BC - ON bipoldris sejt; OFF
BC- OFF bipolaris sejt; AC- amakrin sejt; OFF GC- OFF-tipusu ganglion sejt; ON GC -
ON-tipusu ganglion sejt; NFL - optikus rostok rétege; GCL - ganglion sejtek rétege; INL-
belsé magvas réteg; IPL- belso rostos réteg; OPL-kiilsé rostos réteg;, ONL-kiils6 magvas

réteg. Forras: Kalloniatis és mtsai., 1999 nyoman.




Lateralis informdcidterjedésben az interneuronok csoportjaba tartozé horizontalis és
amakrin sejtek vesznek részt. A horizontalis sejtek az OPL-ben y-ammino-vajsavat
(GABA) tartalmazé kémiai szinapszisok segitségével tovabbitjdk az informdaciot a
bipolaris sejtek felé. Axonuk megléte alapjan csoportositjak dket, mint axonnal rendelkezd
(B-tipus) vagy axon nélkiiliek (A-tipus).

A rendkiviil valtozatos csoportot alkotd6 amakrin sejtek informacioét elsésorban a bipolaris
sejtektdl és mas amakrin sejtektdl kapnak, mig a kimenet az elébb emlitett sejteken kiviil a
ganglion sejtek felé is megvalosul. Ezen sejtek csoportja mind funkcionalis, mind pedig
morfoldgiai szempontbol rendkiviil heterogén, ennek kdszonhetéen tobb mint 25 tipusat
kiilonitik el. A nyalvanyaik arborizacioja alapjan keskeny (in. narow-field), kozepes (tin.
medium-field) és széles (un. wide-field) dendritmezejii amakrin sejteket ismeriink. (3.
Abra). Tobbségében GABA illetve glicin gatld neurotranszmitter segitségével vesznek
részt az informacidaramlas befolyasolasaban, illetve GABAerg amakrin sejtek acetolkolint

¢s dopamint is szintetizalhatnak.

Fotoreceptorok

Horizontalis sejt

Bipolaris sejt

Keskeny
denditimezd

Amakrin sejt

Kozepes
den detitm e20

Széles
denditimezd

Ganglion sejt

3. Abra Az eml6s retina sejttipusainak morfolégiai jellegzetességei. Forrds: Werblin és
mtsai. 2011 és Masland és mtsai. 2011 nyoman.
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Kiemelten fontos pl. az All-es tipusu amakrin sejt, amely glicerinerg szinapszisokat hoz
létre, transzmittere glicin és az emlds retina egyik leggyakoribb amakrin sejttipusa.
Bemenetet a palcika bipolaris sejtektdl kap, ezéltal esszencialis szerepe van a két
fotoreceptor utvonal elkiiloniilésében ¢és a fliggdleges iranyt palydk korai
szétvalasztasdban. Kiterjedésiiket tekintve, a keskeny dentritmezejii amakrinok kozé
tartoznak, dendtritjeik kétfelé agazodnak (bistratified) az IPL-ben. Az INL-ben
elhelyezked6 sejttestjiik kerek vagy ovalis, kalciumkoté fehérjék elleni antitesttel
jelolhetéek (pl. parvalbuminnal az All-es amakrin sejt patkany retinaban) (Kolb és mtsai.,
1974; Famiglietti és mtsai.,1975; Wassle és mtsai., 1993).

A szintén jelentds élettani szereppel rendelkezd dopaminerg amakrin sejtek a széles
mezejii amakrin sejtek csoportjdba sorolhatéak. A katekolaminok szintézisé¢hez
elengedhetetlen enzim, a tirozin hidroxilaz (TH) ellen termeltetett antitesttel jelolhetéek.
Az amakrin sejtek ezen csoportja alacsonyabb denzitassal jelenik meg a retindban.
Nagyméretii sejttestjiik az INL-ben, denz halozatot alkoté dendrtitjeik pedig az IPL-ben
talalhatoak (Voigt ¢és mtsai,, 1987). A kolinerg amakrin sejteknek acetilkolin a
transzmittere, Kkolin-acetiltranszferaz (ChAt) ellen termeltett antitestettel jellhetdek.
Sejttestjeik megjelenését az INL-ben illetve a GCL-ben irtak le, dendritjeik az elébbinek az
IPL kiils6 harmadaban az utébbinak az IPL kdzepén dgazddnak el (Voigt €s mtsai., 1986).
A felsorolt sejtcsoportokon kiviil, a gliasejtek strukturalis és metabolikus szempontbdl is
jelentés szerepet jatszanak a retina miikodésében és felépitésében. Harom fobb gliasejt
tipus talalhatdé meg a retindban, a makroglidk csoportjahoz tartozo astrocita és Miiller sejt,
illetve a mikroglia. A neurondlis folyamatokra jelentés befolyassal birnak, hisz
funkcidjukat tekintve a szerkezeti stabilizacioban betdltott szereplik mellett, az ionikus és
metabolikus  homeosztazis  fenntartdsdban is  nélkiilozhetetlenek.  Legnagyobb
mennyiségben eléforduld gliasejt a retindban a Miiller sejt, ami a metabolikus folyamatok
tamogatasa mellett a retinat hatdrold0 membranok kialakitdsdban is létfontossagu. Az
astrocytak a vér-retina gat kialakitdsdban vesznek részt, a mikrogliak pedig makrofagként
képesek bekebelezni az idegen anyagokat, elhalt idegsejteket.

A retindban a neurotranszmitterek kozvetitésével megvalosuld kémiai szinapszisokon
kiviil, az csatornafehérjék révén, iondramlas segitségével 1étrejovo réskapcsolatok,
masnéven elektromos szinapszisok is fontos szerepet jatszanak a jelatvitelben. Ezek
lehetnek azonos sejttipusok kozotti (homocelluldris) sejtkapcsolatok (pl. csap - csap,

palcika - palcika, horizontalis sejt - horizontdlis sejt) vagy eltéré sejttipusok kozotti
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(heterocellularis) elektromos szinapszisok (pl. palcika- csap, horizontélis sejt - bipolaris
sejt).

A retina a kozponti idegrendszer részeként limitalt sejtregeneralodasi képességgel
rendelkezik, amely az élet késébbi szakaszaiban tovabb csokken. Ennek ismeretében,
rendkiviil fontos, hogy megvizsgaljuk melyek azok a sejttipusok, amelyeket az oregedés
okozta valtozasok sulyosabban érintenek. A retinat felépité sejtek, sejtkapcsolatok
részletes ismerete eclengedhetetlen ahhoz, hogy az oOregedését kiséré morfologiai ¢€s
funkcionalis valtozasokat egyarant nyomon kovethessiik. Tovabba fontos, hogy az ezek
kozott fellépd ok-okozati Gsszefliggésiiket is megértsiik, hisz minden résztvevdje a sejtek
kozotti kommunikacionak — ha eltéré mértékben is - ki van téve az idé muldséaval

jelentkezd hatdsoknak.

1.2. Az oregedés

A WHO adatai alapjan 2019-ben 1 millidrdra volt tehetd a 60. életévét mar betoltott
vagy annal idOsebb személyek alkotta populdcid nagysdga, amely a ndvekvd tendencia
eredményeként 2050-re akar megkozelitheti majd a 2,1 milliard {6t is (World Health
Organization, https://www.who.int/health-topics/ageing#tab=tab_1, 2020.07.08). A
tarsadalom ilyen mértékii eldregedése nem csak szociodkonoémiai problémakat rejt
magaban, hanem ezzel parhuzamosam az egészségligyi rendszer terhelését is noveli azaltal,
hogy fokozatosan emelkedik az iddskori betegségek prevalencidja.

Az oregedés egy komplex, irreverzibilis, multifaktoridlis folyamat, amelynek szamos
tényezdjét és kiilonbozd szintereit kiilonithetjiik el. Molekuldris szinten, sejtszinten és
szovet szinten is megjelenhetnek az dregedéshez kothetd biologiai és kémiai folyamatok,
melyeket kdrnyezeti, genetikai és epigenetikai tényezok egyarant befolyasolhatnak (Khan
¢és mtsai., 2017).

Az oregedésnek tobb fobb komponense van, melyek rendszerszinten képesek dsszefonddni
¢és ugy fejtik ki hatdsukat a szervezet egészére. Ezt a 7-10 egymassal atfedé folyamatot,
tobbféle modellel illetve stratégia szerint is igyekeznek csoportositani. Ezen komponensek
kozé soroljuk a metabolikus diszfunkcidt, a mitokondridlis diszfunkciot, a sejten beliili
instabilitast, a proteosztazis elvesztését, az dssejtek kimeriilését, az epigenetikai hatdsokat

és a tapanyag érzékelés megvaltozasat is (4. Abra).
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Az oregedés folyamatanak hatterében allo okokat eredetiik szerint kategoéridkba soroljak,
mint: elsédleges (amelyek az Oregedéshez kothetd karosodasok kivaltédi); antagonista
(amelyek karosodasokra adott valaszokat foglaljdk magukba); integrativ (amelyek a
valaszok kovetkezményeit €s az Oregedés fenotipusanak kialakitdsaét felelds tényezoket
foglaljak magukba) (Lopez-Otin és mtsai., 2013) (4. Abra). Kennedy és munkatarsai ezzel
szemben hét kulcstényezét emelnek ki az oOregedés folyamatdban: a metabolizmus
valtozasat, a makromolekulak karosodasat, az epigenetikai tényezoket, a gyulladasos
folyamatokat, a stresszhez valo adaptacioképesség megvaltozasat, a stem sejtek és azok
regeneracids képességének valtozasat illetve a proteosztizis megvaltozasat (Kennedy és
mtsai., 2016).

A biologiai 6regedés magaban rejti a javitdo mechanizmusok és a regenerativ potencial
hanyatlasat, a stresszre adott megfeleld valaszreakciokhoz sziikséges élettani tartalékok
csOkkenését. Homeosztendzisnak nevezzilk a homeosztazis fenntartasdhoz sziikséges
tartalékoknak az életkor eldrehaladtaval megjelend csokkenését. Abban az esetben, ha a
homeosztazis fenntartasa tovdbb nem megvalosithatd, a bioldgiai Sregedés patologias
folyamatba léphet at (Khan és mtsai., 2017; Hodgson és mtsai., 2020).

Az oregedést kiséré morfologiai és funkciondlis valtozasok a szervrendszerekre jellemzo
szervspecifikus érzékenységbol adddodan, eltéré mértékben és gyorsasaggal, de minden
szervrendszeren nyomot hagynak (pl. vazizomrendszerben — csontritkulas (Demontiero és
mtsai.,2012), szarkopénia (Melton és mitsai.,, 2000); keringésirendszerben- érfalak
elvékonyodasa, endotél diszfunkcié (Gkaliagkousi és mtsai., 2022) stb). Az id6
elérehaladtaval felhalmozddd molekularis €s sejtszintli karosoddsok akkumulécidja
hozzajarul a funkcionalis és struktiralis rendelleneségek megjelenéséhez, melyek szintigy
elésegitik kiilonbozé korképek kialakulasat. Néhany tanulmany ennek a forditottjat is
alatamasztja, amikor egyes betegségek képesek felgyorsitani az Oregedésre jellemzd
elvaltozasok megjelenését (Pathai és mtsai., 2014; Robinson ¢s Hudson, 2014).

A magas ¢letkor riziko faktorként szerepel szamos tomegeket €érinté kronikus betegségnél
(Niccoli és Partridge, 2012; Dong és mtsai., 2016; Khan és mtsai., 2017), mind példaul a
diabétesz (Gunasekarean és Gannon, 2011), a rdk (de Magalhaes és mtsai.,, 2013) ,a
glaukoma (Kwon €s mtsai., 2009), a kardiovaszkuléris (North és Sinclair, 2012) vagy a
kiilonbdz6 neurodegenerativ betegségek (Querfuth és LaFerla, 2010).
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Sejten beliili
kommunikacié Genom
megvaltozdsa instabilitasa

Telomer
révidiilése

Ossejtek
kimeriilése

Mitokondrium Epigenetikus
diszfunkcié valtozdsok
Szabadlytalan Proteosztazis
tdpanyag-érzekelés elvesztése

Sejtoregedés

- elsédleges - antagonista - integrativ

4. Abra. Az 6regedés folyamatanak legfontosabb komponensei. Forrds: Lopez- Otin és

mtsai., 2013 nyomadn.
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1.2.1. Az oregedés vizsgalata Kkisérletes allatmodellekben

Az tarsadalom eloregedésével nem csak az idésebb populacid nagysdga, hanem
ezzel parhuzamosan, a jellemzOen magasabb ¢életkorban jelentkezd egészségiigyi
problémak prevalencidja is emelkedett a populdcioban. Az érintettek szamanak folyamatos
novekedése hozzdjarult, és eldsegitette azon kutatdsok szamdnak gyarapodasat, amely a
korképek hatterében meghuzodo €lettani folyamatok megvalaszolasat tiizték ki célul.

Az oregedés molekularis és cellularis folyamatainak a pontos leirasa rendkiviili kihivast
jelent a komplexitasat ado és befolyasolo extrinsic €s intrinsic faktorok miatt. A rendszer
szinten torténd megértést tovabb neheziti, hogy jelentds heterogenitas jelentkezik egyes
fajok, s6t akar azonos fajok egyedei kozott is az oOregedés lefolydsaban. Ennek
koszonhetden a folyamat feltérképezésére rendkiviil széles palettdjat alkalmazzdk az
altalanosabban hasznalt kisérleti modelleknek (pl., Caenorhabditis elegans - Kremer és
mtsai., 2020, Drosophila melanogaster — Piper és Partridge, 2018, Saccharomyces
cerevisiae - Sun és mtsai., 2021, Mus musculus— Hakimizadeh és mtsai., 2021, Rattus
norvegicus — El Far és mtsai., 2021), illetve alternativ 6regedési modellek is szerepet
kapnak (pl., Nothobranchius furzeri - Terzibasi és mtsai., 2007; Canis lupus- Borras és
mtsai., 1999; Felis catus- Reynolds és mtsai., 2013; Coturnix japonica- Ottinger és mtsai.,
1995 stb.).

Az alkalmazott kisérleti allatok koziil az egér és a patkdny modellallatként vald
alkalmazésa a legelterjedtebb az oregedési vizsgéalatokban is. Alkalmazasuk eldnyei kozé
tartozik, a jelen disszertacio témdjanak szempontjabol, hogy retinajuk a human retinaval
szerkezeti, élettani és biokémiai hasonlosagokat mutat. Mindemellett a rovid életidd, a
konnyen kontrolalhato kisérletes kdrnyezet, illetve hogy a genetikai allomanyuk jol ismert
¢s annak manipuldcijara mar sokféle megbizhatdé genomeditalasi technika is
rendelkezésre all (Richardson és mtsai., 1997; Carmona ¢s mtsai., 2016, Holtze ¢és mtsai.,
2021). A beltenyésztett egyedek lehetOséget adnak arra, hogy genetikailag homogén
allatokkal tudjunk dolgozni. Ezen kisérletek soran az egyedek kozott jelentkezd eltérések a
kornyezeti tényezOknek vagy egy esetlegesen alkalmazott kezelésnek lesznek
tulajdonithatoak. A kiiltenyésztett egyedek ezzel szemben valtozatos genetikai allomannyal
rendelkeznek, az egyedek igy kiilonb6zd érzékenyseéget vizsgalo, illetve fiziologiai
paraméterek altalanos feltérképezésre vonatkozo kisérletekben nem a legalkalmasabbak
(Chia és mtsai., 2015).
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A normal oregedési folyamatokat kisérd élettani folyamatokat leird oregedési modell
mellett, vannak olyan Oregedési modellek melyek az Oregedés felgyorsitdsat vagy
késleltetését tliztek ki célul. Az elébbi esetében elsddlegesen génmutaciok segitségével
alakitjak ki a vart fenotipust, amelyeket szegmentalis progéridknak neveznek (Andressoo
¢s mtsai., 2006). A késleltetéses modelleknél génmanupildcioval, kaloria vagy metionin
megvondssal, illetve kiilonb6zé anyagok adasaval (pl. rapamicin, metformin, sirtuin
aktivatorok) igyekeznek ndvelni az €lettartamot. Ilyen példaul az mTOR tutvonal gatlasasra
hasznalt rapamicin vizsgalata, amely a C. elegans (Jia és mtsai., 2004), Drosophila
(Kapahi és mtsai., 2004) és az élesztd (Kaeberlein és mtsai., 2005) esetében megndvelte az
¢letid6t, majd késobb ezt a hatast gerincesekben is igazoltak (Harrison és mtsai., 2009;
Neft és mtsai., 2013). Gerincesekben a SIRT1 aktivalasa, resveratrol vagy mas aktivatorok
segitségével szintligy hozzdjarul az élettartam noveléséhez és az egészség fenntartasahoz,
kiilonbozé diétak alkalmazasa mellett (Baur és mtsai., 2006; Jimenez-Gomez és mtsai.,
2013; Mitchell és mtsai., 2014; Mercken €s mtsai., 2014). Mindemellett, patkdnyokban a
kaldria-megvonds eredményezte élettartamndvekedést is mar korabban leirtak (McCay és
mtsai,, 1975).

A masik érdekes megkozelitése a heterokronikus parabiosis kisérletek, amikor eltéré kort
egyedek keringési rendszerét kotik Ossze és ezzel bizonyitjak, azonositjadk azokat a
keringési faktorokat, amelyek az dregedési folyamatokban szerepet jatszhatnak (Conboy és
mtsai., 2013).

A transzgenikus allatmodellek alkalmazdsa utat nyitott olyan lehetdségeknek, melyek
révén az oOregedést kisérd bioldgiai mechanizmusok alapjdul szolgalo kiilonb6zo
expresszios mintazatok befolyasolhatoak és alapvetd szerepiik a folyamatban igy direkt,
rendszerszinten vizsgalhato. Ezek ,, gain of function ” (funkciényeréses) vagy ,, loss of
function ” (funkciovesztéses) modellek lehetnek. Az elébbinél egy olyan gén terméket
expreszaltatnak amelyet alapvetden nem vagy csak kisebb mértékben expresszalnak az
érintett sejtek, utobbinal pedig egy géntermék megjelenését sziintetik meg sejtekben. Ezek
a modellek, mind a késleltetéses, a gyorsitott és a normal oregedési modellek esetében is
felhasznalasra kertilnek.

A leirt technika, olyan kisérletes allattorzsek megjelenését eredményezte, amelyek az
oregedéssel kapcsolatos kutatdsokban elérhetové tették egyes gének, géntermékek

szerepének vizsgalatat normal fiziologias és patologias folyamatokban egyarant.
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1.2.2. A retina oregedése

A kozponti idegrendszer esetében jelentkez0 neurodegenerativ betegségeknél
kiemelt riziko6 faktornak szamit az emelkedett életkor,de ez nincs masképp a részét képezo
retina esetében sem. A latassal kapcsolatban jelentkezd diszfunkcidknal, betegségeknél is
kockazati tényezOnek szamit a magasabb ¢letkor. A leggyakoribbak kozé tartozik a
szemszarazsag, a presbyopia, a katarakta, a diabéteszes retinopatia, a glaukoma és az
1d6skori makuladegeneracio (Chader és Taylor, 2013).

Az oregedéssel kapcsolatos vizsgalatok sordn a folyamatok komplexitdsa mellett, tovabbi
nehézségeket jelent, hogy az id0 elérehaladtaval lezajlo strukturalis és funkcionalis
valtozasok szamos esetben hasonldsdgokat mutatnak egyes patologidk kezdeti 1épéseivel.
Példaul a drusen jelenség illetve a choroid elvékonyodasa az idéskori makuladegeneracio
esetében megfigyelhetd (Ardeljan és mtsai., 2013), vagy a vitreus degeneracioja idésebb
korban (Sebag 1987), amely feler6sodve midpidhoz vezethet. Ezek az elvaltozasok
bizonyos mértékben mar a normal dregedés soran is jelentkezhetnek még a betegségek
kialakuldsa nélkiill. Az emlitett hasonldosagok eredményeként, jelentésen megndtt azon
vizsgalatok szdma, amely a ,normél Oregedés” és a patoldgias folyamatok kozotti
hatarvonalak felismerésére, az egészséges retina idoskori jellemzdinek leirdsara irdnyulnak
(Elliott és mtsai., 1990; Curcio és mtsai., 1993; Enoch és mtsai., 1999; Dimitrov és mtsai.,
2008). Azon kutatdsok eredményeinek, amelyek a kiillonb6zd bioldgiai tényezdket, az
iddskorban jelentkezd latasromlas/latasvesztés kialakulasaban szerepet jatszo folyamatokat
tarjak fel, elsddleges szerepiik van abban, hogy eldsegitsék azok idébeni felismerését,
modot adhatnak.

A retindt tobb tényezd is egylittesen kiszolgaltatottd teszi a kiillonb6zd behatisokkal
szemben, mint példdul, hogy a pontos miikddéséhez elengedhetetlen a szerkezeti
integritasdnak ¢és az Osszetett szinaptikus halozatanak fenntartdsa. Tovabba magas a
metabolikus aktivitasa, illetve a regenerativ kapacitasa is korlatozott. Az éregedés soran a
retinara legjellemzébb morfoldgiai moédosulds a rétegek vastagsagdnak a csokkenése,
amelynek hatterében a sejtek denzitdsdban, a kozottik 1évd szinaptikus kapcsolatok
megoszlasaban fellép6 eltérés allhat (Weisse és mtsai., 1995; Samuel és mtsai., 2011; El-
Sayyad és mitsai., 2014; Nadal-Nicolas és mtsai., 2018; Mohamed és mtsai., 2019). A
kiilonbozd  sejttipusokat érintd Oregedéshez kapcsolodd valtozasok, mint ahogy a

kiilonb6z0 patologiak esetében is széleskorben targyaltak (Tablazat 1.).
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Kapcsol6do irodalmak
normal oregedésben vizsgalt patolégiakban vizsgalt
Erintett humadn patkdny eger humadn patkdny eger
sejttipusok
gangﬁon Harman és Katz és Samuel és mtsai | Blanks és Hajna és Buckingham és
sejt mtsai., 2000; | Robinson 2011 mtsai.,1996, | mtsai., 2016, | mtsai., 2008,
Cavallotti és | 1986; Danias és Ramirez és Szabadfi és Danias és
mtsai.,2004 Weisse és mtsai.,2003 mtsai.,2001 mtsai., 2012 | mtsai.,2003
Gao és mtsai., 1995 Reinher és
Hollyfield Cano és mtsai.,2020
1992 mtsai., 1986
amakrin Roufail és Roufail és Samuel és mtsai | Fariss és Szabo és Gastinger és
sejt Rees., 1997 Rees., 1997 | 2011 mtsai., 2000; | mtsai., 2017 | mtsai.,2006
Ibrahim és May és Ortufio- Szabadfi és Gunn és mtsai.,
mtsai. 2019 | mtsai.,2012 Lizar4n és mtsai., 2012 | 2011,
mtsai., 2020
bipolaris Aggarwall és | Nadal- Liets és mtsai., Jones és Cuenca és Strettoi és mtsai.,
sejt Wadhwa Nicolas és 2006; mtsai., 2016, | mtsai., 2000,
2007; mtsai., 2018 | Samuel és mtsai 2004; Strettoi és mtsai
Eliasieh és Mohamed 2011 Szabadfi és 2002
mtsai.2007 és mtsai., Kovacs-Valasek mtsai., 2012
2018 és mtsai., 2017 Szabadfi és
mtsai., 2016
horizontalis | Eliasieh és Ibrahim és Samuel és mtsai | Fariss és Chu és Strettoi és mtsai
sejt mtsai., 2007; | mtsai. 2019 | 2011 mtsai., 2000; | mtsai., 1993 | 2002
Terzibasi és Janssen és Szabadfi és Ajioka és mtsai.,
mtsai., 2009 mtsai., 1996 | mtsai., 2014 | 2007
Kovacs-Valasek
és mtsai., 2017
Miiller sejt | Bringmann DiLoreto és | Kovacs-Valasek | Liés mtsai., | Rungger- Schuettauf és
&s mtsai., mtsai. 1995 | és mtsai., 2017 1995 Brandle és mtsai., 2004
2003 Fan és Trotta és mtsai., | Mizutani és mtsai.,2000 Inman és mtsai.,
Ramirez és mtsai., 1996 | 2021 mtsai., 1998 | Szabadfi és 2007
mtsai.,2001 mtsi., 2012 Goel és Dingra
Szabd és 2012
mtsai., 2017
fotoreceptor sejtek
palcika Gao és Mohamed Liets és mtsai., | Farris és Cuenca és Carter-Dawson és
Hollyfield, és mtsai., 2006; mtsai., 2000; | mtsai., mtsai.,1978
1992 2018 Gresh és Li és mtsai., | 2004; Fuchs és mtsai.,
Curcio és Ibrahim és mtsai.,2003 1995 Phipps és 2012
mtsai., 1993 | mtsai. 2019 mtsai., 2004
Panda-Jonas
és
mtsai., 1995
csap Gao és Nadal- Cunea és Li és mtsai., | Cuenca és Fei és mtsai., 2002
Hollyfield, Nicolas és mtsai.,2014 1995 mtsai., 2004 | Lipinski és
1992 mtsai., 2018 | Gresh és Jones és Szabadfi és mtsai.,2011
Panda-Jonas | Mohamed mtsai.,2003 mtsai., 2016 | mtsai., 2012
és és mtsai., Phipps és
mtsai., 1995 2018 mtsai., 2004

1. Tablazat A retinalis sejttipusok érintettséget leiro irodalmak normal oregedésben

és patologidkban.
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A morfoldgiai valtozasok szoros kapcsolatban vannak a fellépd funkcionalis eltérésekkel,
¢és ez az elektroretinogramon megjelend, életkorfliiggd valtozasokon keresztiil is nyomon
kovethet6 (Birch és mtsai., 1992; Diloreto és mtsai., 1995; Freund és mtsai., 2011; Samuel
¢és mtsai., 2011; Charng és mtsai., 2011; Chaychi és mtsai., 2018). Ezen eltérések hattérben
meghtizodo, fentebbi abran (4. Abra) szerepld oregedési komponensek a retindban, az
RPE-ben és a retinat ellato erekben is kimutatasra kertiltek az 6regedés soran. A gyulladasi
folyamatok megjelenését (Steinle és mtsai., 2009; Xu és mtsai., 2009; Chen és mtsai.,
2010), a mitokondrialis diszfunkciot (Barreau és mtsai., 1996; Wang és mtsai., 2010; Eells
2019), a genomikus instabilitast (Wang és mtsai.,, 2010), sejtek Oregedését (Catita és
mtsai., 2015, Lopez-Luppo és mtsai., 2017), a proteosztazis zavara miatt kialakulo fehérje
aggregdtumok megjelenését (Leger és mtsai., 2011), telomerrdvidiilést (Baek és mtsai.,
2019), epigenetikai valtozdsok megjelenését (Pennington ¢és mtsai., 2016) is leirtdk
retindban.

Tobbféle terapids lehetOséget is vizsgalnak, amelyekkel a kiilonbdzo degeneracios
folyamatok mérsékelhetdek (pl. dssejtterdpia - Zhang és mtsai., 2020, Sharma €s ,mtsai.,
2021; kaloriamegvonasos kisérletek- Li és mtsai., 2003; fotodinamias terapia - Muste éS
mtsai 2021;, RNS-alapt terapiak - Gemayel és mtsai., 2021; anti-VEGF terapiak - Hussain
és mtsai., 2021). Igy keriilt el6térbe azon neuropeptidek alkalmazasa is, amelyek mar

szdmos patologia kezelésében igéretes terapias lehetdségnek bizonyultak.

1.3. A retina és a neuropeptidek

A neuropeptidek neurohormonként, neurotranszmitterként, immunmodulatorként
rendkiviil fontos szabalyoz6 szerepet toltenek be a kdzponti és a periférias idegrendszer
fiziologiai homeosztazisanak szabalyozasaban, fejlodési és regeneracios folyamataiban,
tovabba szamos patologias folyamatban is bizonyitottdk mar protektiv hatasukat (Strand €s
mtsai., 2003; Casini és mtsai., 2005; Cervia és Casini, 2013; Cervia és mtsai., 2019).
Altalaban 3-100 aminosavbol allnak, elsésorban neuronokban és gliasejtekben fordulnak
eld nagy szdmban, de jelenlétiik nem csak neurondlis eredetli szovetekben bizonyitott
(Hokfelt ¢és mtsai.,, 2003; Hoyer és mtsai., 2012; Pintér és mtsai., 2014). Receptoraik
legnagyobbrészt a heterotrimer G-fehérje receptor szupercsaladhoz tartoznak, melyek
kozvetitésével szamos szignéltranszdukcids tutvonalat befolyasolnak (Hoyer és mtsai.,

2012; Pintér és mtsai., 2014).
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A retinaban is nagy szamban fejezddnek ki, illetve receptoraik jelenlétével annak élettani
folyamatait is befolyasoljak (Casini és mtsai., 2005; Cervia és Casini, 2013; Cervia és
mtsai., 2019). Ide tartoznak példaul a P anyag (Kolb és mtsai., 1995), vazointesztinalis
polipeptid (VIP) (Casini és Brecha, 1992; Casini ¢és mtsai., 1994), szomatosztatin (SST)
(Brecha ¢és mtsai.,1981; Johnson és mtsai., 2000; Cristiani és mtsai., 2002 ), hipofizis
adenilat ciklaz aktivald polipeptid (PACAP) (Izumi €s mtsai., 2000; Szabadfi és mtsai.,
2016), agyi eredetii novekedési faktor (BDNF) (Bennett és mtsai.,, 1999; Telegina és
mtsai., 2019) is.

1.3.1. PACAP és a retina

A PACAP a VIP/secretin/glukagon peptide szupercsalddhoz tartozik, két
természetes formdja ismert, a PACAP-38 és a PACAP-27, melyek koziil az el6bbi
eléfordulasa a gerincesekben jellemzObb (Miyata és mtsai., 1989; Arimura és Shioda,
1995; Vaudry és mtsai., 2009). Hatasat hét transzmembrandoménbdl allo G-protein
kapcsolt VPACI1, VPAC2 ¢és PACI receptorokon keresztiil képes kifejteni, melyek nagy
szdmban fordulnak el6 az idegrendszer kiillonbozo teriiletein. Ezek kozil a VPAC
receptorok VIP-et ugyanolyan affinitassal kotnek, mint PACAP-ot, mig a PAC1 receptor
PACAP-ot képes nagyobb affinitdssal megkotni (Vaudry €és mitsai., 2000; Laburthe és
mtsai., 2007). A kifejtett hatas fiigg a receptor tipusatol, a ligand természetétdl, az adott
szovettdl és a fejlettségi allapottol (Filipsson és mtsai., 1998; Vaudry és mtsai, 2000;

Basille és mtsai., 2000). Modulalo szerepe széles kdrben bizonyitott mind fiziologids, mind

crer

..........

Osszetett védo szereppel is bir, mind antioxidans (Ohtaki és mtsai., 2010) mind
antiapoptotikus (Gasz €és mtsai., 2006) és gyulladascsokkentd (Martinez és mtsai., 2002)
hatdsa is mar bizonyitott. Szdmos neurodegenerativ betegség estében vizsgaltdk ¢&s
sikeresen igazoltak ezeket a védéfunkcioit (Wang és mtsai., 2008; Reglddi és mtsai., 2011;
Han és mtsai., 2014a; Han és mtsai. 2014b; Lee és mtsai., 2014).

A retinaban a PACAP a GCL egyes sejttestjeiben, illetve az amakrin és horizontalis
sejtekben fejezddik ki (Izumi és mtsai., 2000; Dénes és mtsai., 2014). A PAC1 receptora az
INL-ben és a GCL-ben erdsebben, mindamellett a plexiform rétegekben azonban kevésbé
mutatkozik meg (Seki és mtsai., 1997). A retina fejlddése soran alatdmasztottak, hogy a

PACAP kezelés moduldlja a sejthaldlozasi folyamatokat (Silveira és mtsai., 2002; Nyisztor
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esetében is bizonyitotta komplex védohatasat példaul diabeteszes retinopathiaban
(Szabadfi ¢és mtsai., 2012; Szabadfi és mtsai., 2016), ischemidban (Atlasz és mtsai., 2010;
Szab6 és mtsai., 2012; Danyadi és mtsai., 2014; Werling és mtsai., 2014), tovabba retina
excitotoxicitas modellekben (Kiss és mtsai., 2011).

Az egyes betegség modellekben leirt Osszetett hatdsa mellett, igazoltdk a retina dregedését
kisérd funkcionalis és strukturalis valtozasokra vald befolyasold hatasat is. A PACAP KO
egyedekben a korban megegyez6 kontrolokhoz képest feler6sodnek az oOregedés altal
kivaltott szerkezeti valtozasok, mint a ganglion sejtek szamanak csokkenése, a glialis
fibrillaris savas fehérje (GFAP) szintjének novekedése a gliasejtekben, illetve a bipolaris
sejtek dentritjeinek ONL-felé valo szabalytalan agazddasa (Kovacs-Valasek és mitsai.,
2017).

1.3.2. Szomatosztatin és a retina

A szomatosztatin (SST) peptidet eldszor a hipothalamuszbdl izolaltdk, ezt kovetden
pedig kifejez0dését az idegrendszer szamos kozponti, illetve periférids részén széleskorlien
leirtak (Brazeau €s mtsai., 1973; Delfs és mtsai., 1985).

Az SST esetében is két biologiailag aktiv format tudunk megkiilonboztetni (SST-14, SST-
28), illetve ez a peptid is tobb kiilonb6z6 (SST-1, SST-2, SST-3, SST-4, SST-5) hét
transzmembrandoménbdl allo G-protein kapcsolt receptoron keresztiil fejti ki pleiotropikus
hatasat (Glinther és mtsai., 2018).
Szamos analogja is ismert (pl. octreotide, lanreotide, pasireotide), melyeket humén
gyogyaszatban mar sikeresen alkalmaznak (Gomes-Porras és mtsai., 2020). Jelenlétét a
retinaban az INL-ben 1év amakrin sejtek, illetve a GCL-ben elhelyezked$ displaced
amakrin sejtek esetében irtak le (Johnson és mtsai., 2000; Cristiani €s mtsai., 2002).
Fontos szerepet jatszik a retina homeosztazisanak szabalyozéisaban, kiillonbozd retinalis
betegségekben bizonyitotta mar kiemelkedd antiangiogén (Grant és mtsai., 1993) és
neuroprotektiv hatdsat (Vasilaki és Thermos, 2003). Expressziojanak csokkenése szerepet
jatszik pl. a diabéteszt kisérd neurodegenerativ folyamatokban a retindban (Carrasco €s
mtsai., 2007; Hernandez és mtsai., 2014). Tovabba, analdgjaival (pl. octreotide) egyiitt
bizonyitottan védd hatdstiak ischemidban (Cervia és mtsai., 2012; Wang és mtsai., 2015),
makularis 6démaban (Kuijpers és mtsai., 1998) és diabéteszes retinopathiaban (Hernandez
¢és mtsai., 2013).
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2. Célkitiizések

Az Oregedés altal befolyasolt szamos fizioldgias folyamat, illetve a retina kiilonds
kiszolgaltatottsaga ezekkel szemben — pl. korlatozott regeneracios képeségébdl és magas
metabolikus ratajabol adédoan - szamos fontos €s megvalaszolando kérdést felvet a retina
oregedésével kapcsolatban.

Publikalt szakirodalmi adatok alapjan tisztaban vagyunk azzal is, hogy az id6 mulasaval a
kiilonb6zé neuropeptidek elérhetdé mennyisége a szervezetben csokken, amely fontos
résztvevdje a kiilonbozd szervezet szinten jelentkezd karosodasoknak.

Az ¢értekezés bevezetdjében leirtakra alapozva, a dolgozatom célkitlizése, hogy két
allatmodell felhasznalasaval megvizsgalja a retinalis oOregedés komplex szerkezeti
kovetkezményeit Onmagaban, illetve egyes neuropeptidek hosszii idejii hatasanak
Osszefliggésében is.

Ennek megfelel6en:

1., Vizsgaltuk a retina szerkezeti valtozasait a normal 6regedés soran.

Morfometriai és morfoldgiai analizissel, tovabba immunhisztokémiai és western blot
eljarasok soran alkalmazott kiilonb6zd sejtspecifikus és szinaptikus protein markerek
alkalmazasaval azonositottuk a sejtszinten megjelend valtozasokat, melyek az id6

mulasaval a patkany retindban jelentkeztek.

2., Meg kivantuk ismerni a kronikus PACAP kezelés hatasat az SST tartalmu illetve

dopaminerg amakrin sejtek denzitasara az oregedés soran.

Immunhisztokémiai analizissel vizsgaltuk meg transzgenikus egérmodellben, a TH-
pozitiv és SST pozitiv sejtek denzitdsanak valtozasat kronikus PACAP kezelés
hatdsara az 6regedés soran. Az dregedést kisérd sejtdenzitas valtozasok befolyasolasa
mellett, a fellépd esetleges szinergikus koélcsonhatas felismerése is a céljaink kozé

tartozott.
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3. Anyag és modszer

3.1.Kisérleti allatok

Kutatasaink soran két dregedés modellt vizsgaltunk. Az egyik modellben Wistar albino
patkényokat, mig masikban C57Bl/6JTdTomato transzgenikus egereket hasznaltunk fel. A
transzgenikus egerek a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatéintézet Orvosi Géntechnologiai
Részlegén keriiltek eldallitasra, az ott rendelkezésére allo sst/iresFlpo(Tm3) homozigota
him X  GT(ROSA)26Sor CAG/FSF TdTomato (Tm) homozigdta ndstények
keresztezésével. Az utdd egyedekben piros fluoreszcens jel jelenik meg a szomatosztatin
(SST) termeld sejtekben. A kisérleteink kivitelezésében a PTE Munkahelyi Allatetikai
Bizottsag iranyelveit figyelembe vettiik (allatkisérletes engedély szamok: BAO02/2000-
15024/2011, PE/EA/488-6/2021).

3.2.A normal 6regedés modellben biztositott koriilmények

Az azonos alombdl szdrmazé Wistar albino ndstény patkdnyokat megegyezd és
folyamatosan ellendrzott korilmények kozott tartottuk (23°C, 12h/12h  sotét/vilagos
ciklusok) az eltéré genetikai és kornyezeti behatasok kizarasa érdekében. A vizsgalatban
megkiilonboztettiink négy egymastol elkiilonitett korcsoportot (5 honapos, 12 honapos, 18
honapos, 24 honapos). Az adott életkort elérd allatoknal izoflurdn boditast kdvetden,
intraperitonealisan tiopental injekcidt alkalmaztunk a talaltatadshoz, majd eltavolitottuk a

szemet €s ezt kdvetden a szemserlegbdl kipreparaltuk a retinat.

3.3.PACAP injektalt 6regedés modellben biztositott koriillmények

A transzgenikus egerek az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézetbol
szarmaznak és az ottani allathdzban keriiltek tartasra. Az itt taldlhatd eurdpai szinvonalu
Orvosi Géntechnologiai Részleg altal biztositott koriilmények lehetdvé teszik genetikailag
modositott egerek tartdsat és a velilk valo kisérletek kivitelezését. Az allatok szemének
PACAP-al torténd intravitredlis injektaldsa is ott valésult meg. Harom korcsoportot

kiilonitettiik el egymastdl (6 honapos, 12 honapos, 18 honapos). Az adott életkort elérd
23



allatoknal izofluran altatast kovetden eltavolitottuk a szemet és ezt kovetben a

szemserlegbdl kipreparaltuk a retinat.

3.3.1. PACAP kezelés

Az adott korcsoportokon beliill megkiilonboztettiink kezelt és kontroll allatokat. A
kontroll csoport egyedei nem kaptak kezelést a kisérletek sordn. A kezelt allatok szemét,
izofluran altatas alatt, haromhavonta intravitrealisan injektaltunk. Az elsé injekciot 3
honapos korukban kaptak igy a 6 honapos 1db, a 12 honapos 3 db, a 18 hénapos 5 db
injekciot kapott. A kezelés soran 27G-s ti segitségével atszurtuk a sclerdt majd ezt
kovetéen 33G-s tlivel ellatott Hamilton fecskendd (10ul) segitségével injektaltunk az egyik
szemiikbe PACAP1-38-at (1.5 pl 0,3pg/ul (100 pmol)) a masik szemiikbe pedig
ugyanakkora mennyiségben fiziologias sooldatot (0,9% NaCl). A fertézés megel6zése
céljabol az injektalast kovetéen utokezeltik a szemiiket antibiotikumos kendccsel

(Cavasan, Produlab Pharma B.V,) .

3.4.Szovettani eljarasok

3.4.1. Morfoléogiai és morfometriai vizsgalat

A Wistar patkdny modellben a szemek kipreparalasat kovetden, sztereomikroszkop
(Nikon SMZ645, Németorszag) segitségével a szaruhartyat, a szemlencsét €s az iivegtestet
eltavolitottuk. A szemserleg preparatumot masnapig 1%-os glutaraldehides-PFA-ban (4%-
os oldatot készitettiink foszfatpufferben (pH 7,4) oldott PFA-val, amelyhez 25%-0s
glutaraldehidet adtunk) fixaltuk. Ezt harom napos rutin szdvettani protokolnak megfeleld
eljaras kovette. Els6 nap 6 x 10 percig mostuk 0,1 M-os foszfat-pufferben (PB), majd 1x10
percig felszallo alkoholsorozatban (30%, 50%) dehidraltuk, ezt kdvetéen 12 6ran at 70%-
os alkoholban taroltuk 4°C-on. A masodik napon folytattuk a viztelenitést, 1x10 percig
90%-o0s, majd 2x20 percig abszolut alkoholban (Sigma). Ezt kovetéen 2x4 percig propilén-
oxidban, majd 30 percig gyanta és propilén-oxid (Spektrum3D) 1:1 aranyu keverékében
inkubaltuk. Ezutan négykomponensbdl all6 Durcupan (Fluka) gyantaban (komponensek:
A’ 12,2g; B’ 10g; ’C’ 0,3g; D’ 0,5 g) hagytuk egy éjszakan at 4°C-on. A harmadik
napon a preparatumokat Durcupan gyanta-blokkokba agyaztuk, amiket minimum 36 6ran
at, 56°C-on hagytunk polimerizalodni. A kész blokkokbol félvékony metszeteket (1-2 pm)
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készitettiink ultramikrotémmal (LEICA EM UC7), ezutan targylemezre helyezve 1%-0s
toluidinkékkel (Sigma) festettik és DPX (Fluka) fedéanyaggal lefedtiik. A retina
metszetekrol fotokat készitettiink Nikon Eclipse 80i mikroszkdphoz kapcsolt CCD kamera
segitségévelés a morfologiai illetve morfometriai analizist is végeztiink. A SPOT Basic
program (Spot Basic 4.04) alkalmazasaval tobb paramétert is vizsgaltunk: a kiilsé és a
belsé hatarolo hartya (OLM-ILM) tavolsagat, az ONL, az OPL, az INL, az IPL
vastagsagat, valamint a csap terminalisok szamat az OPL-ben és a GCL-ben meglévo
ganglion sejtek szamat 100 um-ként. Az értékelés soran minden korosztalybol 4 allatot
hasznaltunk fel és 15 latoteret vizsgaltunk retinanként. A retina vizsgalatanak
alapkritériumai koz¢ tartozott, hogy az INL négy sejtsorban a GCL pedig egy sejtsorban

jelenjen meg a metszeteken.

3.5.Immunhisztokémiai eljarasok

3.5.1. Normal oregedés modellben

A metszetek elkészitése mindkét allatmodellben azonos moédon tortént. A
kipreparalt retinat 2 oras 4%-0s PFA-s fixalast kovetden 6x10 percig mostuk 0,2 M-0s
NaCl-os foszfat pufferben (PBS), majd siillyedésig inkubaltuk 15%-o0s szachar6z-oldatban
(Sigma). Ezt kovetdéen 30%-os szachardzos-PBS-oldatban taroltuk 4°C-on a cryostattal
torténd metszésig. A retina preparatumokat cryostat-médiumba (Shandon Cyromatrix,
Thermo Scientific) agyazva, fagyasztva (-20°C) metszettiik le cryostat késziilék
segitségével (Leica, Németorszag). A 10-12 um-es metszeteket SuperFrost Plus (VWR)
targylemezekre helyeztiik. Az immunhisztokémiai eljaras megkezdésekor a metszeteket
rehidraltuk TritonX-PBS pufferrel 6x5 percig, majd Normal Kecske Szérummal (Normal
Goat Serum - NGS) blokkoltuk 1 6rat. A patkany retindknal tobb eltéré primer antitestet is
alkalmaztunk. A primer antitestekre specifikus szekunder antitestként Alexa Fluor ,,488”
és ,,568” fluorescens markereket hasznaltunk. Az alkalmazott primer, szekunder
antitesteket és a probat a 2. Téblazat tartalmazza. Az antitestekkel valo munkavégzést
megel6zéen negativ kontrolokat készitettiink, amelyeknél vagy a primer vagy pedig a

szekunder antitest kihagyasaval ellendriztiik, hogy tapasztalunk-e aspecifikus kotddést.
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Primer antitest neve S Higitas IHK-ban Higitas WB- Gyarto
ezet ban
anti-Brn3a (brain-specific egér
homeobox/POU domain 1:50 - Santa-Cruz
protein 3A)
anti-calbindin egér 1:1000 1:1000 Sigma
anti-PKCa (protein kinaz C egér 1:200 1:200 Santa-Cruz
alfa)
anti-TH (tirozin-hidroxilaz) egér 1:1000 1:500 Milipore
anti-parvalbumin egér 1:1000 1:200 Sigma
anti-calretinin egér 1:1000 1:1000 Swant
antI-VGI,_UTl (vezikularis nyul 1500 1:1000 Abcam
glutamat transzporter 1)
anti-GFAP (gl1f1ﬁbr1llarls nyul 1500 11000 Sigma
savas fehérje)
anti-GAPDH nyul
(gliceraldehid-3-foszfat- - 1:10000 Sigma
dehidrogenaz)
PNA (peanut agglutinin - . )
JFITC konjuglt)* 1:1000 VectorLab
Szekunder antitest neve
., ) Life
anti-egér AlexaFluor 488 kecske 1:1000 - .
Technologies
., _ Life
anti-nyul AlexaFluor 488 kecske 1:1000 - .
Technologies
., ) Life
anti-nyul AlexaFluor 568 kecske 1:1000 - .
Technologies
anti-eger IgG HRP kecske - 1:10000 Sigma
konjugalt
anti-nyuil IgG HRP kecske i 110000 Life

konjugalt

Technologies

2. Tablazat A normal 6regedeés modell immunhisztokémiai (IHK) és western blot

(WB) kisérletei soran alkalmazott primer és szekunder antitestek, probak. A *-al
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jelolt Anti-Peanut Agglutinin nem tartozik a primer antitestek koze, FITC-jelolt

csap fotoreceptor specifikus proba.

3.5.2. Transzgenikus egérmodellben

A metszetek elkészitése itt is a fent leirt protokoll alapjan tortént. A transzgenikus
egér modelliink validalasa érdekében a retina metszeteken szomatosztatin illetve tirozin-
hidroxildz primer antitestet hasznaltunk. A primer antitestre specifikus szekunder
antitestként Alexa Fluor ,,488” fluorescens antitestet alkalmaztunk. A primer és szekunder

antitesteket a 3. Tablazat tartalmazza.

Primer antitest neve | Gazdaszervezet Higitas Gyérto
anti-SST nyul 1:1000 Biomedicals
anti-TH nyul 1:1000 Abcam

Szekunder antitest neve

anti-nyul AlexaFluor

488 kecske 1:1000 Life Techologies

anti-nyal AlexaFluor

488 kecske 1:1000 Thermo Fischer

3. Tablazat A transzgenikus egér modellben alkalmazott primer és szekunder antitestek.

A transzgenikus egér retina teljes (wholemount) preparatumok esetében 2 oras 4%-0s PFA
fixalast kovetden sztereomikroszkop alatt, PBS pufferes kozegben az inhartyat a retinakrol
eltavolitottuk. Ezutan 6 x 30 percig PBS pufferben mostuk majd 1%-o0s TritonX-ABS—ben
blokkoltuk egy oran at. A wholemount preparatumokat 4°C-on anti-TH antitestel
inkubaltuk 72 oréan keresztiil rdzogépben. Utana a preparatumokat 6 x 5 percig mostuk 1%-
0s TritonX-PBS-ben. Ezutan Alexa Fluor ,,488” szekunder antitesttel 24 oran keresztiil
4°C-on inkubaltuk razoégépben. Az alkalmazott primer és szekunder antitesteket és a 3.

tablazat tartalmazza.
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A metszeteket és a wholemount preparatumokat a szekunder antitestettel vald inkubalést
kovetden 3x5 perces 0,2 M-0s PBS-es mostuk, majd Fluoromount-G (Southern Biotech)
fedéanyaggal fedtiik le.

A fotokat Olympus IX81 invers platform (Olympus, Japan) tipusu mikroszkdppal,
Olympus Fluorview FV-1000 konfokalis rendszer segitségével készitettiik el a normal és a
transzgenikus Oregedés modellben is. A metszetek esetében 40-szeres, a wholemount
esetében 20-szoros objektiv nagyitassal késziiltek a képek. Az AlexaFluor 488 esetében
520 nm emisszios hulldmhosszon, a 1ézerintenzitas 5% -os, AlexaFluor 568 esetében pedig
543nm volt az emmisszids hulldmhossz és 22 % -os lézerintenzitast alkalmaztunk. Az
alkalmazott rendszer lehetdvé tette, hogy a szoveten beliil tobbféle jelolést is képesek
voltunk egyszerre megjeleniteni és esetlegesen eléforduld egyiittes megjelenésiiket
azonositani. A képeken utdlagos modositasként csak a kiilonbozd feliratok, szamozasok és
a sejteket jelold nyilak/nyilhegyek keriiltek feltiintetésre, illetve ezt kdvetden a képeket
tablazatba rendeztilk. A sejtszamolas wholemount preparditumokon Fiji is just Imagel

1.52p program segitségével tortént.

3.6.Western blot analizis

A patkany retinakat RIPA pufferben homogenizaltuk 3 percig majd 13 000 rpm-en
centrifugaltuk 30 percig 4°C-on. Ezutan a fehérje koncentraciot BCA Protein Assay Kit
(ThermoScientific) felhasznalasaval (B komponens:A komponens, 1:50) spektrofotométer
segitségével meghataroztuk standardként BSA-t hasznalva. A fehérje elektroforézis 4-
12%- NuPage SDS poliakrilamid gélen tortént és utana PVDF membranra (Bio-Rad)
transzferaltuk a fehérjéket. A transzfer utan szaritottuk a membrant szobahdmérsékleten és
ezt kovetdéen a membrant blokkolo oldattal (20mM Tris-HCI, 150mM NacCl, 0,1 Tween-20,
5% tejpor, 1%BSA) inkubdltuk 1 oran keresztiill szobahOmérsékleten razdgépen. A
membrant ezutan a blokkol6 oldatban higitott primer antitesttel inkubaltuk (calbindin
(1:1000, monoklondlis anti-egér, Sigma); calretinin (1:1000, poliklondlis, anti-nyul,
Swant); parvalbumin (1:1000, monoklonalis anti-egér, Sigma); PKCa (1:200,
monoklonalis anti-egér, Santa Cruz); TH (1:1000, monoklonalis anti-egér, Millipore);
GFAP (1:500, monoklonalis anti-nyul, Sigma); VGLUT1 (1:500, poliklonalis, anti-nyul,
Abcam); GAPDH; (1:10000; anti-nyal, Sigma) masnapig 4°C-on razogépen. A
normalizacids kontrollként alkalmazott GAPDH-t a primer antitestek higitdsahoz hasznalt
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blokkold oldathoz adtuk. Masnap TBST pufferrel (20mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 0,1%
Tween-20) mostuk 3 x 10 percig. Ezt kovette a tormaperoxiddz konjugélt szekunder
antitesttel (anti-egér,1:10000; anti-nyal, 1:10000) valé inkubalds 2 oran keresztiil,
szobahdmérsékleten, razogépen. A detektalashoz WesternBright ECL HRP substrate Kitet
hasznaltunk (Biomedica) és Chemi DOC System (Bio-Rad, Budapest) segitségével
képfelvételeket készitetiink. A kiilonbozd fehérjék esetében megjelend band-ek optikai
denzitasa a 12 honapos korosztaly értékeire normalizaltuk, a relativ fehérje expressziot

belsé kontrolllként alkalmazott GAPDH segitségével hataroztuk meg.

3.7.Statisztikai analizis

A morfometriai vizsgélatok illetve a sejtdenzitds meghatarozasa soran, a mért adatok
kozott megjelend kiilonbségek szignifikancidjanak meghatdrozasdhoz statisztikai analizist
végeztiink. Egy utas ANOVA tesztet alkalmaztunk, amit Tukey post-hoc teszt kovetett
amelyet GraphPad Prism7 program segitségével végeztiik el. Szignifikancia szintként p

<0,05 értéket hataroztuk meg a kiillonb6zd csoportok dsszehasonlitdsa soran.
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4. Eredmények

4.1.Normal oregedés modell

A normadl oregedést bemutatd allatmodellek lehetdséget teremtenek az 1d6 mulasaval
jelentkezd fizioldgias folyamatok megvaltozasanak, illetve az ezek hatterében allo/kisérd
lehetséges  strukturalis  valtozasoknak a nyomonkovetésére.  Alkalmazasukkal
megismerhetjiik a homeosztdzis megvaltozasadval létrejott olyan normal Oregedési
folyamatokat, ahol még a kiilonb6z0 patoldgias mechanizmusok nincsenek jelen.

A retina réteges felépitésének kdszonhetden, rendkiviil j6 modellként szolgalt arra, hogy

jobban megismerjiik a kozponti idegrendszerben lejatszodé komplex folyamatokat.

4.1.1. Morfologiai és morfometriai vizsgalatok

Az oOregedés folyamata, mind a retinalis sejtrétegek vastagsagaban mind pedig az
azokat alkoto sejtek denzitasaban is valtozast eredményezett (5. Abra).
Az 1d6 mulaséval a retina rétegeinek vékonyodasa volt megfigyelhetd, kiilonos tekintettel
az IPL-re. A magvas sejtrétegek koziil az ONL-ben volt a legjelentdsebb a vastagsag
csokkenése (5. Abra a, b).
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5. Abra A retindlis rétegek megjelenésének és sejtdenzitisdanak valtozdsa a kiilonbézd
korcsoportokban. a, patkany retinabol késziilt szovettani metszetek 5 honapos (al), 12
honapos (a2), 18 hénapos (a3), 24 honapos (a4) allatokbdl. b., rétegvastatgsdagok
alakulasa 5-, 12-,18- 24 honapos allatokban. Roviditések: OLM-kiilsé hatarolo hartya,
ONL-belso magvas réteg, OPL-kiilso rostos réteg, INL-belsé nuklearis réteg, |\PL-kiilsd
rostos reteg, GCL- ganglion sejtek rétege, ILM-belso hatarolo hartya. * p < 0,05; **p <
0,01;*** p < 0,001, az 5 honapos korcsoporthoz hasonlitva. ##p < 0,01; ### p< 0,001 a
12 hénapos korcsoporthoz hasonlitva. A roviditések a tobbi Abra esetében is az itt

megjelolt jelentéssel birnak.

A ganglion sejtek szamaban fellépé valtozasok nyomonkovetésére anti-Brn3a (brain-
specific homeobox/POU domain protein 3A) antitestet hasznaltunk. A Brn3a, mint
transzkripcids faktor az idegrendszer kiilonbozd teriiletein expresszalodik és kiemelkedd
szerepet jatszik a ganglion sejtek sejtspecifikus azonositasaban ¢és kvantifikdlasaban a
retindban (Xiang ¢és mtsai., 1995; Nadal-Nicolas és mtsai., 2009; Nadal-Nicolas ¢s mtsai.,
2012). A GCL-ben a ganglion sejtek fokozatos csokkenését tapasztaltuk az oregedés soran
(6. Abra a).
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A csapok szamat peanut agglutinin (PNA) segitségével vizsgaltuk, mely lektin

crer

Blanks és mtsai., 1984). Az ONL-ben a csapok szamanak csokkenését észleltiik az id6
elérehaladtaval (6. Abra b).
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6. Abra A, Brn3a pozitiv sejtek denzitisa 5 hénapos (al), 12 hénapos (a2), 18 hénapos

(a3), 24 honapos (a4) dllatok retinajaban. d., PNA pozitiv csap termindlisok denzitisa 5
honapos (b1), 12 honapos (b2), 18 honapos (b3), 24 honapos (b4) dallatok retindjdban.
Roviditések: ONL - kiilsd magvas réteg,, OPL-kiilsé rostos réteg, INL - belsd magvas

réteg, IPL - belso rostos réeteg, GCL- ganglion sejtek rétege, ILM-belsé hatarolo hartya.
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*p <0,05; **p < 0,01;*** p < 0,001, az 5 honapos korcsoporthoz hasonlitva. ## p <
0,01; ### p< 0,001 a 12 honapos korcsoporthoz hasonlitva

A réteges szerkezet megjelenésében bekovetkezd moddosulasok hatterében allo sejtszintii
eltérések feltarasa érdekében, azonos sejt-specifikus markereket alkalmaztunk minden
korosztalynal. A tovabbiakban ezen markerek leirata a retindban vald elhelyezkedésiik

sorrendjében, kiviilrol befelé haladva keriilt rendszerezésre.

4.1.2. Immunhisztokémiai vizsgalatok

4.1.2.1. Protein kinaz C alfa

Az i1d6 mulasdval a palcika bipolaris sejtek megjelenésében bekovetkezd
valtozasok nyomonkovetésére anti-protein kinaz C alfa (PKCa) antitestet alkalmaztunk.
PKCa szelektiven jeldli a palcika bipolaris sejteket, amelyet patkdny és mas ragcsalok
retinaiban is bizonyitottak (Osborne és mtsai., 1991; Euler és Wassle, 1995).

Az OPL-ben a dentritek, az INL-ben a sejttestek illetve az IPL-GCL hataran 1évé axon
terminalisok mutattak immunpozitivitast (7. Abra a-d). Kezdetben a fiatalabb korosztaly
retinaiban a jelintenzitas gyengébb volt (7. Abra a, b) majd szinte valtozatlan maradt az
utols6 két korcsoportban (7. Abra ¢, d). A Western blot analizis eredménye is megerdsitette

ezt a valtozast (7. Abra e, f).
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7. Abra PKCa immunreaktivitds és Western blot analizis a kiilonbozd korcsoportok
retindiban. Anti-PKCo immunjelolés az 5 honapos (a), 12 honapos (b), 18 honapos (c),
24 honapos (d) retinakban. Western blot analizis eredménye (e-f). *** p < 0,001 az 5
honapos korcsoporthoz hasonlitva. ### p < 0,001 a 12 honapos korcsoporthoz

hasonlitva.

4.1.2.2. Calbindin

A korcsoportokban harom kiilonb6z6 kalciumkd6td fehérje (calbindin, parvalbumin,
calretinin) megnyilvanulasat is vizsgaltuk, melyek expressziojara az Oregedés folyamata
illetve kiilonb6z6 patologias folyamatok is igazoltan befolyassal lehetnek (Papazafiri és
mtsai., 1995; Kwon ¢és mtsai.,, 2005). A fent emlitett proteinek az EF-hand fehérjék
csaladjaba tartoznak, és elengedhetetlen szerepet jatszanak a Ca-homeosztazis
szabalyozasaban. A szabalyoz6 szerepiik kozponti idegrendszer szdmos teriiletén

érvényesiil, és az emlds retina neuronjaiban is jelen vannak (Celio és mtsai., 1990;
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Baimbridge és mtsai., 1992; Hamano és mtsai., 1990). Sejtspecifikus megjelenésiiknek
koszonhetden pedig kivald markerként alkalmazhatdéak a bekovetkezd, sejtpopulacidkat
érintd valtozasok morfologiai megfigyelésére (Wéssle és mtsai., 1993; Wissle as mtsai.,
1995; Volgyi és mtsai., 1997; Goebel és mtsai., 1997).

A calbindin fehérje egy horizontalis sejt marker, amely a patkany retindban az amakrin és
a ganglion sejtek szubpopulacioiban is mutat expressziot (Rabié és mtsai., 1985; Pasteels
és mtsai., 1990; Hamano és mtsai., 1990; Sanna és mtsai., 1990; Chun és mtsai., 1999;
Mojumder ¢és mtsai.,, 2008). A horizontalis sejtek olyan GABAerg interneuronok,
melyeknek nagyméretii sejttestjeik az INL-ben helyezkednek el és dendritjeikkel az OPL-
felé nytlnak. Ezen sejtek a leirtaknak megfeleld megjelenést mutattak a retina
metszeteinken. A sejttestjeik és nyulvanyaik az OPL-ben erés anti-calbindin jel616dést
mutattak, amelynek intenzitasa az id6 elérehaladtaval csokkent (8. Abra a-d). A csokkend

expressziot a Western blot eredményeink is megerdsitették (8. Abra e, f).
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8. Abra Calbindin immunreaktivitds a horizontdlis sejtekben és Western blot analizis

5h6 12h6 18 hé 24hé

eredménye a kiilonbozo korcsoportok retinaiban. Anti-calbindin immunjelolés az 5
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honapos (a), 12 honapos (b), 18 honapos (c), 24 honapos (d) retindkban, a nagyitdsokon
a horizontalis sejtek lathatoak. Western blot analizis eredménye (e-f).
Roviditések: GAPDH- glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz. **p < 0,01, *** p < 0,001

az 5 honapos korcsoporthoz hasonlitva.

4.1.2.3. Calretinin

A patkany retindban a calretinin az eddigi szakirodalmi eredmények alapjan, a
ganglion és az amakrin sejtek esetében is megnyilvanul (Pasteels és mitsai., 1990;
Mojumder és mtsai., 2008). Az anti-calretinin antitest az INL-ben néhany amakrin sejtben
illetve a GCL sejtjeiben mutatott expressziot (9. Abra a-d). Korabbi kutatdsok eredményei,
mind a ganglion mind pedig a displaced amakrin sejtek esetében irtak le calretinin
pozitivitast patkany retina GCL rétegében (Gabriel és Witkowsky, 1998). Az IPL-ben
harom egymastdl elkiiloniilé sublaminaban jelent meg a calretinin fehérje. Az expresszidja
gyengébben nyilvanult meg az 5 hénapos retinakban (9. Abra a), mint a késSbbi
korosztalyokban (9. Abra b-d). A jelolés eréssége az egy éves korcsoportban volt a

legmagasabb, mely tendencia a Western blot eredményein is nyomon kovethet6 (9. Abra e,

).
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9. Abra Calretinin immunreaktivitis és a Western blot analizis eredménye a kiilonbozo
korcsoportok retindiban. Anti-calretinin immunjelélés az 5 honapos (a), 12 honapos (b),
18 honapos (c), 24 honapos (d) retinakban, . Western blot analizis eredménye (e-f). *** p
< 0,001 az 5 honapos korcsoporthoz hasonlitva. #p < 0,05 a 12 honapos korcsoporthoz

hasonlitva.

4.1.2.4. Parvalbumin

Parvalbumin immunreaktivitast az AIl tipusa amakrin sejtek esetében, illetve a
GCL-ben a ganglion setjek és a displaced amakrin sejtekben irtak le eddig a patkany
retinaban (Hamano és mtsai., 1990; Sanna és mtsai., 1990; Chun és mtsai., 1993; Wassle és
mtsai., 1993). Modelliinkben parvalbumin pozitivnak bizonyultak az amakrin sejtek
minden korcsoportban, illetve néhany ganglion sejt is jel6lddést mutatott (10. Abra a-d). A
jeldlés intenzitasa kezdetben ndvekedett (10. Abra a-c) majd pedig lecsokkent a legid6sebb
korcsoportban (10. Abra d). A protein expresszid vizsgalatinak eredménye is

alatamasztotta ezt a jelenséget (10. Abra e, f).
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10. Abra Parvalbumin immunreaktivitds és Western blot analizis a kiilonbézé korcsoportok
retindaiban. Anti-parvalbumin immunjelolés az 5 honapos (a), 12 honapos (b), 18 honapos
(c), 24 hénapos (d) retindakban . Western blot analizis eredménye (e-f). *** p < 0,001 az 5

honapos korcsoporthoz hasonlitva. ###p < 0,001 a 12 honapos korcsoporthoz hasonlitva.

4.1.2.5. Tirozin-hidroxilaz

A kalcium-koté fehérjék mellett, a dopaminerg amakrin sejtek megjelenésében
bekovetkezd esetleges valtozasok megnyilvanulasara is kivancsiak voltunk, melyet anti-
tirozin-hidroxilaz (TH) antitest segitségével vizsgaltunk. A TH a patkany retinaban
eldszor az amakrin sejtekben keriilt leirdsra, amely sejtekrél késObb igazolodott, hogy
dopaminergek (Nguyen-Legros és mtsai., 1983; Versaux-Botteri és mtsai., 1986). Ezek az
amakrin sejtek kiterjedt, siirli nyalvanyrendszert hoznak létre, nagyméretli sejttestjeik az
INL-ben, nyulvanyaik az INL és IPL hataran talalhatok. A sejttestjeikben megtalalhat6 a
katekolamin transzmitterek ko6zé tartozd6 dopamin, illetve annak szintéziséhez

elengedhetetlen kulcsenzim a TH (Dacey és mtsai., 1990). Megjelenése az altalunk vizsgalt
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retina metszetek esetében is fentebb leirt jellegzetességeket mutatta. Az Oregedéssel
kisérletiinkben a TH expresszidja az egyéves korosztalyban érte el a maximumét (11. Abra

b) majd ezt kovetden csokkent (11. Abra c-d). A Western blot eredménye is megerdsitette

ezt a jelenséget (11. Abra e, f).
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11. Abra TH immunreaktivitis a dopaminerg amakrin sejtekben és a Western blot analizis
eredménye a kiilonbozé korcsoportok retindiban. Anti-TH immunjelolés az 5 honapos (a),
12 honapos (b), 18 honapos (c), 24 honapos (d) retinakban. Western blot analizis
eredménye (e-f). *** p < 0,001 az 5 honapos korcsoporthoz hasonlitva. ## p< 0,01; ###

p< 0,001 a 12 honapos korcsoporthoz hasonlitva.
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4.1.2.6. Vezikularis glutamat transzporter-1

A glutamat az egyik legjelentésebb neurotranszmittere az idegrendszernek,
amelynek a vezikuldkba val6 csomagoldsdban a vezikularis glutamat transzporterek
(vGLUT) vesznek részt a szinaptikus végzdédésekben. A patkany retinaban a fotoreceptor
terminalisokban, tovabba az IPL teljes teriiletén jelenik meg (Johnson és mtsai., 2003;
Horsburgh ¢és Sefton, 1987). A VGLUT1 az egyik legkiemelkedObb résztvevdje ennek a
folyamatnak, melynek megnyilvanulasara- elézetes irodalmi adatok alapjan- az oregedés
folyamata hatassal lehet (Szabadfi és mitsai., 2015; Kovacs-Valasek és mtsai., 2017).
Vizsgalataink sordn az expresszidja csokkend tendenciat mutatott az Oregedés soran,
amelyet mind immunhisztokémia mind pedig a Western blot analizis sordn kimutattunk

(12. Abra a-f).
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12. Abra VGLUT immunreaktivitds és a Western blot analizis eredménye a kiilonbozd
korcsoportok retindaiban. Anti-vGLUT I immunjelolés az 5 honapos (a), 12 hénapos (b),
18 honapos (c), 24 honapos (d) retinakban. Western blot analizis eredménye (e-f).
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4.1.2.7. Glialis fibrillaris savas fehérje

A glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP) patkany retindban a Miiller sejtek
végtalpaiban kertilt leirasra (Bignami és Dahl, 1979). A Miiller sejteket érd stressz hatdsara
a GFAP- mint aspecifikus metabolikus stresszszignal fehérje - expresszidja megvaltozik,
melyet a retina 6regedése, illetve kiillonbozo retinalis korképek (pl. diabeteszes retinopatia,
ischemia), vizsgalata soran is tapasztaltak (Mizutani és mtsai., 1998; Wu ¢és mtsai., 2003;
Lundkvist és mtsai., 2004; Atlasz és mtsai., 2010; Szabadfi és mtsai., 2015).
Kisérletinkben a GFAP is expressziovaltozast mutatott a retina Oregedése soran.
Kezdetben alacsony (13. Abra a), majd az egyéves korosztilyban (13. Abra b) mar
magasabb expresszioval jelentkezett, amely id6sebb korcsoportokban ismét lecsokkent (13.
Abra c, d). A Western blot analizis eredménye is ezt a tendenciat mutatta, ahol a GFAP
izoformak szamaban bekovetkezd csokkenés is megfigyelhetd volt az oregedéssel (13.

Abra e, f).
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13. Abra GFAP immunreaktivitds a glia sejtekben és a Western blot analizis eredménye a
kiilonbozo korcsoportok retindiban. Anti-GFAP immunjelolés az 5 honapos (a), 12
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honapos (b), 18 honapos (c), 24 honapos (d) retinakban. Western blot analizis eredménye
(e-f). ***p < 0,001 az 5 honapos korcsoporthoz hasonlitva. #p < 0,05 ## p< 0,01 a 12

honapos korcsoporthoz hasonlitva.
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4.2 A kronikus PACAP Kkezelés hatasa transzgenikus egér retina

oregedésére
4.2.1 A transzgenikus egérmodell validalasa

Az altalunk alkalmazott transzgenikus kisérleti allatokat SST/iresFlpo (Tm3) és
GT(ROSA)26Sor_CAG/FSF_TdTomato egértorzsek keresztezésébdl hoztak Iétre a
Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet Orvosi Géntechnologiai (ORG) részlegében. Az
igy keletkezett utod egyedek szervezetében piros fluoreszcens jel jelentkezik a
szomatosztatin  (SST) termelé sejtekben, mely jel6lérendszer egy sejt- illetve
szignadlmolekula specifikus monitoringot tesz lehetévé egy olyan génkonstrukcid
felhasznalasaval, amelynek megbizhatosagat eldzetes irodalmi adatok is megerdsitik
(Sylwestrak és Ghosh, 2012).

Kisérleteink sordn kiilonds figyelemmel kellett lenniink a sterilitdsra nem csupdn az
intravitrealis kezelések kivitelezése sordn, hanem az allathazi eldirasok szigort
betartasakor is. Az altalunk vasarolt transzgenikus egereket a KOKI ORG Transzgenikus
Egységében allitottak eld, majd pedig az Allattechnolégiai Egységben az el6irasoknak
megfeleld higiéniai koriilmények kozott, SPF allathazban tartottuk oket folyamatos
ellendrzés €s gondozas mellett.

Az egér retinaban az amakrin sejtek az INL-ben, illetve a displaced amakrin sejtek a GCL-
ben mutatnak SST pozitivitast (Cristiani és mtsai., 2002). Whole-mount kisérleteink soran
az autoflureszcens sejtek eloszlasa a 6 honapos kontroll retinaban (14. Abra a) a TH
expresszalo dopaminerg amakrin sejtekhez (14. Abra b) hasonlé mintazatot mutatott. A
fluoreszkald sejtek SST pozitivitasainak megerdsitésére kettds jellést végeztiink zold
fluoreszcenciaval elhivott anti-SST antitest segitségével, melynek soran az alkalmazott
zold jelolés azonos sejtekben jelent meg a piros autoflureszcens jellel és sarga szin jelent
meg a vizsgalt sejtekben (14. Abra c). Tovabbiakban meg kellett bizonyosodnunk arrol,
hogy elvalaszthatéak-e egymastol egyértelmiien a kiilonb6zd amakrin sejt populécidk és
nem fed at az altalunk alkalmazott ani-TH antitest és az SST sejtek jeldlése. Az anti-TH
antitesttel vald inkubalas eredményeként igazolddott, hogy a TH-pozitiv amakrin

sejtpopuldcio és az SST-pozitiv sejtek egymastol elkiiloniilnek (14. Abra d).
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14. Abra TH és SST jelélés retina whole-mount-ban (a, b) és retinametszetekben (c, d).

A tdTomato expresszalo sejtek (a) és TH-pozitiv neuronok (b) whole-mount-ban. az
AF488-al eléhivott anti-SST antitest és piros autofluoreszcens jel kolokalizacidja (c).
Kolokalizacio az AF488-al jelolt TH-pozitiv sejtek és a piros autofluoreszcens SST
sejtek kozott nem volt megfigyelheto (d).

4.2.2 A PACAP kezelés hatasiara bekiovetkezo sejtdenzitas valtozasok

retinaban

A periférias retina teriileteken magasabb SST-pozitiv sejtdenzitast tapasztaltunk a
centralis teriiletekhez képest, minden csoportban (15-17. Abra). A fiziologias sooldatot
kapott illetve az abszolut kontroll retindk esetében nem talaltunk jelentds kiilonbséget, igy
az elébbi csoportot alkalmaztunk az 6sszehasonlitasok soran kontrolként.

A fiziologias sooldottal kezelt retindk esetében enyhe csokkenés volt megfigyelhetd a
centralis €és a periférids retina teriileteken az Sregedéssel az SST-pozitiv sejtek és a TH-

pozitiv sejtek denzitasaban is (15. Abra, 18. Abra).
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Kontroll - ‘ it .Kontroll

15. Abra TH és SST porzitiv sejtek eloszldsa a centrdlis (a, c) és a periférids (b, d)
teriileteken 6 honapos egér retina whole-mountban , fiziologids so oldat (a, b) és PACAP
kezelés (c, d) hatasara. A rajzok a retindlis wholemountot abrdzoljak, a sejtek centralis

(bal oldali rajz) és periférias elhelyezkedésével (jobb oldali rajz).

45



A PACAP kezelés hatasa eldszor a 12 honapos korosztalynal nyilvanult meg, ahol mind a
TH- mind pedig az SST-pozitiv sejtek szaméaban novekedés volt tapasztalhaté (16. Abra,
18. Abra).

Kontroll Kontroll

16. Abra TH és SST porzitiv sejtek eloszldsa a centrdlis (a, c) és a periférids (b, d)
teriileteken 12 honapos egér retina whole-mountban , fiziologias so oldat (a, b) és PACAP
kezelés (c, d) hatasara. A rajzok a retindlis wholemountot abrazoljak, a sejtek centralis

(bal oldali rajz) és periférias elhelyezkedésével (jobb oldali rajz).
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A novekedés ezt kovetden a legiddsebb korcsoport retindiban is folytatodott, illetve

gliaszer(i sejtek megjelenése volt jellemzd a legiddsebb korcsoportban (17. Abra).

Kontroll

50pum ~

17. Abra TH és SST porzitiv sejtek eloszldsa a centrdlis (a, c) és a periférids (b, d)
teriileteken 18 honapos egér retina whole-mountban , fiziologias so oldat (a, b) és PACAP
kezelés (c, d) hatasara. A rajzok a retindlis wholemountot abrazoljak, a sejtek centralis
(bal oldali rajz) és periférias elhelyezkedésével (jobb oldali rajz). Nyilakkal jeloltiik a

gliasejtekre emlékezetetd sejtek megjelenését.
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A PACAP kezelés hatasanak teriileti 6sszehasonlitdsa soran észrevettiik, hogy a periférids
teriiletek jobban érintettek mind a TH-pozitiv és mind az SST-pozitiv sejtszam
novekedésben, mint a centralis retina teriiletek. Szignifikans eltérést a TH-pozitiv sejtek
szamaban talaltunk a centralis és a periférias teriiletek esetében a 6 és a 12 honapos kezelt
csoportok retinai kozott (18. Abra).

A sejtszamvaltozas hatterében allo okok egyike lehet a megndvekedett litemi sejtosztodas

kapcsolatos molekularis biologiai kisérletek még folyamatban vannak.

Centralis teriilet

a 88T b TH n=4
100 100
80 80—
N %‘ Kk
E 60- £ 60 |
= [y
[)
® 40 ® 40
20—
o_

6 hoénap 12 hénap 18 hénap 6 hoénap 12 hénap 18 hénap

ElKontroll @ PACAP

Periférias teriilet

c SST d TH

150 150

100 100

50 §
N

6 hénap 12 hénap 18 hoénap

50

sejt/mm2
sejt/mm2

Z
g
7
7
7
%

o_

EKontroll Z4 PACAP

18. Abra Az SST és TH porzitiv sejtek denzitdsa a centrdlis (a, b) és a periférids retina
teriileteken (c, d) a kiilonbozo korcsoportokban. *p <0,05; ** p <0,01 a 6 honapos

korcsoporthoz hasonlitva.
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5. Az eredmények megbeszélése

Az oOregedést kisérd biologiai valtozasok, ha nem is egyforma mértékben, de
minden szervrendszeriinket érintik. Az emelkedett ¢életkor kiemelt rizikd faktornak szadmit
neurodegenerativ  korképek esetében is, hisz az Oregedés soran bekovetkezd
mikrokornyezetvaltozasok hozzajarulnak az idegrendszer homeosztatikus folyamatainak
megzavarasahoz.

A retina oregedése esetében szerkezeti illetve sejtdenzitasbeli valtozasokat tapasztaltunk a
vizsgélataink sordan. A sejtdenzitds valtozasok vizsgalatara egy transzgenikus modellt
valasztottunk, melyben az SST tartalmu sejtek autofluoreszcensek voltak. A modell
kivalasztasanak fontos szempontja volt az, hogy egy olyan neuropeptidet jel6ljiink
autoflureszcensen melyrdl a PACAP-hoz hasonléan mar ismert dsszetett, protektiv hatdsa a
retinaban. A PACAP kezelés és egy masik neuropeptid egyiittes vizsgalatat ilyen
formaban, mint ahogy mi Kkiviteleztik még nem irtak le a szakirodalomban. Az
intravitrealis PACAP kezelés mérsékelni tudta mind az SST, mind pedig a TH-pozitiv

sejtek szamanak valtozasat az idé muléasaval.

5.1. A retina szerkezeti valtozasai a normal oregedés soran

A retina Oregedésével kapcsolatos kutatdsok nagy része az egymassal szorosan
Osszekapcsolodo szerkezeti €s funkciondlis valtozasok megismerését tlizte ki célul. A
vizsgalataink soran 5, 12, 18, és 24 hoénapos Wistar albino patkanyokat hasznaltunk,
melyeknek retindit morfologiai és immunhisztokémiai vizsgédlatoknak is egyarant
alavetettiik. Az id6 mulasa, mind a retina rétegeinek vastagsagaban, mind pedig az azokat
alkotd sejtek denzitasdban, megjelenésében valtozast eredményezett. A rétegek valtozasa
¢és a sejtdenzitasukban fellépd csokkenés mar korabbi dregedéssel kapcsolatos kutatasok
soran is leirasra kertilt kiillonb6z6 allatfajokban (rézuszmajom - Lin és mtsai., 2021 ; egér —
Hermenean és mtsai., 2021; Ferdous és mtsai., 2021; degu - Szabadfi és mtsai., 2015),
koztiik albino patkanyok retinaiban is (Nadal-Nicolas és mtsai., 2018; Mohamed ¢és mtsai,
2019). A mi eredményeinkkel Osszecsengden, egyes retinalis rétegek vastagsaganak
fokozatos csokkenését tapasztaltdk az 1d6s6d6 patkanyokban legkésdbb egy éves kor utan.
Nadal-Nicolas és munkatarai 21 napos csoporttal kiegészitve vizsgaltak az oregedésnek a
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rétegek vastagsagadban megnyilvanulod kovetkezményeit, melynek soran hasonlo csokkend
tendenciat tapasztaltak (Nadal-Nicolas és mtsai., 2018). A retinalis rétegek koziil az IPL és
az ONL vastagsaganak a csokkenése volt méréseink szerint a legjelentdsebb. A patkany
retina ilyen jellegli szerkezeti valtozasat az dregedés soran, mar korabbi kutatdsok soran is
tapasztaltdk (Weisse ¢és mtsai., 1995; Nadal-Nicolds és mtsai., 2012; Nadal-Nicolés ¢és
mtsai., 2018). Az ONL a vastagsaganak csokkenését, illetve a csapok szamanak
szignifikans csOkkenését is észleltiik vizsgalatainkban. Megel6z6 kutatdsaink soran is
tapasztaltunk ennek a fotoreceptor tipusnak a csokkenését az id6é mulasaval egér retinaban
(Kovacs-Valasek és mtsai., 2017), illetve masok altal szintugy ismertetésre keriilt egér
(Cunea és mtsai., 2014) és patkany retinaban is (Cano és mtsai., 1986; Nadal-Nicolas és
mtsai., 2018).

A ganglion sejtek szama is szignifikans csokkenést mutatott az 6regedés soran, amelyet
korabbi kutatdsaink sordn is leirtunk egér retinaban (Kovacs-Valasek és mtsai., 2017). A
ganglion sejtek illetve a dendrit mez6jiik csokkenése is ismert az id6 mulasaval patkany
retindban (Samuel és mtsai., 2011; Nadal-Nicolas és mtsai., 2018).

A Kkapott eredményeinkbdl kiindulva, az alkalmazott markereket expressziojuk alapjan
patkanyban harom csoportba tudjuk sorolni a kovetkezOk szerint: csokkend expressziot
mutatok (PNA jelolt csapok, Brn3a pozitiv ganglion sejtek), id6kozi kiugrast (midlife
peak) mutatok (TH, parvalbumin, calretinin, GFAP) és valtozast csak kismértékben
mutatdak (calbindin, PKCa, vGLUT1).

Az oregedés soran a kalcium homeosztazisban is zavar 1éphet fel a retindban. A kalcium-
kotd fehérjék koziil a parvalbumin és a calretinin voltak azok, amelyek 18 honapot
kovetden csokkentek, mig ekdzben a calbindin kismértékben fokozatos csokkenést
mutatott. Kordbbi kutatdsok is aldtdmasztjdk az 1d6 eldrehaladtaval fellépd csokkent
expresszidjukat a kdzponti idegrendszer egyes teriiletein, koztiik a retindban (Papazifir és
mtsai., 1995; Kishimoto és mtsai., 1998).

A TH pozitiv dopaminerg sejtek esetében a 12 honapos korban szintén magas expressziot
figyelhettiink meg, mely ezt kdvetden csokkenésnek indult. A TH expresszid valtozasat
human kutatasokban (Roufail és Rees, 1997) is leirtdk, illetve 6regedé6 PACAP KO egerek
retindiban kordbban mar mi is megfigyeltiik (Kovacs-Valasek €és mtsai., 2017). A palcika
bipolaris sejtek denzitisaban csak kismértékli valtozast lattunk, az oregedés sordn rajuk
jellemzo fokozott dentrit arborizacio viszont mar degu retinaban is leirasra keriilt (Szabadfi

¢s mtsai., 2015), illetve a dentritjeik elrendezddésében bekodvetkezd valtozast mar egér
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(Terzibasi és mtsai., 2009; Samuel és mtsai., 2011) és human retindban (Liets és mtsai.,
2006; Eliasieh ¢és mtsai., 2007) is nyomon kovettek. A vGLUT1 expresszio is csokkend
tendenciat mutatott az Oregedés soran, ezt a valtozdst degu retindban is felismerték
korabban (Szabadfi és mitsai., 2015). Elérhetéségének csokkenése a glutamat neuronok
mikédésének zavardhoz vezethet, a fotoreceptorok ¢és a bipolaris sejtek kozotti
kommunikacié elégtelenségét vetitheti eld.

A GFAP expresszido 12 honapos retindkban kiugro értéket mutatott és ezt kovetden
emelekedett volt az 5 honapos korcsoport expresszids értékéhez képest. A GFAP stressz
indikatorként miikdodik a retindban, metabolikus stressz illetve kiilonb6z6 degenerativ
hatasok kovetkeztében is jelentkezhet emelkedett expresszioval. Fokozott kifejezédése, a
glia sejtek fokozott megjelenését is jelzi, amely jelenséget glidzisnak nevezik (Nork és
mtsai., 1986; Mizutani ¢és mtsai,, 1998). Expressziojanak emelkedését kiilonbozo
patoldgiaban (Szabadfi és mtsai., 2012) tovabba, a normal éregedés soran human retindban
is leirtak (Wu és mtsai., 2003).

Az éltalunk leirt eredmények Osszetetettebb képet adnak a retindlis sejtek megjelenésében,
lehetséges szinaptikus kapcsolataiban bekovetkezé valtozasokrol. Az eddig leirt
szakirodalmi adatokhoz képest, ravilagitottunk arra, hogy nem minden egyszeriien egy
csokkend vagy novekvd tendencia mentén valtozik, hanem megjelenhetnek i1dokozi
kiugrast mutatoak is (pl. GFAP, calretinin, TH), amelyek tovabb arnyaljak az oregedés

altal okozott valtozasokrol alkotott képiinket.

5.2. A kronikus PACAP kezelés hatasa az SST tartalma illetve
dopaminerg amakrin sejtek denzitasara az oregedés soran

A PACAP retinoprotektiv hatasa illetve pleiotrop szerepe mar széleskdrben bizonyitott.
Expresszidja az életkor eldrehaladtaval fokozatos csokkenést mutat az idegrendszerben
(Han ¢és mtsai., 2017), illetve a megjelenése egyes Oregedést kisérd neurodegenerativ
korképek esetében (pl. Alzheimer kor) is hanyatldsnak indul az idegszovetben (Han és
mtsai., 2014; Han és mtsai., 2015).

Korabbi eredményeink PACAP-KO egerek esetében azt mutattak, hogy egyes Oregedést
kisérd retinavaltozasok (pl. retinalis ganglion sejtek szamanak csokkenése) fokozottabban

jelentek meg PACAP termelés hianyaban (Kovacs-Valasek és mtsai., 2017). Vizsgalataink
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soran az id0 mulasaval az SST pozitiv amakrin és a TH pozitiv dopaminerg sejtek
denzitasa csokkent a transzgenikus egerek retindiban, melyet PACAP intravitrealis
injektalasa mérsékelni tudott. Esetiinkben a sejtdenzitas csokkenésének hatterében az
apoptotikus utvonalak felélénkiilése, esetleg az anti-apoptotikus agensek csokkent
megjelenése allhat. Az SST-pozitiv interneuronok szdmanak csokkenését az oregedéssel
parhuzamosan mar korabban is leirtak a kozponti idegrendszerben (Ouellet és mtsi., 2014;
Mohan ¢és mtsai., 2018), illetve a dopaminerg amakrin sejtek szamanak csokkenése is
ismert jelenség az oregedés soran (Roufail és Rees, 1997). Az SST neurodegeneracidval
szemben kifejtett protektiv szerepe diabeteszes retinopathidban is igazolddott, ahol
csokkentette az apoptozis és a glidlis aktivacid mértékét, illetve a glutamat akkumulaciot
(Hernandez és mtsai., 2013). Az SST szignalitvonalainak ismert résztvevdi az példaul
adenilat-ciklaz (AC), a foszfolipaz-C (PLC), MAP-kinazok, foszfatidilinozitol 3-kinaz
(PI3-kindz), Janus-kinazok (Cervia ¢és mitsai.,, 2005). A PACAP részvétele ezen
intracellularis uvonalak befolyasolasaban mar szamos esetben szintén bizonyitast nyert
(Szabadfi és mtsai., 2014; D’Amico és mtsai., 2015). Anti-apoptotikus hatasa a MAP-kinaz
utvonalon keresztiil, kaszpazok (pl. kaszpaz-3) illetve a ROS-indukalta mitokondrialis
diszfunkcio gatlasan keresztiil is megvalosul (Masmoudi-Kouki és mtsai., 2011). A 19.
abran irodalmi adatok alapjan abrazoltuk lehetséges kifejezodési mechanizmusat. A cAMP
produkcion illetve a PLC-tGtvonalon keresztiil is eldsegiti a CREB transzkripcios faktor
foszforilaciot, gatolja az apoptotikus utvonalat, igy segitve a neuronok talélését (Silveira és
mtsai., 2002; Lakk és mtsai., 2015).

Az Altalunk tapasztalt valtozdsok i1s ezen eredményeket erdsitik, hisz a PACAP
intravitrealis injektalasat kovetden a 18 hoénapos korosztaly retinaiban a periférids és
centralis retina teriileteken is egyarant pozitiv iranyu volt az SST és a TH pozitiv sejtek
denzitasanak valtozésa a fiatalabb csoportokhoz képest. Az SST és a PACAP is a
neuropeptidek széles csaladjdhoz tartoznak €s G-proteinhez kapcsolt receptoron keresztiil
fejtik ki hatasukat, melynek koszonhetden intracellularis uUtvonaluk szamos ponton
atfednek igy nem kizart, hogy egymas hatasat erdsiteni képesek. SOt mi tobb, esetleges
kombinalt alkalmazasuk terapias lehetdségként is felmeriilhet, kiilonb6z6 ismert retinalis

korképek esetében (Gabriel és mtsai., 2019)
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19. Abra A PACAP jelatviteli titvonalai NPAC1-R, vazoaktiv intesztindlis peptid receptor
1; VPAC2-R, vazoaktiv intesztindlis peptid receptor 2; PACL-R, hipofizis adenilat-ciklaz
receptor; CAMP- ciklikus adenozin 3’ 5'-adenozin-monofoszfat; AC, adenilat-cikldaz; PKA,
protein kinaz A; ATP, adenozin trifoszfat;, Go/p/y, G protein alpha/beta/gamma alegység;
IL, interleukin, TNFa, tumor nekrozis faktor alpha; PLC, foszfolipaz C; PIP2,
foszfatidilinozitol 4,5-bisfoszfat; DAG, diacylglycerol; IP3, inozitol trifoszfat; PI3K,
foszfatidilinozitol 3-kindz; INK, jun N-termindlis kinaz; ERK 1/2, extracellularis szignal-
regulalt kinaz 1/2; Akt, protein kindz; CREB, CAMP reszponziv elem koté protein; VEGF,
vaszkularis endotelialis novekedési faktor;, HRE, hipoxia-reszponziv elem; HIF lo, hipoxia-

indukalta faktor 1 a; HIF'1p, hipoxia-indukdlta factor 1 p. Forras: Gabriel és mtsai. 2019.
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5.3. Az oregedés lehetséges retinalis mechanizmusai

Az oregedés komplex, multifaktorialis folyamat, mely szoveti, cellularis és molekularis
szinten tobb kiillonbdzo szignalutvonalon keresztiil fejti ki hatasat a kozponti idegrendszer
egészére, ezaltal befolydsolva annak mikodését. Kiemelt kockézati tényezének szamit a
neurodegenerativ folyamatokban, mivel a neuronok szerkezeti és funkcionalis valtozasait
VOnja maga utan.

Az agy Oregedése soran szamos jellegzetes eltérést irtak le, mint pl. a pigment
akkumuléciot, szinaptikus atrofidt, reaktiv mikroglidk jelenlétét, dendritikus regressziot
vagy a citoszkeletdlis abnormalitast. A  szervezet kiilonb6zé kompenzald
mechanizmusokkal igyekszik a neuronok elvesztését potolni, ilyen védekezési folyamat
lehet pl. a dendrtitikus arborizacié ndvekedése vagy a szinaptikus folyamatok atszervezése.
A felsorolt degenerativ folyamatok hatterében tobb, egymassal kaszkadszerlien
Osszekapcsolodo folyamatot sikeriilt azonositani, mint példaul az oxidativ stresszt, a
telomer rovidiilést, gyulladasos folyamatokat illetve az autofagiat (Zia és mtsai., 2021).

A retina Oregedése soran fellépd, mar masok altal is ismertetett strukturalis/funkcionalis
eltérések hatterében is sikeriilt szamos marker expressziojaban eltérést leirnunk a normal
oregedés modellinkben.  Ezenkiviill a dolgozatban bemutatott transzgenikus
egérmodelliinkben alatimasztottuk azt is, hogy egy jol megvalasztott neuroprotektiv agens
alkalmazasa segithet a sejtszam megorzésében az 6regedd retinaban. Eredményeink kozott
szamos olyan eltérést tapasztaltunk, melyek a dolgozat bevezetd részében leirt oregedés
modellek egyes celluléris szinten lejatszodo 1épcséfokainak szintigy megfeleltethetek.

A szakirodalombdl ismert tényezOk és kisérleti eredményeink alapjan felvazoltuk az
oregedés lehetséges retinalis mechanizmusait (20. Abra). Retindban az intercelluléris
kommunikacio  (20. Abra, lila négyzet) elengedhetetlen a sejtek kozotti
informacidatadashoz, annak megfelelé feldolgozasahoz. A vGLUT1 illetve a PKC alfa
expresszidjanak valtozasa jelzi, hogy a retinadban az 6regedés az elsddleges palcika utvonal
résztvevOinek szinaptikus kapcsolataira is hatidssal van. A szinaptikus kapcsolatok
kiilonboz6 résztvevOinek valtozasa ranyomja a bélyegét az informacidaramlasban szerepet
jatszo mas sejtek mitkodésére is.

A ganglion sejtek és a csapok szamanak csokkenése, az informacio kdzponti idegrendszer
felé valo tovabbitasanak, illetve a csapok kozvetitette szignal Utvonalak altal valo
informacio atadasanak nehézségeit is elére jelzik. A transzgenikus egértorzs retinaiban is

sejtszam csokkenést tapasztaltunk az id6sebb egyedek esetén a fiatalabb allatokhoz képest.
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A megjelend cellularis szeneszcencia a kiillonbozé stresszhatdsokra adott valasznak
tekinthetd (20. Abra, sziirke négyzet), jelenléte hozzajarul a gyulladasos folyamatok
felélénkiiléséhez az altaluk kibocsatott proinflammatorikus mediatorok révén (Herranz €s
mtsai., 2015; Davalos és mtsai., 2010). A Miiller sejtek jelolésére alkalmazott GFAP, mint
metabolikus stressz indikator, egyértelmiien a negativ iranyu elvaltozasok jelenlétét
mutatja. A gliasejtek altal expresszalt szamos angiogenikus, neurogenikus és stresszhez
kapcsolodo faktor fokozott jelenléte jellemzé az Oregedd retinara. A megnovekedett glia
aktivaciot és a gyulladasos faktorok emelkedett jelenlétét is leirtak a retinaban, mely
folyamatok hatterében az oxidativ stressz, az immunsejtek infiltracidja, tovabba fotoreaktiv
pigmentek akkumulécidja is allhat. A sirtuinok a DNS stabilizdlasdban szerepet jatszo
NAD+-fliggd enzimek, melyeknek expresszid valtozasa is hozzajarul a sejtek gyulladasos
oregedéshez kapcsolodd betegség esetében is vizsgaltak, illetve fokozatos csokkenését
irtdk le az Oregedd retindban, mely bizonyitottan hozzajarul a funkcié hanyatlasahoz is
(Zeng ¢és mtsai.,, 2015). A sirtuin-5 ezzel szemben ndévekedést mutatott az id6sebb
korosztaly retindiban a fiatalabbakéhoz képest (Luo és mtsai., 2017) (20. Abra,
narancssarga €s piros négyzet). A fehérjék mennyiségének valtozdsa a proteosztazis
megvaltozasat jelzi, mely a kalciumkotd fehérjék mennyiségének megvaltozasara is
magyarazatul szolgalhat (20. Abra, barna négyzet).

A sejtek denzitdsdban és eloszlasaban fellépd eltérés tovabb mélyitette ismereteinket az
oregedés altal hozott valtozasokrdl a retindban. A jovObeli terveink kozé tartozik ezen
valtozasok hatterében fennalld molekularis okok feltérképezése és esetleges tovabbi
vizsgélatok elvégzése, melyek az Oregedés okozta elvaltozdsok vagy akar mas
degeneracios folyamatok eredményeként fellépd karosodasok elleni kezelés kifejlesztését

segithetik.
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20. Abra A retindlis dregedés lehetséges sémdja. VGLUTL, vezikuldris glutamdt transzporter
1; PKCa, protein kindz C alfa; ; SIRTL, sirtuin 1; SIRT5S- sirtuin 5; GFAP, glidlis fibrillaris

savas fehérje; ROS, reaktiv oxigen gyok, ATP, adenozin trifoszfat. Forrds: Kovdcs-Valasek és
mtsai., 2021

5.4. A transzgenikus modellekben rejlo tovabbi lehetoségek

A genetikailag modositott egérmodellek felhasznaldsa a retinalis kutatdsokban is 1j
tavlatokat nyitott a genotipus-fenotipus kapcsolatok megismerésére. A modositott genetikai
alloméannyal rendelkezé genetikai modellek lehetnek funkcionyeréses vagy funkciovesztéses
mutansok. Az elvégzett kutatasok soran, a fiziologias folyamatok részletes leirasa mellett (pl.
sejtfunkcid, fejlédés vizsgélatok) a kiilonb6zd human betegségek mimikjeiként valo
alkalmazasuk is kiemelkedd, ahol a pathologiés elvaltozasok akér 1épésrdl-1épésre, és sejttipus
szinten torténd kovetésére is lehetdséget teremtenek. Mindemellett ezen ismeretek akar uj,
eddig nem ismert terapias lehetOségek, gyogyszercélpontok felismerésében is segitséget
nyUjthatnak.

A retina vizsgalata soran széleskorben alkalmazzdk a transzgenikus technikédt példaul a

crer
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1994; Joseph és Li, 1996; Kanan és mtsai., 2010; Lipinski €s mtsai., 2011), a bipolaris sejt
(He és mtsai., 2019; Yang és mtsai., 2019), a Miiller sejt (Peant és mtsai., 2007) és a ganglion
Ezek mellett a kiilonb6z6 megorzési/védelmi mechanizmusok megismerése is elétérbe keriil a
modern transzgenikus technikak alkalmazasa soran (McNally és mtsai., 1999; Dong és mtsai.,
2007; Liu és mitsai., 2012; Garcia-Caballero és mtsai., 2018; Wang és mtsai., 2019). A
jelenleg elérhet6 adatbazisok (pl. Mouse Genome Database (MGD), Human - Mouse: Disease
Connection (HMDC)) mar tobb mint 230 olyan genetikailag moddositott egértorzset
szdmlalnak, amelyek valamely retina betegséghez kothetéek. Az emlitett betegségek
tulnyomod tobbsége természetesen az Ordkletes retina betegségek kozé sorolhatd, hisz itt
ismert mutacio/mutaciok allnak a betegségek hatterében (pl. retinitis pigmentosa, Stargardt
betegség).

A metabolikus eredeti retina betegségek komplexitasa, a szamos befolydsolé kornyezeti
faktor, illetve ezen rendelleneségek genetikailag heterogén hattere jelentésen korlatozza a
genetikailag modositott modellek alkalmazasat. A transzgenikus technikék felhasznéldsaval
azonban ilyen esetekben is lehetdség nyilik kiilonb6z6 metabolikus utvonalak megfigyelésére
vagy akar a résztvevo folyamatok, mediatorok célzott modositasara. Segitségével kiillonbozo
retinalis sejttipusok megvaltozott viselkedésére, a szignalmolekuldk modosult expresszidjara
igy szolgéltathatnak vélaszt a betegségprogresszid soran.

Az utdbbi években a retina oregedéssel foglalkozo kutatasok esetében is emelkedett azon
vizsgalatok szdma, melyek ezt a technikat alkalmazzdk. A retina Oregedés esetén példaul
kiilonb6z6 riportergének jelenlétében tudjak nyomon kdvetni az egyes sejtcsoportok
valtozasat (Samuel és mtsai., 2011) vagy moédosithatjuk akar az oregedés hatterében
lejatsz6doé molekularis Gitvonalak ismert résztvevdit (Marrero és mtsai., 2019).

Kiemelt figyelmet kaptak a neuropeptidek pl. a retindlis homeosztazis szabalyozasadban
szerepet jatsz6 neuropeptidek, mint az altalunk is vizsgalt PACAP ¢és SST. A
neuropeptidekkel foglalkoz6 kutatasok vizsgéalata soran is taldlkozhatunk ezekkel a
technikédkkal, ahol vagy a fizioldgias szerepiiket irjak le vagy a neuropeptid homeosztazisban
okozott valtozas eredményeként fellépd retinalis valtozasokat kovetik nyomon. Példaul a
PACLR emelkedett expresszidja csokkenést eredményez a GABAerg amakrin sejtek
mennyiségében (Lang és mtsai.,, 2010), mikdzben ugyanennek a receptornak a kilitése
csokkent ganglion sejtszamot eredményez (Van ¢€s mitsai., 2021). Az sstl gén kilitését

kovetden, bizonysagot nyert az SST kiemelkedd protektiv szerepe hipoxia indukalt
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retinopathidban (Cervia és mtsai., 2012), illetve octreotide SST analdggal vald kezelést
kovetden csokkentek a hipoxia okozta EEG jelvaltozasok és az apoptotikus folyamatok (Dal
Monte és mtsai., 2012).

Habar a neuropeptidekkel foglalkozo6 kutatasok szama rendkiviil magas, ezeknek a kombinalt
vizsgélata, amikor akar egyszerre tobb peptidet vizsgalnak ilyen technikadval elenyészo.
Szamos esetben taldlkozhatunk, olyan megkozelitéssel ahol neuroprotektiv faktorokat
kombinalnak egymassal vagy mas vegyiiletekkel (Koeberle és mtsai., 2002; Parrilla-Reverter
¢és mtsai., 2009; Postyéni és mitsai., 2021) vagy egy peptidet kombinalnak mas kornyezeti
behatéssal (Kiss és mtsai., 2011), de egyiittes parhuzamos vizsgalatuk jelen pillanatban még
hianyos.

A dolgozatban bemutatott kisérleteinkben sikeriilt két neuropeptid kozotti kapcsolatot
vizsgalnunk transzgenikus modell segitségével. Eredményeink alapjan allithatjuk, hogy ez a
megkozelités kiemelkedd jelentdséggel bir abban, hogy megértsik és a jovOben akar
felhasznaljuk a neuropeptidek egylittes alkalmazasaban rejld tovabbi lehetdségeket. A
neuropeptid szintézishez kapcsolddd génbeillesztés (knock in) modellek tervezése egy
igéretes opciod lehet olyan patologidk esetében, amelyeknél ezen fatorok csokkent expresszidja
kiemelten hozzdjarul a betegség okozta karosodasokhoz. Ennek a megkozelitésnek a
hatékonysagat azzal is tovabb fokozhatjuk, hogy képesek vagyunk ezt szovetspecifikusan,
vagy sejtspecifikus moédon megtervezni, igy a kivaltott hatas még céliranyosabb. Ha részletes
ismereteink vannak a patologia esetében emelkedett expressziot mutatd karos hatast
mediatorok (pl. VEGF, endothelin-1) jelenlétérdl - amelyekkel szemben a neuropeptidek mar
bizonyitottan hatdsosnak bizonyultak - erdsité reguldtor elemek (enhancer) segitségével
elérhetjiik, hogy ezek emelkedett jelenlétében torténjen meg a konstruktrdl a peptid fokozott
atirdsa. Ezen a vizsgalatok hozzdjarulhatnak ahhoz, hogy megeldzziik, illetve mérsékeljiik
annak a lehetdségét, hogy az dregedés soran tapasztalt megvaltozott expresszids mintazatok a
latorendszer egészségének romlasahoz vezethessenek. Az 6regedés természetes folyamata és
a patologids elvaltozasok kialakulasa kozott megjelend hatarvonal megismerése, €lessé
alakitasa segithet abban, hogy csdkkentsiik a retinat érintd betegségekben szenvedd populacio

novekedését a tarsadalom hasznara.
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6. Osszefoglalas

Az Oregedés soran bekovetkezd Osszetett homeosztatikus valtozasok a retina
szerkezetén és milkodésén is nyomot hagynak. Az elvaltozdsok pontos feltérképezése és
megértése elengedhetetlen ahhoz, hogy tudjuk milyen terapias lehetéségeink vannak azok
mérséklésére, esetleges késleltetésére.

Munkédnk sordn ravilagitottunk, melyek azok a retindlis sejttipusok ¢és

sejtkommunikacioban résztvevd markerek, amelyek a legstulyosabban érintettek az oregedés
soran. A fototranszdukcié folyamataban elengedhetetlen sejttipusok (pl. a ganglion sejtek, a
fotoreceptorsejtek illetve amakrin sejtek) csokkent megjelenése, a homeosztazis
fenntartasaban szerepet jatszd és kezdetben protektiv majd glidzisba atcsappd glia sejtek
fokozott megjelenése  egyértelmiien megmutatkozott természetes retinadregedés
modelliinkben.
A modell ismeretében megvizsgaltuk, kompenzalhatoak-e a szomatosztatin pozitiv sejteket
érintd sejtszamvaltozasok hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid adasaval. Az altalunk
felhasznalt tdTomato transzgenikus egerek alkalmasak arra, hogy sejtspecifikusan nyomon
kovessiik szomatosztatin expresszidjat a retindban, mig a hypophisis adenilét ciklaz aktivalo
polipeptidet pedig intravitrealis injektalasok sorozataval juttattuk be a szembe. A hypophisis
adenilat ciklaz aktivaldo polipeptiddel injektalt szemek retindiban a sejtszamcsokkenés
kompenzalhaté volt mind a szomatosztatint expresszaldo amakrin, mind pedig a dopaminerg
amakrin sejtek esetében.

Munkank ravilagit, melyek azok a sejtcsoportok, amelyek leginkabb ki vannak téve
az Oregedést kisér0 elvaltozasoknak a retindban, illetve emellett bizonyitja, hogy a

neuropeptidek igéretes terapias lehetdségkeént szolgalhatnak ezen elvaltozasok kezelésében.
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7. Summary

The complex homeostatic changes that occur during the process of aging exert
irreversible effect on the function and the structure of the retina. The precise description of
these changes is essential for creating strategies to delay and temper these harmful
modifications effectively.

In the current work, we highlight those cell types and communication markers
which are most affected in the aforementioned processes. In our aging models, we
demonstrated the diminishing number of cell types crucial for signal transduction
(ganglion cells, photoreceptor cells, amacrine cells). At the same time, glial cell types
which have an essential role in retinal homeostasis showed increased stress-related marker
expression, which could initially convey protective effects but later may lead to gliosis.
After familiarizing ourselves with the main characteristic of the model in question, we
checked how the change of the number of somatostatin positive cell could be attenuated
with the help of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide. We followed the
expression changes of somatostatin through a TdTomato transgenic mouse model and
injected pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide intravitreally multiple times into
the eyes. More precisely, pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide treatments
could attenuate the decrease of cell numbers for both the dopaminerg amacrine and
somatostatin positive cells.

Our work identified the cell types most affected by the aging process and offered
evidence for the therapeutic potential of neuropeptides in the amelioration of these
changes.
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