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Rövidítések jegyzéke 

AC adenilát-cikláz 

Akt protein kináz B 

ATP adenozin-trifoszfát  

BDNF brain-derived neurotrophic factor/ agyi eredetű növekedési faktor 

BRN3a brain-specific homeobox/POU domain protein 3A 

cAMP 3′,5′-ciklikus-adenozin-monofoszfát 

CREB cAMP responsive element-binding protein/ cAMP-reszponzív elem kötő 

fehérje  

DAG diacilglicerol 

DAPI 4,6-diamidino-2-fenilindol 

ERK 1/2 -  extracelluláris szignál-regulált kináz 1/2 

GABA gamma-amino-vajsav  

GAPDH gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz 

GCL ganglion cell layer/ ganglion sejtek rétege  

GFAP gliális fibrilláris savas fehérje 

Gα/β/γ G fehérje alpha/beta/gamma alegység  

HIF1α hipoxia-indukálta faktor 1 α 

HIF1β hipoxia-indukálta factor 1 β 

HRE hipoxia-reszponzív elem 

IL interleukin 

ILM inner limiting memdrane/ belső határoló membrán 

INL inner nuclear layer/ belső magvas réteg  

IP3 inozitol-trifoszfát 

IPL inner plexiform layer/ belső rostos réteg 
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JNK c-Jun N-terminális kináz 

OLM outer limiting membrane/ külső határoló hártya 

OPL outer plexiform layer/ külső rostos réteg 

PAC1-R pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide type I receptor/ PACAP 

receptor 

PACAP pituitary adenylate cyclase activating polypeptide/ hipofízis adenilát-cikláz 

aktiváló polipeptid 

PB phosphate buffer/ foszfát puffer 

PBS phosphate buffer saline/ foszfát puffer sója 

PI3K foszfatidilinozitol 3-kináz  

PIP2 foszfatidilinozitol 4,5-bisfoszfát 

PKA protein kináz A 

PKCα  protein kináz C alfa 

PLC foszfolipáz C 

ROS reactive oxygen species/ reaktív oxigén gyökök 

RPE retinális pigment epithelium 

SIRT1 sirtuin 1  

SIRT5 sirtuin 5  

SST szomatosztatin 

TH tirozin-hidroxiláz 

TNFα tumor nekrózis faktor alpha 

VEGF vascular endothelial growth factor/ vasculáris endotheliális növekedési faktor 

vGLUT1 vezikuláris glutamát transzporter-1 

VIP vasoactive intestinal peptide/vazoaktív intesztinális peptid 
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VPAC1-R vasoactive intestinal polypeptide receptor 1/ vazoaktív intesztinális peptid 

receptor 1 

VPAC2-R vasoactive intestinal polypeptide receptor 2/ vazoaktív intesztinális peptid 

receptor 2  
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1. Bevezetés 

1.1.  Az emlős retina szerkezete 

A retina (recehártya, ideghártya) a szem legbelső rétegében elhelyezkedő lamináris 

szerveződésű fényérzékeny szövet, amely a központi idegrendszer részét képezi (1. Ábra a, 

b). A működése során fény hatására kialakuló ingerület vertikális és horizontális irányítása 

és feldolgozása is megvalósul. 

A retinát alkotó főbb sejttípusok közül a vertikális információterjedésben vesznek részt a 

fotoreceptorok (pálcika, csap), a bipoláris sejtek és a ganglion sejtek, mely utóbbi sejttípus 

axon kötegei hozzák létre a vakfoltnál kilépő, a látóközpontok felé haladó látóideget 

(nervus opticus). A horizontális kapcsolatok kialakításában további interneuronok, név 

szerint az amakrin és a horizontális sejtek vesznek részt. (1. Ábra d; 2. Ábra ) A vizuális 

információ továbbadása az axonok és a dendritek komplex hálózatának köszönhetően 

valósul meg, mely sejtek közötti kommunikációban, az elektromos és kémiai szinapszisok 

szerepe elengedhetetlen.  

A felsorolt idegsejtek sejttestjei és az általuk kialakított szinapszisok, három magvas illetve 

kettő szinaptikus kapcsolatokat tartalmazó (plexiform) rétegbe szerveződnek a retinában. A 

rétegek kívülről befelé haladva a következőképpen helyezkednek el: PE - pigment 

epithelium, ONL (outer nuclear layer) - külső magvas réteg, OPL (outer plexiform layer) -

külső plexiform réteg, INL (inner nuclear layer) – belső magvas réteg, IPL (inner 

plexiform layer) -belső plexiform réteg; GCL- ganglion sejtek rétege (1. Ábra c; 2. Ábra). 

Rövidítésük a nemzetközi irodalomban így használatos, ezért a dolgozatomban is ezt a 

nevezéktant fogom alkalmazni. 

A PE réteg hámsejtjei a transzport funkción túl a fotooxidációval szembeni védelemben, 

fényadaptációban, retinoid metabolizmusban és a fotoreceptorok külső szegmensének 

fagocitózisában is részt vesznek. Az ONL-ben a fotoreceptorok (csap, pálcika), az INL-ben 

a bipoláris sejtek, a horizontális sejtek, az amakrin sejtek és a Müller sejtek sejttestjeit, míg 

a GCL-ben a ganglion sejteket illetve az ún. „displaced” amakrin sejteket találjuk. Az 

OPL-ben valósul meg a fotoreceptorok és a bipoláris sejtek közötti információátadás, de a 

fotoreceptorok ingerületátadását a horizontális sejtek gátló neuronként képesek tovább 

modulálni. Az IPL - ben a bipoláris sejtek ganglion sejtekkel illetve amakrin sejtekkel 

szinaptizálhatnak (1. Ábra d; 2. Ábra). 
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1 Ábra a., Sematikus ábra a retina elhelyezkedéséről; b., Retina whole-mount; c., A retina 

réteges szerkezete ( 4′,6-diamidin-2-phenylindol (DAPI) magfestés patkány retina 

metszeten); d., A retina különböző rétegeit alkotó sejttípusok sematikus rajza. GCL - 

ganglion sejt réteg; IPL- belső rostos réteg; INL-belső magvas réteg; OPL-külső rostos 

réteg; ONL-külső magvas réteg; PE-pigment epithelium 

 Forrás: Saját szerkesztés 

 

A fényinger hatására a retinában megindul egy fényreakcióhoz köthető kaszkád, kezdetben 

a fotoreceptorok membránja hiperpolarizálódik, ahonnan több irányba továbbítódhat a 

szignál. A csap fotoreceptorok ingerküszöbe magasabb, így magasabb fényintenzitás 

esetén aktiválódnak (fotopikus látás), míg a pálcikák fénnyel szemben sokkal 
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érzékenyebbek (szkotopikus látás). Radiális irányban a bipoláris sejteken keresztül a 

ganglion sejtek felé továbbítódhat az információ glutamát szinapszisok révén. 

A bipoláris sejtek bementeiket a fotoreceptoroktól kapják, ennek megfelelően 

megkülönböztetünk csap bipoláris és pálcika bipoláris sejteket. Funkcionális szempontból 

ezek tovább osztályozhatóak, mint ON-típusúak amely csap és pálcika specifikus is lehet, 

illetve OFF-típusúak melyek csak csap fotoreceptor specifikusak lehetnek (2. Ábra). Az 

OFF-típusúak ionotróp glutamát receptorral rendelkeznek és sötétben aktívak, míg az ON-

típusú bipoláris sejtek metabotróp glutamát receptorral rednelkeznek és fény hatására 

aktiválódnak. Az OFF terminálisok az IPL-ben az a szublaminában ágazódnak el ahol OFF 

típusú ganglion sejtekkel kapcsolódnak, amíg az ON típusúak a b szublaminában ON-

típusú ganglion sejtekkel kapcsolódhatnak. 

 

 

 

2. Ábra Az emlős retina sejtkapcsolatainak sematikus ábrázolása. HC CB - horizontális 

sejt sejttest; HC AT - horizontális sejt axonterminálisa; ON  BC - ON bipoláris sejt; OFF 

BC- OFF bipoláris sejt; AC- amakrin sejt; OFF GC- OFF-típusú ganglion sejt;ON GC - 

ON-típusú ganglion sejt; NFL - optikus rostok rétege; GCL - ganglion sejtek rétege; INL-

belső magvas réteg; IPL- belső rostos réteg; OPL-külső rostos réteg; ONL-külső magvas 

réteg. Forrás: Kalloniatis és mtsai., 1999 nyomán. 

 



10 

 

Laterális információterjedésben az interneuronok csoportjába tartozó horizontális és 

amakrin sejtek vesznek részt. A horizontális sejtek az OPL-ben γ-ammino-vajsavat 

(GABA) tartalmazó kémiai szinapszisok segítségével továbbítják az információt a 

bipoláris sejtek felé. Axonuk megléte alapján csoportosítják őket, mint axonnal rendelkező 

(B-típus) vagy axon nélküliek (A-típus). 

A rendkívül változatos csoportot alkotó amakrin sejtek információt elsősorban a bipoláris 

sejtektől és más amakrin sejtektől kapnak, míg a kimenet az előbb említett sejteken kívül a 

ganglion sejtek felé is megvalósul. Ezen sejtek csoportja mind funkcionális, mind pedig 

morfológiai szempontból rendkívül heterogén, ennek köszönhetően több mint 25 típusát 

különítik el. A nyúlványaik arborizációja alapján keskeny (ún. narow-field), közepes (ún. 

medium-field) és széles (ún. wide-field) dendritmezejű amakrin sejteket ismerünk. (3. 

Ábra). Többségében GABA illetve glicin gátló neurotranszmitter segítségével vesznek 

részt az információáramlás befolyásolásában, illetve GABAerg amakrin sejtek acetolkolint 

és dopamint is szintetizálhatnak. 

 

 

 

3. Ábra Az emlős retina sejttípusainak morfológiai jellegzetességei. Forrás: Werblin és 

mtsai. 2011 és Masland és mtsai. 2011 nyomán. 
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Kiemelten fontos pl. az AII-es típusú amakrin sejt, amely glicerinerg szinapszisokat hoz 

létre, transzmittere glicin és az emlős retina egyik leggyakoribb amakrin sejttípusa. 

Bemenetet a pálcika bipoláris sejtektől kap, ezáltal esszenciális szerepe van a két 

fotoreceptor útvonal elkülönülésében és a függőleges irányú pályák korai 

szétválasztásában. Kiterjedésüket tekintve, a keskeny dentritmezejű amakrinok közé 

tartoznak, dendtritjeik kétfelé ágazódnak (bistratified) az IPL-ben. Az INL-ben 

elhelyezkedő sejttestjük kerek vagy ovális, kalciumkötő fehérjék elleni antitesttel 

jelölhetőek (pl. parvalbuminnal az AII-es amakrin sejt patkány retinában) (Kolb és mtsai., 

1974; Famiglietti és mtsai.,1975; Wassle és mtsai., 1993). 

A szintén jelentős élettani szereppel rendelkező dopaminerg amakrin sejtek a széles 

mezejű amakrin sejtek csoportjába sorolhatóak. A katekolaminok szintéziséhez 

elengedhetetlen enzim, a tirozin hidroxiláz (TH) ellen termeltetett antitesttel jelölhetőek. 

Az amakrin sejtek ezen csoportja alacsonyabb denzitással jelenik meg a retinában. 

Nagyméretű sejttestjük az INL-ben, denz hálózatot alkotó dendrtitjeik pedig az IPL-ben 

találhatóak (Voigt és mtsai., 1987). A kolinerg amakrin sejteknek acetilkolin a 

transzmittere, kolin-acetiltranszferáz (ChAt) ellen termeltett antitestettel jelölhetőek. 

Sejttestjeik megjelenését az INL-ben illetve a GCL-ben írták le, dendritjeik az előbbinek az 

IPL külső harmadában az utóbbinak az IPL közepén ágazódnak el (Voigt és mtsai., 1986). 

A felsorolt sejtcsoportokon kívül, a gliasejtek struktúrális és metabolikus szempontból is 

jelentős szerepet játszanak a retina működésében és felépítésében. Három főbb gliasejt 

típus található meg a retinában, a makrogliák csoportjához tartozó astrocita és Müller sejt, 

illetve a mikroglia. A neuronális folyamatokra jelentős befolyással bírnak, hisz 

funkciójukat tekintve a szerkezeti stabilizációban betöltött szerepük mellett, az ionikus és 

metabolikus homeosztázis fenntartásában is nélkülözhetetlenek. Legnagyobb 

mennyiségben előforduló gliasejt a retinában a Müller sejt, ami a metabolikus folyamatok 

támogatása mellett a retinát határoló membránok kialakításában is létfontosságú. Az 

astrocyták a vér-retina gát kialakításában vesznek részt, a mikrogliák pedig makrofágként 

képesek bekebelezni az idegen anyagokat, elhalt idegsejteket. 

A retinában a neurotranszmitterek közvetítésével megvalósuló kémiai szinapszisokon 

kívül, az csatornafehérjék révén, ionáramlás segítségével létrejövő réskapcsolatok, 

másnéven elektromos szinapszisok is fontos szerepet játszanak a jelátvitelben. Ezek 

lehetnek azonos sejttípusok közötti (homocelluláris) sejtkapcsolatok (pl. csap - csap, 

pálcika - pálcika, horizontális sejt - horizontális sejt) vagy eltérő sejttípusok közötti 
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(heterocelluláris) elektromos szinapszisok (pl. pálcika- csap, horizontális sejt - bipoláris 

sejt). 

A retina a központi idegrendszer részeként limitált sejtregenerálódási képességgel 

rendelkezik, amely az élet későbbi szakaszaiban tovább csökken. Ennek ismeretében, 

rendkívül fontos, hogy megvizsgáljuk melyek azok a sejttípusok, amelyeket az öregedés 

okozta változások súlyosabban érintenek. A retinát felépítő sejtek, sejtkapcsolatok 

részletes ismerete elengedhetetlen ahhoz, hogy az öregedését kísérő morfológiai és 

funkcionális változásokat egyaránt nyomon követhessük. Továbbá fontos, hogy az ezek 

között fellépő ok-okozati összefüggésüket is megértsük, hisz minden résztvevője a sejtek 

közötti kommunikációnak – ha eltérő mértékben is - ki van téve az idő múlásával 

jelentkező hatásoknak. 

 

1.2.  Az öregedés 

A WHO adatai alapján 2019-ben 1 milliárdra volt tehető a 60. életévét már betöltött 

vagy annál idősebb személyek alkotta populáció nagysága, amely a növekvő tendencia 

eredményeként 2050-re akár megközelítheti majd a 2,1 milliárd főt is (World Health 

Organization, https://www.who.int/health-topics/ageing#tab=tab_1, 2020.07.08). A 

társadalom ilyen mértékű elöregedése nem csak szocioökonómiai problémákat rejt 

magában, hanem ezzel párhuzamosam az egészségügyi rendszer terhelését is növeli azáltal, 

hogy fokozatosan emelkedik az időskori betegségek prevalenciája. 

Az öregedés egy komplex, irreverzibilis, multifaktoriális folyamat, amelynek számos 

tényezőjét és különböző színtereit különíthetjük el. Molekuláris szinten, sejtszinten és 

szövet szinten is megjelenhetnek az öregedéshez köthető biológiai és kémiai folyamatok, 

melyeket környezeti, genetikai és epigenetikai tényezők egyaránt befolyásolhatnak (Khan 

és mtsai., 2017). 

Az öregedésnek több főbb komponense van, melyek rendszerszinten képesek összefonódni 

és úgy fejtik ki hatásukat a szervezet egészére. Ezt a 7-10 egymással átfedő folyamatot, 

többféle modellel illetve stratégia szerint is igyekeznek csoportosítani. Ezen komponensek 

közé soroljuk a metabolikus diszfunkciót, a mitokondriális diszfunkciót, a sejten belüli 

kommunikáció megváltozását, a sejtek öregedését, a telomerek biológiáját, a genom 

instabilitást, a proteosztázis elvesztését, az őssejtek kimerülését, az epigenetikai hatásokat 

és a tápanyag érzékelés megváltozását is (4. Ábra). 

https://www.who.int/health-topics/ageing#tab=tab_1


13 

 

Az öregedés folyamatának hátterében álló okokat eredetük szerint kategóriákba sorolják, 

mint: elsődleges (amelyek az öregedéshez köthető károsodások kiváltói); antagonista 

(amelyek károsodásokra adott válaszokat foglalják magukba); integratív (amelyek a 

válaszok következményeit és az öregedés fenotípusának kialakításáét felelős tényezőket 

foglalják magukba) (López-Otín és mtsai., 2013) (4. Ábra). Kennedy és munkatársai ezzel 

szemben hét kulcstényezőt emelnek ki az öregedés folyamatában: a metabolizmus 

változását, a makromolekulák károsodását, az epigenetikai tényezőket, a gyulladásos 

folyamatokat, a stresszhez való adaptációképesség megváltozását, a stem sejtek és azok 

regenerációs képességének változását illetve a proteosztázis megváltozását (Kennedy és 

mtsai., 2016). 

A biológiai öregedés magában rejti a javító mechanizmusok és a regeneratív potenciál 

hanyatlását, a stresszre adott megfelelő válaszreakciókhoz szükséges élettani tartalékok 

csökkenését. Homeosztenózisnak nevezzük a homeosztázis fenntartásához szükséges 

tartalékoknak az életkor előrehaladtával megjelenő csökkenését. Abban az esetben, ha a 

homeosztázis fenntartása tovább nem megvalósítható, a biológiai öregedés patológiás 

folyamatba léphet át (Khan és mtsai., 2017; Hodgson és mtsai., 2020). 

Az öregedést kísérő morfológiai és funkcionális változások a szervrendszerekre jellemző 

szervspecifikus érzékenységből adódóan, eltérő mértékben és gyorsasággal, de minden 

szervrendszeren nyomot hagynak (pl. vázizomrendszerben – csontritkulás (Demontiero és 

mtsai.,2012), szarkopénia (Melton és mtsai., 2000); keringésirendszerben- érfalak 

elvékonyodása, endotél diszfunkció (Gkaliagkousi és mtsai., 2022) stb). Az idő 

előrehaladtával felhalmozódó molekuláris és sejtszintű károsodások akkumulációja 

hozzájárul a funkcionális és struktúrális rendelleneségek megjelenéséhez, melyek szintúgy 

elősegítik különböző kórképek kialakulását. Néhány tanulmány ennek a fordítottját is 

alátámasztja, amikor egyes betegségek képesek felgyorsítani az öregedésre jellemző 

elváltozások megjelenését (Pathai és mtsai., 2014; Robinson és Hudson, 2014). 

A magas életkor rizikó faktorként szerepel számos tömegeket érintő krónikus betegségnél 

(Niccoli és Partridge, 2012; Dong és mtsai., 2016; Khan és mtsai., 2017), mind például a 

diabétesz (Gunasekarean és Gannon, 2011), a rák (de Magalhaes és mtsai., 2013) ,a 

glaukóma (Kwon és mtsai., 2009), a kardiovaszkuláris (North és Sinclair, 2012) vagy a 

különböző neurodegeneratív betegségek (Querfuth és LaFerla, 2010). 
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4. Ábra. Az öregedés folyamatának legfontosabb komponensei. Forrás: López- Otín és 

mtsai., 2013 nyomán. 



15 

 

1.2.1. Az öregedés vizsgálata kísérletes állatmodellekben 

Az társadalom elöregedésével nem csak az idősebb populáció nagysága, hanem 

ezzel párhuzamosan, a jellemzően magasabb életkorban jelentkező egészségügyi 

problémák prevalenciája is emelkedett a populációban. Az érintettek számának folyamatos 

növekedése hozzájárult, és elősegítette azon kutatások számának gyarapodását, amely a 

kórképek hátterében meghúzódó élettani folyamatok megválaszolását tűzték ki célul. 

Az öregedés molekuláris és celluláris folyamatainak a pontos leírása rendkívüli kihívást 

jelent a komplexitását adó és befolyásoló extrinsic és intrinsic faktorok miatt. A rendszer 

szinten történő megértést tovább nehezíti, hogy jelentős heterogenitás jelentkezik egyes 

fajok, sőt akár azonos fajok egyedei között is az öregedés lefolyásában. Ennek 

köszönhetően a folyamat feltérképezésére rendkívül széles palettáját alkalmazzák az 

általánosabban használt kísérleti 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 alternatív öregedési 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 kísérleti állatok közül az egér és a patkány modellállatként való 

alkalmazása a legelterjedtebb az öregedési vizsgálatokban is. Alkalmazásuk előnyei közé 

tartozik, a jelen disszertáció témájának szempontjából, hogy retinájuk a humán retinával 

szerkezeti, élettani és biokémiai hasonlóságokat mutat. Mindemellett a rövid életidő, a 

könnyen kontrolálható kísérletes környezet, illetve hogy a genetikai állományuk jól ismert 

és annak manipulációjára már sokféle megbízható genomeditálási technika is 

rendelkezésre áll (Richardson és mtsai., 1997; Carmona és mtsai., 2016, Holtze és mtsai., 

2021). A beltenyésztett egyedek lehetőséget adnak arra, hogy genetikailag homogén 

állatokkal tudjunk dolgozni. Ezen kísérletek során az egyedek között jelentkező eltérések a 

környezeti tényezőknek vagy egy esetlegesen alkalmazott kezelésnek lesznek 

tulajdoníthatóak. A kültenyésztett egyedek ezzel szemben változatos genetikai állománnyal 

rendelkeznek, az egyedek így különböző érzékenységet vizsgáló, illetve fiziológiai 

paraméterek általános feltérképezésre vonatkozó kísérletekben nem a legalkalmasabbak 

(Chia és mtsai., 2015). 



16 

 

A normál öregedési folyamatokat kísérő élettani folyamatokat leíró öregedési modell 

mellett, vannak olyan öregedési modellek melyek az öregedés felgyorsítását vagy 

késleltetését tűzték ki célul. Az előbbi esetében elsődlegesen génmutációk segítségével 

alakítják ki a várt fenotípust, amelyeket szegmentális progériáknak neveznek (Andressoo 

és mtsai., 2006). A késleltetéses modelleknél génmanupilációval, kalória vagy metionin 

megvonással, illetve különböző anyagok adásával (pl. rapamicin, metformin, sirtuin 

aktivátorok) igyekeznek növelni az élettartamot. Ilyen például az mTOR útvonal gátlásásra 

használt rapamicin vizsgálata, amely a C. elegans (Jia és mtsai., 2004), Drosophila 

(Kapahi és mtsai., 2004) és az élesztő (Kaeberlein és mtsai., 2005) esetében megnövelte az 

életidőt, majd később ezt a hatást gerincesekben is igazolták (Harrison és mtsai., 2009; 

Neff és mtsai., 2013). Gerincesekben a SIRT1 aktiválása, resveratrol vagy más aktivátorok 

segítségével szintúgy hozzájárul az élettartam növeléséhez és az egészség fenntartásához, 

különböző diéták alkalmazása mellett (Baur és mtsai., 2006; Jimenez-Gomez és mtsai., 

2013; Mitchell és mtsai., 2014; Mercken és mtsai., 2014). Mindemellett, patkányokban a 

kalória-megvonás eredményezte élettartamnövekedést is már korábban leírták (McCay és 

mtsai,, 1975). 

A másik érdekes megközelítése a heterokrónikus parabiosis kísérletek, amikor eltérő korú 

egyedek keringési rendszerét kötik össze és ezzel bizonyítják, azonosítják azokat a 

keringési faktorokat, amelyek az öregedési folyamatokban szerepet játszhatnak (Conboy és 

mtsai., 2013). 

A transzgenikus állatmodellek alkalmazása utat nyitott olyan lehetőségeknek, melyek 

révén az öregedést kísérő biológiai mechanizmusok alapjául szolgáló különböző 

expressziós mintázatok befolyásolhatóak és alapvető szerepük a folyamatban így direkt, 

rendszerszinten vizsgálható. Ezek „ gain of function ” (funkciónyeréses) vagy „ loss of 

function ” (funkcióvesztéses) modellek lehetnek. Az előbbinél egy olyan gén terméket 

expreszáltatnak amelyet alapvetően nem vagy csak kisebb mértékben expresszálnak az 

érintett sejtek, utóbbinál pedig egy géntermék megjelenését szüntetik meg sejtekben. Ezek 

a modellek, mind a késleltetéses, a gyorsított és a normál öregedési modellek esetében is 

felhasználásra kerülnek.  

A leírt technika, olyan kísérletes állattörzsek megjelenését eredményezte, amelyek az 

öregedéssel kapcsolatos kutatásokban elérhetővé tették egyes gének, géntermékek 

szerepének vizsgálatát normál fiziológiás és patológiás folyamatokban egyaránt. 
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1.2.2. A retina öregedése 

A központi idegrendszer esetében jelentkező neurodegeneratív betegségeknél 

kiemelt rizikó faktornak számít az emelkedett életkor,de ez nincs másképp a részét képező 

retina esetében sem. A látással kapcsolatban jelentkező diszfunkcióknál, betegségeknél is 

kockázati tényezőnek számít a magasabb életkor. A leggyakoribbak közé tartozik a 

szemszárazság, a presbyopia, a katarakta, a diabéteszes retinopátia, a glaukóma és az 

időskori makuladegeneráció (Chader és Taylor, 2013). 

Az öregedéssel kapcsolatos vizsgálatok során a folyamatok komplexitása mellett, további 

nehézségeket jelent, hogy az idő előrehaladtával lezajló struktúrális és funkcionális 

változások számos esetben hasonlóságokat mutatnak egyes patológiák kezdeti lépéseivel. 

Például a drusen jelenség illetve a choroid elvékonyodása az időskori makuladegeneráció 

esetében megfigyelhető (Ardeljan és mtsai., 2013), vagy a vitreus degenerációja idősebb 

korban (Sebag 1987), amely felerősödve miópiához vezethet. Ezek az elváltozások 

bizonyos mértékben már a normál öregedés során is jelentkezhetnek még a betegségek 

kialakulása nélkül. Az említett hasonlóságok eredményeként, jelentősen megnőtt azon 

vizsgálatok száma, amely a „normál öregedés” és a patológiás folyamatok közötti 

határvonalak felismerésére, az egészséges retina időskori jellemzőinek leírására irányulnak 

(Elliott és mtsai., 1990; Curcio és mtsai., 1993; Enoch és mtsai., 1999; Dimitrov és mtsai., 

2008). Azon kutatások eredményeinek, amelyek a különböző biológiai tényezőket, az 

időskorban jelentkező látásromlás/látásvesztés kialakulásában szerepet játszó folyamatokat 

tárják fel, elsődleges szerepük van abban, hogy elősegítsék azok időbeni felismerését, 

esetleges megelőzését, vagy ha lehetséges azok lelassítására, akár kompenzációjára is 

módot adhatnak. 

A retinát több tényező is együttesen kiszolgáltatottá teszi a különböző behatásokkal 

szemben, mint például, hogy a pontos működéséhez elengedhetetlen a szerkezeti 

integritásának és az összetett szinaptikus hálózatának fenntartása. Továbbá magas a 

metabolikus aktivitása, illetve a regeneratív kapacitása is korlátozott. Az öregedés során a 

retinára legjellemzőbb morfológiai módosulás a rétegek vastagságának a csökkenése, 

amelynek hátterében a sejtek denzitásában, a közöttük lévő szinaptikus kapcsolatok 

megoszlásában fellépő eltérés állhat (Weisse és mtsai., 1995; Samuel és mtsai., 2011; El-

Sayyad és mtsai., 2014; Nadal-Nicolás és mtsai., 2018; Mohamed és mtsai., 2019). A 

különböző sejttípusokat érintő öregedéshez kapcsolódó változások, mint ahogy a 

különböző patológiák esetében is széleskörben tárgyaltak (Táblázat 1.). 
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1. Táblázat A retinális sejttípusok érintettségét leíró irodalmak normál öregedésben 

és patológiákban. 

 Kapcsolódó irodalmak  

 normál öregedésben vizsgált patológiákban vizsgált 

Érintett 

sejttípusok 

humán patkány egér humán patkány egér 

ganglion 

sejt 

Harman és 

mtsai., 2000;  

Cavallotti és 

mtsai.,2004 

Gao és 

Hollyfield 

1992 

Katz és 

Robinson 

1986; 

Weisse és 

mtsai., 1995 

Cano és 

mtsai., 1986 

Samuel és mtsai 

2011 

Danias és 

mtsai.,2003 

Blanks és 

mtsai.,1996,  

Ramirez és 

mtsai.,2001 

Hajna és 

mtsai., 2016, 

Szabadfi és 

mtsai., 2012 

Reinher és 

mtsai.,2020 

 

Buckingham és 

mtsai., 2008, 

Danias és 

mtsai.,2003 

 

amakrin 

sejt 

Roufail és 

Rees., 1997 

Roufail és 

Rees., 1997 

Ibrahim és 

mtsai. 2019 

Samuel és mtsai 

2011 

May és 

mtsai.,2012 

Fariss és 

mtsai., 2000; 

Ortuño-

Lizarán és 

mtsai., 2020 

Szabó és 

mtsai., 2017  

Szabadfi és 

mtsai., 2012 

 

Gastinger és 

mtsai.,2006  

Gunn és mtsai., 

2011,  

bipoláris 

sejt 

Aggarwall és 

Wadhwa 

2007; 

Eliasieh és 

mtsai.2007 

Nadal-

Nicolás és 

mtsai., 2018 

Mohamed 

és mtsai., 

2018 

Liets és mtsai., 

2006; 

Samuel és mtsai 

2011 

Kovács-Valasek 

és mtsai., 2017 

Jones és 

mtsai., 2016, 

Cuenca és 

mtsai., 

2004; 

Szabadfi és 

mtsai., 2012 

Szabadfi és 

mtsai., 2016 

 

Strettoi és mtsai., 

2000,  

Strettoi és mtsai 

2002 

horizontális 

sejt 

Eliasieh és 

mtsai., 2007; 

Ibrahim és 

mtsai. 2019 

 

Samuel és mtsai 

2011 

Terzibasi és 

mtsai., 2009 

Kovács-Valasek 

és mtsai., 2017 

Fariss és 

mtsai., 2000; 

Janssen és 

mtsai., 1996  

Chu és 

mtsai., 1993 

Szabadfi és 

mtsai., 2014 

Strettoi és mtsai 

2002 

Ajioka és mtsai., 

2007 

Müller sejt Bringmann 

és mtsai., 

2003 

Ramirez és 

mtsai.,2001 

DiLoreto és 

mtsai. 1995 

Fan és 

mtsai., 1996 

Kovács-Valasek 

és mtsai., 2017 

Trotta és mtsai., 

2021 

Li és mtsai., 

1995 

Mizutani és 

mtsai., 1998 

Rungger-

Brandle és 

mtsai.,2000 

Szabadfi és 

mtsi., 2012 

Szabó és 

mtsai., 2017  

Schuettauf és 

mtsai., 2004 

Inman és mtsai., 

2007 

Goel és Dingra 

2012 

fotoreceptor sejtek 

pálcika Gao és 

Hollyfield, 

1992 

Curcio és 

mtsai., 1993 

Panda-Jonas 

és 

mtsai.,1995 

Mohamed 

és mtsai., 

2018 

Ibrahim és 

mtsai. 2019 

Liets és mtsai., 

2006; 

Gresh és 

mtsai.,2003 

Farris és 

mtsai., 2000; 

Li és mtsai., 

1995 

Cuenca és 

mtsai., 

2004; 

Phipps és 

mtsai.,  2004 

Carter-Dawson és 

mtsai.,1978 

Fuchs és mtsai., 

2012 

csap Gao és 

Hollyfield, 

1992 

Panda-Jonas 

és 

mtsai.,1995 

Nadal-

Nicolás és 

mtsai., 2018 

Mohamed 

és mtsai., 

2018 

Cunea és 

mtsai.,2014 

Gresh és 

mtsai.,2003 

 

Li és mtsai., 

1995 

Jones és 

mtsai., 2016 

Cuenca és 

mtsai., 2004 

Szabadfi és 

mtsai., 2012 

Phipps és 

mtsai., 2004 

Fei és mtsai., 2002 

Lipinski és 

mtsai.,2011 
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A morfológiai változások szoros kapcsolatban vannak a fellépő funkcionális eltérésekkel, 

és ez az elektroretinogramon megjelenő, életkorfüggő változásokon keresztül is nyomon 

követhető (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 háttérben 

meghúzódó, fentebbi ábrán (4. Ábra) szereplő öregedési komponensek a retinában, az 

RPE-ben és a retinát ellátó erekben is kimutatásra kerültek az öregedés során. A gyulladási 

folyamatok megjelenését (Steinle és mtsai., 2009; Xu és mtsai., 2009; Chen és mtsai., 

2010), a mitokondriális diszfunkciót (Barreau és mtsai., 1996; Wang és mtsai., 2010; Eells 

2019), a genomikus instabilitást (Wang és mtsai., 2010), sejtek öregedését (Catita és 

mtsai., 2015, López-Luppo és mtsai., 2017), a proteosztázis zavara miatt kialakuló fehérje 

aggregátumok megjelenését (Leger és mtsai., 2011), telomerrövidülést (Baek és mtsai., 

2019), epigenetikai változások megjelenését (Pennington és mtsai., 2016) is leírták 

retinában. 

Többféle terápiás lehetőséget is vizsgálnak, amelyekkel a különböző degenerációs 

folyamatok mérsékelhetőek (pl. őssejtterápia - Zhang és mtsai., 2020, Sharma és ,mtsai., 

2021; kalóriamegvonásos kísérletek- Li és mtsai., 2003; fotodinámiás terápia - Muste és 

mtsai 2021;, RNS-alapú terápiák - Gemayel és mtsai., 2021; anti-VEGF terápiák - Hussain 

és mtsai., 2021). Így került előtérbe azon neuropeptidek alkalmazása is, amelyek már 

számos patológia kezelésében ígéretes terápiás lehetőségnek bizonyultak. 

 

1.3.  A retina és a neuropeptidek 

A neuropeptidek neurohormonként, neurotranszmitterként, immunmodulátorként 

rendkívül fontos szabályozó szerepet töltenek be a központi és a perifériás idegrendszer 

fiziológiai homeosztázisának szabályozásában, fejlődési és regenerációs folyamataiban, 

továbbá számos patológiás folyamatban is bizonyították már protektív hatásukat (Strand és 

mtsai., 2003; Casini és mtsai., 2005; Cervia és Casini, 2013; Cervia és mtsai., 2019). 

Általában 3-100 aminosavból állnak, elsősorban neuronokban és gliasejtekben fordulnak 

elő nagy számban, de jelenlétük nem csak neuronális eredetű szövetekben bizonyított 

(Hökfelt és mtsai., 2003; Hoyer és mtsai., 2012; Pintér és mtsai., 2014). Receptoraik 

legnagyobbrészt a heterotrimer G-fehérje receptor szupercsaládhoz tartoznak, melyek 

közvetítésével számos szignáltranszdukciós útvonalat befolyásolnak (Hoyer és mtsai., 

2012; Pintér és mtsai., 2014). 
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A retinában is nagy számban fejeződnek ki, illetve receptoraik jelenlétével annak élettani 

folyamatait is befolyásolják (Casini és mtsai., 2005; Cervia és Casini, 2013; Cervia és 

mtsai., 2019). Ide tartoznak például a P anyag (Kolb és mtsai., 1995), vazointesztinális 

polipeptid (VIP) (Casini és Brecha, 1992; Casini és mtsai., 1994), szomatosztatin (SST) 

(Brecha és mtsai.,1981; Johnson és mtsai., 2000; Cristiani és mtsai., 2002 ), hipofízis 

adenilát cikláz aktiváló polipeptid (PACAP) (Izumi és mtsai., 2000; Szabadfi és mtsai., 

2016), agyi eredetű növekedési 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 szupercsaládhoz tartozik, két 

természetes formája ismert, a PACAP-38 és a PACAP-27, melyek közül az előbbi 

előfordulása a gerincesekben jellemzőbb (Miyata és mtsai., 1989; Arimura és Shioda, 

1995; Vaudry és mtsai., 2009). Hatását hét transzmembrándoménből álló G-protein 

kapcsolt VPAC1, VPAC2 és PAC1 receptorokon keresztül képes kifejteni, melyek nagy 

számban fordulnak elő az idegrendszer különböző területein. Ezek közül a VPAC 

receptorok VIP-et ugyanolyan affinitással kötnek, mint PACAP-ot, míg a PAC1 receptor 

PACAP-ot képes nagyobb affinitással megkötni (Vaudry és mtsai., 2000; Laburthe és 

mtsai., 2007). A kifejtett hatás függ a receptor típusától, a ligand természetétől, az adott 

szövettől és a fejlettségi állapottól (Filipsson és mtsai., 1998; Vaudry és mtsai, 2000; 

Basille és mtsai., 2000). Moduláló szerepe széles körben bizonyított mind fiziológiás, mind 

patológiás körülmények között. Részt vesz a neuronok proliferációjában (Matsumoto és 

mtsai., 2016), differenciációjában és migrációjában (Rivnyak és mtsai., 2018). Ezek mellett 

összetett védő szereppel is bír, mind antioxidáns (Ohtaki és mtsai., 2010) mind 

antiapoptotikus (Gasz és mtsai., 2006) és gyulladáscsökkentő (Martinez és mtsai., 2002) 

hatása is már bizonyított. Számos neurodegeneratív betegség estében vizsgálták és 

sikeresen igazolták ezeket a védőfunkcióit (Wang és mtsai., 2008; Reglődi és mtsai., 2011; 

Han és mtsai., 2014a; Han és mtsai. 2014b; Lee és mtsai., 2014). 

A retinában a PACAP a GCL egyes sejttestjeiben, illetve az amakrin és horizontális 

sejtekben fejeződik ki (Izumi és mtsai., 2000; Dénes és mtsai., 2014). A PAC1 receptora az 

INL-ben és a GCL-ben erősebben, mindamellett a plexiform rétegekben azonban kevésbé 

mutatkozik meg (Seki és mtsai., 1997). A retina fejlődése során alátámasztották, hogy a 

PACAP kezelés modulálja a sejthalálozási folyamatokat (Silveira és mtsai., 2002; Nyisztor 
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és mtsai., 2018), illetve a sejtek proliferációját (Njaine és mtsai., 2010). A retina patológiák 

esetében is bizonyította komplex védőhatását például diabeteszes retinopáthiában 

(Szabadfi és mtsai., 2012; Szabadfi és mtsai., 2016), ischemiában (Atlasz és mtsai., 2010; 

Szabó és mtsai., 2012; Dányádi és mtsai., 2014; Werling és mtsai., 2014), továbbá retina 

excitotoxicitás modellekben (Kiss és mtsai., 2011). 

Az egyes betegség modellekben leírt összetett hatása mellett, igazolták a retina öregedését 

kísérő funkcionális és strukturális változásokra való befolyásoló hatását is. A PACAP KO 

egyedekben a korban megegyező kontrolokhoz képest felerősödnek az öregedés által 

kiváltott szerkezeti változások, mint a ganglion sejtek számának csökkenése, a gliális 

fibrilláris savas fehérje (GFAP) szintjének növekedése a gliasejtekben, illetve a bipoláris 

sejtek dentritjeinek ONL-felé való szabálytalan ágazódása (Kovács-Valasek és mtsai., 

2017). 

 

1.3.2. Szomatosztatin és a retina 

A szomatosztatin (SST) peptidet először a hipothalamuszból izolálták, ezt követően 

pedig kifejeződését az idegrendszer számos központi, illetve perifériás részén széleskörűen 

leírták (Brazeau és mtsai., 1973; Delfs és mtsai., 1985). 

Az SST esetében is két biológiailag aktív formát tudunk megkülönböztetni (SST-14, SST-

28), illetve ez a peptid is több különböző (SST-1, SST-2, SST-3, SST-4, SST-5) hét 

transzmembrándoménből álló G-protein kapcsolt receptoron keresztül fejti ki pleiotropikus 

hatását (Günther és mtsai., 2018). 

Számos analógja is ismert (pl. octreotide, lanreotide, pasireotide), melyeket humán 

gyógyászatban már sikeresen alkalmaznak (Gomes-Porras és mtsai., 2020). Jelenlétét a 

retinában az INL-ben lévő amakrin sejtek, illetve a GCL-ben elhelyezkedő displaced 

amakrin sejtek esetében írták le (Johnson és mtsai., 2000; Cristiani és mtsai., 2002). 

Fontos szerepet játszik a retina homeosztázisának szabályozásában, különböző retinális 

betegségekben bizonyította már kiemelkedő antiangiogén (Grant és mtsai., 1993) és 

neuroprotektív hatását (Vasilaki és Thermos, 2003). Expressziójának csökkenése szerepet 

játszik pl. a diabéteszt kísérő neurodegeneratív folyamatokban a retinában (Carrasco és 

mtsai., 2007; Hernández és mtsai., 2014). Továbbá, analógjaival (pl. octreotide) együtt 

bizonyítottan védő hatásúak ischemiában (Cervia és mtsai., 2012; Wang és mtsai., 2015), 

makuláris ödémában (Kuijpers és mtsai., 1998) és diabéteszes retinopáthiában (Hernández 

és mtsai., 2013). 
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2. Célkitűzések 

Az öregedés által befolyásolt számos fiziológiás folyamat, illetve a retina különös 

kiszolgáltatottsága ezekkel szemben – pl. korlátozott regenerációs képeségéből és magas 

metabolikus rátájából adódóan - számos fontos és megválaszolandó kérdést felvet a retina 

öregedésével kapcsolatban. 

Publikált szakirodalmi adatok alapján tisztában vagyunk azzal is, hogy az idő múlásával a 

különböző neuropeptidek elérhető mennyisége a szervezetben csökken, amely fontos 

résztvevője a különböző szervezet szinten jelentkező károsodásoknak. 

Az értekezés bevezetőjében leírtakra alapozva, a dolgozatom célkitűzése, hogy két 

állatmodell felhasználásával megvizsgálja a retinális öregedés komplex szerkezeti 

következményeit önmagában, illetve egyes neuropeptidek hosszú idejű hatásának 

összefüggésében is. 

Ennek megfelelően: 

 

1., Vizsgáltuk a retina szerkezeti változásait a normál öregedés során. 

Morfometriai és morfológiai analízissel, továbbá immunhisztokémiai és western blot 

eljárások során alkalmazott különböző sejtspecifikus és szinaptikus protein markerek 

alkalmazásával azonosítottuk a sejtszinten megjelenő változásokat, melyek az idő 

múlásával a patkány retinában jelentkeztek. 

 

2., Meg kívántuk ismerni a krónikus PACAP kezelés hatását az SST tartalmú illetve 

dopaminerg amakrin sejtek denzitására az öregedés során. 

Immunhisztokémiai analízissel vizsgáltuk meg transzgenikus egérmodellben, a TH-

pozitív és SST pozitív sejtek denzitásának változását krónikus PACAP kezelés 

hatására az öregedés során. Az öregedést kísérő sejtdenzitás változások befolyásolása 

mellett, a fellépő esetleges szinergikus kölcsönhatás felismerése is a céljaink közé 

tartozott. 
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3. Anyag és módszer 

 

3.1. Kísérleti állatok 

Kutatásaink során két öregedés modellt vizsgáltunk. Az egyik modellben Wistar albino 

patkányokat, míg másikban C57Bl/6JTdTomato transzgenikus egereket használtunk fel. A 

transzgenikus egerek a Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézet Orvosi Géntechnológiai 

Részlegén kerültek előállításra, az ott rendelkezésére álló sst/iresFlpo(Tm3) homozigóta 

hím X GT(ROSA)26Sor_CAG/FSF_TdTomato (Tm) homozigóta nőstények 

keresztezésével. Az utód egyedekben piros fluoreszcens jel jelenik meg a szomatosztatin 

(SST) termelő sejtekben. A kísérleteink kivitelezésében a PTE Munkahelyi Állatetikai 

Bizottság irányelveit figyelembe vettük (állatkísérletes engedély számok: BA02/2000- 

15024/2011, PE/EA/488-6/2021). 

 

3.2. A normál öregedés modellben biztosított körülmények 

Az azonos alomból származó Wistar albino nőstény patkányokat megegyező és 

folyamatosan ellenőrzött körülmények között tartottuk (23°C, 12h/12h sötét/világos 

ciklusok) az eltérő genetikai és környezeti behatások kizárása érdekében. A vizsgálatban 

megkülönböztettünk négy egymástól elkülönített korcsoportot (5 hónapos, 12 hónapos, 18 

hónapos, 24 hónapos). Az adott életkort elérő állatoknál izoflurán bódítást követően, 

intraperitoneálisan tiopentál injekciót alkalmaztunk a túlaltatáshoz, majd eltávolítottuk a 

szemet és ezt követően a szemserlegből kipreparáltuk a retinát. 

 

3.3. PACAP injektált öregedés modellben biztosított körülmények 

A transzgenikus egerek az MTA Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézetből 

származnak és az ottani állatházban kerültek tartásra. Az itt található európai színvonalú 

Orvosi Géntechnológiai Részleg által biztosított körülmények lehetővé teszik genetikailag 

módosított egerek tartását és a velük való kísérletek kivitelezését. Az állatok szemének 

PACAP-al történő intravitreális injektálása is ott valósult meg. Három korcsoportot 

különítettük el egymástól (6 hónapos, 12 hónapos, 18 hónapos). Az adott életkort elérő 
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állatoknál izoflurán altatást követően eltávolítottuk a szemet és ezt követően a 

szemserlegből kipreparáltuk a retinát. 

 

3.3.1. PACAP kezelés 

Az adott korcsoportokon belül megkülönböztettünk kezelt és kontroll állatokat. A 

kontroll csoport egyedei nem kaptak kezelést a kísérletek során. A kezelt állatok szemét, 

izoflurán altatás alatt, háromhavonta intravitrealisan injektáltunk. Az első injekciót 3 

hónapos korukban kapták így a 6 hónapos 1db, a 12 hónapos 3 db, a 18 hónapos 5 db 

injekciót kapott. A kezelés során 27G-s tű segítségével átszúrtuk a sclerát majd ezt 

követően 33G-s tűvel ellátott Hamilton fecskendő (10µl) segítségével injektáltunk az egyik 

szemükbe PACAP1-38-at (1.5 µl 0,3µg/µl (100 pmol)) a másik szemükbe pedig 

ugyanakkora mennyiségben fiziológiás sóoldatot (0,9% NaCl). A fertőzés megelőzése 

céljából az injektálást követően utókezeltük a szemüket antibiotikumos kenőccsel 

(Cavasan, Produlab Pharma B.V,) . 

 

3.4. Szövettani eljárások 

3.4.1. Morfológiai és morfometriai vizsgálat 

A Wistar patkány modellben a szemek kipreparálását követően, sztereomikroszkóp 

(Nikon SMZ645, Németország) segítségével a szaruhártyát, a szemlencsét és az üvegtestet 

eltávolítottuk. A szemserleg preparátumot másnapig 1%-os glutáraldehides-PFA-ban (4%-

os oldatot készítettünk foszfátpufferben (pH 7,4) oldott PFA-val, amelyhez 25%-os 

glutáraldehidet adtunk) fixáltuk. Ezt három napos rutin szövettani protokolnak megfelelő 

eljárás követte. Első nap 6 x 10 percig mostuk 0,1 M-os foszfát-pufferben (PB), majd 1x10 

percig felszálló alkoholsorozatban (30%, 50%) dehidráltuk, ezt követően 12 órán át 70%-

os alkoholban tároltuk 4°C-on. A második napon folytattuk a víztelenítést, 1x10 percig 

90%-os, majd 2x20 percig abszolút alkoholban (Sigma). Ezt követően 2x4 percig propilén-

oxidban, majd 30 percig gyanta és propilén-oxid (Spektrum3D) 1:1 arányú keverékében 

inkubáltuk. Ezután négykomponensből álló Durcupan (Fluka) gyantában (komponensek: 

’A’ 12,2g; ’B’ 10g; ’C’ 0,3g; ’D’ 0,5 g) hagytuk egy éjszakán át 4°C-on. A harmadik 

napon a preparátumokat Durcupan gyanta-blokkokba ágyaztuk, amiket minimum 36 órán 

át, 56°C-on hagytunk polimerizálódni. A kész blokkokból félvékony metszeteket (1-2 µm) 
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készítettünk ultramikrotómmal (LEICA EM UC7), ezután tárgylemezre helyezve 1%-os 

toluidinkékkel (Sigma) festettük és DPX (Fluka) fedőanyaggal lefedtük. A retina 

metszetekről fotókat készítettünk Nikon Eclipse 80i mikroszkóphoz kapcsolt CCD kamera 

segítségévelés a morfológiai illetve morfometriai analízist is végeztünk. A SPOT Basic 

program (Spot Basic 4.04) alkalmazásával több paramétert is vizsgáltunk: a külső és a 

belső határoló hártya (OLM-ILM) távolságát, az ONL, az OPL, az INL, az IPL 

vastagságát, valamint a csap terminálisok számát az OPL-ben és a GCL-ben meglévő 

ganglion sejtek számát 100 µm-ként. Az értékelés során minden korosztályból 4 állatot 

használtunk fel és 15 látóteret vizsgáltunk retinánként. A retina vizsgálatának 

alapkritériumai közé tartozott, hogy az INL négy sejtsorban a GCL pedig egy sejtsorban 

jelenjen meg a metszeteken. 

 

3.5. Immunhisztokémiai eljárások 

3.5.1. Normál öregedés modellben 

A metszetek elkészítése mindkét állatmodellben azonos módon történt. A 

kipreparált retinát 2 órás 4%-os PFA-s fixálást követően 6x10 percig mostuk 0,2 M-os 

NaCl-os foszfát pufferben (PBS), majd süllyedésig inkubáltuk 15%-os szacharóz-oldatban 

(Sigma). Ezt követően 30%-os szacharózos-PBS-oldatban tároltuk 4°C-on a cryostáttal 

történő metszésig. A retina preparátumokat cryostat-médiumba (Shandon Cyromatrix, 

Thermo Scientific) ágyazva, fagyasztva (20˚C) metszettük le cryostat készülék 

segítségével (Leica, Németország). A 10-12 µm-es metszeteket SuperFrost Plus (VWR) 

tárgylemezekre helyeztük. Az immunhisztokémiai eljárás megkezdésekor a metszeteket 

rehidráltuk TritonX-PBS pufferrel 6x5 percig, majd Normál Kecske Szérummal (Normal 

Goat Serum - NGS) blokkoltuk 1 órát. A patkány retináknál több eltérő primer antitestet is 

alkalmaztunk. A primer antitestekre specifikus szekunder antitestként Alexa Fluor „488” 

és „568” fluorescens markereket használtunk. Az alkalmazott primer, szekunder 

antitesteket és a próbát a 2. Táblázat tartalmazza. Az antitestekkel való munkavégzést 

megelőzően negatív kontrolokat készítettünk, amelyeknél vagy a primer vagy pedig a 

szekunder antitest kihagyásával ellenőriztük, hogy tapasztalunk-e aspecifikus kötődést. 
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Primer antitest neve 
Gazdaszerv

ezet 
Hígítás IHK-ban 

Hígítás WB-

ban 
Gyártó 

anti-Brn3a (brain-specific 

homeobox/POU domain 

protein 3A) 

egér 

1:50 - Santa-Cruz 

anti-calbindin egér 1:1000 1:1000 Sigma 

anti-PKCα (protein kináz C 

alfa) 

egér 
1:200 1:200 Santa-Cruz 

anti-TH (tirozin-hidroxiláz) egér 1:1000 1:500 Milipore 

anti-parvalbumin egér 1:1000 1:200 Sigma 

anti-calretinin egér 1:1000 1:1000 Swant 

anti-vGLUT1 (vezikuláris 

glutamát transzporter 1) 

nyúl 
1:500 1:1000 Abcam 

anti-GFAP (gliafibrilláris 

savas fehérje) 

nyúl 
1:500 1:1000 Sigma 

anti-GAPDH 

(gliceraldehid-3-foszfát-

dehidrogenáz) 

nyúl 

- 1:10000 Sigma 

PNA (peanut agglutinin 

)(FITC konjugált)* 

- 
1:1000 - VectorLab 

Szekunder antitest neve     

anti-egér AlexaFluor 488 kecske 1:1000 - 
Life 

Technologies 

anti-nyúl AlexaFluor 488 kecske 1:1000 - 
Life 

Technologies 

anti-nyúl AlexaFluor 568 kecske 1:1000 - 
Life 

Technologies 

anti-egér IgG HRP 

konjugált 
kecske - 1:10000 Sigma 

anti-nyúl IgG HRP 

konjugált 
kecske - 1:10000 

Life 

Technologies 

2. Táblázat A normál öregedés modell immunhisztokémiai (IHK) és western blot 

(WB) kísérletei során alkalmazott primer és szekunder antitestek, próbák. A *-al 
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jelölt Anti-Peanut Agglutinin nem tartozik a primer antitestek közé, FITC-jelölt 

csap fotoreceptor specifikus próba. 

 

3.5.2. Transzgenikus egérmodellben 

A metszetek elkészítése itt is a fent leírt protokoll alapján történt. A transzgenikus 

egér modellünk validálása érdekében a retina metszeteken szomatosztatin illetve tirozin-

hidroxiláz primer antitestet használtunk. A primer antitestre specifikus szekunder 

antitestként Alexa Fluor „488” fluorescens antitestet alkalmaztunk. A primer és szekunder 

antitesteket a 3. Táblázat tartalmazza.  

 

Primer antitest neve Gazdaszervezet Hígítás Gyártó 

anti-SST nyúl 1:1000 Biomedicals 

anti-TH nyúl 1:1000 Abcam 

Szekunder antitest neve    

anti-nyúl AlexaFluor 

488 
kecske 1:1000 Life Techologies 

anti-nyúl AlexaFluor 

488 
kecske 1:1000 Thermo Fischer 

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

A transzgenikus egér retina teljes (wholemount) preparátumok esetében 2 órás 4%-os PFA 

fixálást követően sztereomikroszkóp alatt, PBS pufferes közegben az ínhártyát a retinákról 

eltávolítottuk. Ezután 6 x 30 percig PBS pufferben mostuk majd 1%-os TritonX-ABS–ben 

blokkoltuk egy órán át. A wholemount preparátumokat 4°C-on anti-TH antitestel 

inkubáltuk 72 órán keresztül rázógépben. Utána a preparátumokat 6 x 5 percig mostuk 1%-

os TritonX-PBS-ben. Ezután Alexa Fluor „488” szekunder antitesttel 24 órán keresztül 

4°C-on inkubáltuk rázógépben. Az alkalmazott primer és szekunder antitesteket és a 3. 

táblázat tartalmazza. 
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A metszeteket és a wholemount preparátumokat a szekunder antitestettel való inkubálást 

követően 3x5 perces 0,2 M-os PBS-es mostuk, majd Fluoromount-G (Southern Biotech) 

fedőanyaggal fedtük le. 

A fotókat Olympus IX81 invers platform (Olympus, Japán) típusú mikroszkóppal, 

Olympus Fluorview FV-1000 konfokális rendszer segítségével készítettük el a normál és a 

transzgenikus öregedés modellben is. A metszetek esetében 40-szeres, a wholemount 

esetében 20-szoros objektív nagyítással készültek a képek. Az AlexaFluor 488 esetében 

520 nm emissziós hullámhosszon, a lézerintenzitás 5% -os, AlexaFluor 568 esetében pedig 

543nm volt az emmissziós hullámhossz és 22 % -os lézerintenzitást alkalmaztunk. Az 

alkalmazott rendszer lehetővé tette, hogy a szöveten belül többféle jelölést is képesek 

voltunk egyszerre megjeleníteni és esetlegesen előforduló együttes megjelenésüket 

azonosítani. A képeken utólagos módosításként csak a különböző feliratok, számozások és 

a sejteket jelölő nyilak/nyílhegyek kerültek feltüntetésre, illetve ezt követően a képeket 

táblázatba rendeztük. A sejtszámolás wholemount preparátumokon Fiji is just ImageJ 

1.52p program segítségével történt. 

 

3.6. Western blot analízis 

A patkány retinákat RIPA pufferben homogenizáltuk 3 percig majd 13 000 rpm-en 

centrifugáltuk 30 percig 4°C-on. Ezután a fehérje koncentrációt BCA Protein Assay Kit 

(ThermoScientific) felhasználásával (B komponens:A komponens, 1:50) spektrofotométer 

segítségével meghatároztuk standardként BSA-t használva. A fehérje elektroforézis 4-

12%- NuPage SDS poliakrilamid gélen történt és utána PVDF membránra (Bio-Rad) 

transzferáltuk a fehérjéket. A transzfer után szárítottuk a membránt szobahőmérsékleten és 

ezt követően a membránt blokkoló oldattal (20mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0,1 Tween-20, 

5% tejpor, 1%BSA) inkubáltuk 1 órán keresztül szobahőmérsékleten rázógépen. A 

membránt ezután a blokkoló oldatban higított primer antitesttel inkubáltuk (calbindin 

(1:1000, monoklonális anti-egér, Sigma); calretinin (1:1000, poliklonális, anti-nyúl, 

Swant); parvalbumin (1:1000, monoklonális anti-egér, Sigma); PKCα (1:200, 

monoklonális anti-egér, Santa Cruz); TH (1:1000, monoklonális anti-egér, Millipore); 

GFAP (1:500, monoklonális anti-nyúl, Sigma); VGLUT1 (1:500, poliklonalis, anti-nyúl, 

Abcam); GAPDH; (1:10000; anti-nyúl, Sigma) másnapig 4°C-on rázógépen. A 

normalizációs kontrollként alkalmazott GAPDH-t a primer antitestek hígításához használt 
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blokkoló oldathoz adtuk. Másnap TBST pufferrel (20mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0,1% 

Tween-20) mostuk 3 x 10 percig. Ezt követte a tormaperoxidáz konjugált szekunder 

antitesttel (anti-egér,1:10000; anti-nyúl, 1:10000) való inkubálás 2 órán keresztül, 

szobahőmérsékleten, rázógépen. A detektáláshoz WesternBright ECL HRP substrate kitet 

használtunk (Biomedica) és Chemi DOC System (Bio-Rad, Budapest) segítségével 

képfelvételeket készítetünk. A különböző fehérjék esetében megjelenő band-ek optikai 

denzitása a 12 hónapos korosztály értékeire normalizáltuk, a relatív fehérje expressziót 

belső kontrolllként alkalmazott GAPDH segítségével határoztuk meg. 

 

3.7. Statisztikai analízis 

A morfometriai vizsgálatok illetve a sejtdenzitás meghatározása során, a mért adatok 

között megjelenő különbségek szignifikanciájának meghatározásához statisztikai analízist 

végeztünk. Egy utas ANOVA tesztet alkalmaztunk, amit Tukey post-hoc teszt követett 

amelyet GraphPad Prism7 program segítségével végeztük el. Szignifikancia szintként p 

<0,05 értéket határoztuk meg a különböző csoportok összehasonlítása során. 
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4. Eredmények 

4.1. Normál öregedés modell  

A normál öregedést bemutató állatmodellek lehetőséget teremtenek az idő múlásával 

jelentkező fiziológiás folyamatok megváltozásának, illetve az ezek hátterében álló/kísérő 

lehetséges struktúrális változásoknak a nyomonkövetésére. Alkalmazásukkal 

megismerhetjük a homeosztázis megváltozásával létrejött olyan normál öregedési 

folyamatokat, ahol még a különböző patológiás mechanizmusok nincsenek jelen. 

A retina réteges felépítésének köszönhetően, rendkívül jó modellként szolgált arra, hogy 

jobban megismerjük a központi idegrendszerben lejátszódó komplex folyamatokat. 

 

4.1.1. Morfológiai és morfometriai vizsgálatok 

Az öregedés folyamata, mind a retinális sejtrétegek vastagságában mind pedig az 

azokat alkotó sejtek denzitásában is változást eredményezett (5. Ábra). 

Az idő múlásával a retina rétegeinek vékonyodása volt megfigyelhető, különös tekintettel 

az IPL-re. A magvas sejtrétegek közül az ONL-ben volt a legjelentősebb a vastagság 

csökkenése (5. Ábra a, b). 
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5. Ábra A retinális rétegek megjelenésének és sejtdenzitásának változása a különböző 

korcsoportokban. a, patkány retinából készült szövettani metszetek 5 hónapos (a1), 12 

hónapos (a2), 18 hónapos (a3), 24 hónapos (a4) állatokból. b., rétegvastatgságok 

alakulása 5-, 12-,18- 24 hónapos állatokban. Rövidítések: OLM-külső határoló hártya, 

ONL-belső magvas réteg, OPL-külső rostos réteg, INL-belső nukleáris réteg, IPL-külső 

rostos réteg, GCL- ganglion sejtek rétege, ILM-belső határoló hártya. * p < 0,05; **p < 

0,01;*** p < 0,001; az 5 hónapos korcsoporthoz hasonlítva. ## p < 0,01; ### p< 0,001 a 

12 hónapos korcsoporthoz hasonlítva. A rövidítések a többi Ábra esetében is az itt 

megjelölt jelentéssel bírnak. 

 

A ganglion sejtek számában fellépő változások nyomonkövetésére anti-Brn3a (brain-

specific homeobox/POU domain protein 3A) antitestet használtunk. A Brn3a, mint 

transzkripciós faktor az idegrendszer különböző területein expresszálódik és kiemelkedő 

szerepet játszik a ganglion sejtek sejtspecifikus azonosításában és kvantifikálásában a 

retinában (Xiang és mtsai., 1995; Nadal-Nicolás és mtsai., 2009; Nadal-Nicolás és mtsai., 

2012). A GCL-ben a ganglion sejtek fokozatos csökkenését tapasztaltuk az öregedés során 

(6. Ábra a). 
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A csapok számát peanut agglutinin (PNA) segítségével vizsgáltuk, mely lektin 

szelektíven kötődik a fotoreceptorok ezen szubpopulációjához (Blanks és mtsai., 1983; 

Blanks és mtsai., 1984). Az ONL-ben a csapok számának csökkenését észleltük az idő 

előrehaladtával (6. Ábra b). 

 

 

6. Ábra A, Brn3a pozitív sejtek denzitása 5 hónapos (a1), 12 hónapos (a2), 18 hónapos 

(a3), 24 hónapos (a4) állatok retinájában. d., PNA pozitív csap terminálisok denzitása 5 

hónapos (b1), 12 hónapos (b2), 18 hónapos (b3), 24 hónapos (b4) állatok retinájában. 

Rövidítések: ONL - külső magvas réteg,, OPL-külső rostos réteg, INL - belső magvas 

réteg, IPL - belső rostos réteg, GCL- ganglion sejtek rétege, ILM-belső határoló hártya.    
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* p < 0,05; **p < 0,01;*** p < 0,001; az 5 hónapos korcsoporthoz hasonlítva. ## p < 

0,01; ### p< 0,001 a 12 hónapos korcsoporthoz hasonlítva 

A réteges szerkezet megjelenésében bekövetkező módosulások hátterében álló sejtszintű 

eltérések feltárása érdekében, azonos sejt-specifikus markereket alkalmaztunk minden 

korosztálynál. A továbbiakban ezen markerek leírata a retinában való elhelyezkedésük 

sorrendjében, kivülről befelé haladva került rendszerezésre. 

 

4.1.2. Immunhisztokémiai vizsgálatok 

4.1.2.1. Protein kináz C alfa 

Az idő múlásával a pálcika bipoláris sejtek megjelenésében bekövetkező 

változások nyomonkövetésére anti-protein kináz C alfa (PKCα) antitestet alkalmaztunk. 

PKCα szelektíven jelöli a pálcika bipoláris sejteket, amelyet patkány és más rágcsálók 

retináiban is bizonyítottak (Osborne és mtsai., 1991; Euler és Wassle, 1995). 

Az OPL-ben a dentritek, az INL-ben a sejttestek illetve az IPL-GCL határán lévő axon 

terminálisok mutattak immunpozitivitást (7. Ábra a-d). Kezdetben a fiatalabb korosztály 

retináiban a jelintenzitás gyengébb volt (7. Ábra a, b) majd szinte változatlan maradt az 

utolsó két korcsoportban (7. Ábra c, d). A Western blot analízis eredménye is megerősítette 

ezt a változást (7. Ábra e, f). 

 



34 

 

 

7. Ábra PKCα immunreaktivitás és Western blot analízis a különböző korcsoportok 

retináiban. Anti-PKCα immunjelölés az 5 hónapos (a), 12 hónapos (b), 18 hónapos (c), 

24 hónapos (d) retinákban. Western blot analízis eredménye (e-f). *** p < 0,001 az 5 

hónapos korcsoporthoz hasonlítva. ### p < 0,001 a 12 hónapos korcsoporthoz 

hasonlítva. 

 

4.1.2.2. Calbindin 

A korcsoportokban három különböző kalciumkötő fehérje (calbindin, parvalbumin, 

calretinin) megnyilvánulását is vizsgáltuk, melyek expressziójára az öregedés folyamata 

illetve különböző patológiás folyamatok is igazoltan befolyással lehetnek (Papazafiri és 

mtsai., 1995; Kwon és mtsai., 2005). A fent említett proteinek az EF-hand fehérjék 

családjába tartoznak, és elengedhetetlen szerepet játszanak a Ca-homeosztázis 

szabályozásában. A szabályozó szerepük központi idegrendszer számos területén 

érvényesül, és az emlős retina neuronjaiban is jelen vannak (Celio és mtsai., 1990; 
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Baimbridge és mtsai., 1992; Hamano és mtsai., 1990). Sejtspecifikus megjelenésüknek 

köszönhetően pedig kiváló markerként alkalmazhatóak a bekövetkező, sejtpopulációkat 

érintő változások morfológiai megfigyelésére (Wässle és mtsai., 1993; Wässle ás mtsai., 

1995; Völgyi és mtsai., 1997; Goebel és mtsai., 1997). 

A calbindin fehérje egy horizontális sejt marker, amely a patkány retinában az amakrin és 

a ganglion sejtek szubpopulációiban is mutat expressziót (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 horizontális sejtek olyan GABAerg interneuronok, 

melyeknek nagyméretű sejttestjeik az INL-ben helyezkednek el és dendritjeikkel az OPL-

felé nyúlnak. Ezen sejtek a leírtaknak megfelelő megjelenést mutattak a retina 

metszeteinken. A sejttestjeik és nyúlványaik az OPL-ben erős anti-calbindin jelölődést 

mutattak, amelynek intenzítása az idő előrehaladtával csökkent (8. Ábra a-d). A csökkenő 

expressziót a Western blot eredményeink is megerősítették (8. Ábra e, f). 

 

8. Ábra Calbindin immunreaktivitás a horizontális sejtekben és Western blot analízis 

eredménye a különböző korcsoportok retináiban. Anti-calbindin immunjelölés az 5 
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hónapos (a), 12 hónapos (b), 18 hónapos (c), 24 hónapos (d) retinákban, a nagyításokon 

a horizontális sejtek láthatóak. Western blot analízis eredménye (e-f). 

Rövidítések: GAPDH- glicerinaldehid-3-foszfát-dehidrogenáz. **p < 0,01;*** p < 0,001 

az 5 hónapos korcsoporthoz hasonlítva. 

4.1.2.3. Calretinin 

A patkány retinában a calretinin az eddigi szakirodalmi eredmények alapján, a 

ganglion és az amakrin sejtek esetében is megnyilvánul (Pasteels és mtsai., 1990; 

Mojumder és mtsai., 2008). Az anti-calretinin antitest az INL-ben néhány amakrin sejtben 

illetve a GCL sejtjeiben mutatott expressziót (9. Ábra a-d). Korábbi kutatások eredményei, 

mind a ganglion mind pedig a displaced amakrin sejtek esetében írtak le calretinin 

pozitivitást patkány retina GCL rétegében (Gabriel és Witkowsky, 1998). Az IPL-ben 

három egymástól elkülönülő sublaminában jelent meg a calretinin fehérje. Az expressziója 

gyengébben nyilvánult meg az 5 hónapos retinákban (9. Ábra a), mint a későbbi 

korosztályokban (9. Ábra b-d). A jelölés erőssége az egy éves korcsoportban volt a 

legmagasabb, mely tendencia a Western blot eredményein is nyomon követhető (9. Ábra e, 

f). 
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9. Ábra Calretinin immunreaktivitás és a Western blot analízis eredménye a különböző 

korcsoportok retináiban. Anti-calretinin immunjelölés az 5 hónapos (a), 12 hónapos (b), 

18 hónapos (c), 24 hónapos (d) retinákban, . Western blot analízis eredménye (e-f). *** p 

< 0,001 az 5 hónapos korcsoporthoz hasonlítva. # p < 0,05 a 12 hónapos korcsoporthoz 

hasonlítva. 

4.1.2.4. Parvalbumin 

Parvalbumin immunreaktivitást az AII típusú amakrin sejtek esetében, illetve a 

GCL-ben a ganglion setjek és a displaced amakrin sejtekben írtak le eddig a patkány 

retinában (Hamano és mtsai., 1990; Sanna és mtsai., 1990; Chun és mtsai., 1993; Wassle és 

mtsai., 1993). Modellünkben parvalbumin pozitívnak bizonyultak az amakrin sejtek 

minden korcsoportban, illetve néhány ganglion sejt is jelölődést mutatott (10. Ábra a-d). A 

jelölés intenzítása kezdetben növekedett (10. Ábra a-c) majd pedig lecsökkent a legidősebb 

korcsoportban (10. Ábra d). A protein expresszió vizsgálatának eredménye is 

alátámasztotta ezt a jelenséget (10. Ábra e, f). 
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10. Ábra Parvalbumin immunreaktivitás és Western blot analízis a különböző korcsoportok 

retináiban. Anti-parvalbumin immunjelölés az 5 hónapos (a), 12 hónapos (b), 18 hónapos 

(c), 24 hónapos (d) retinákban . Western blot analízis eredménye (e-f). *** p < 0,001 az 5 

hónapos korcsoporthoz hasonlítva. ### p < 0,001 a 12 hónapos korcsoporthoz hasonlítva. 

4.1.2.5. Tirozin-hidroxiláz 

A kalcium-kötő fehérjék mellett, a dopaminerg amakrin sejtek megjelenésében 

bekövetkező esetleges változások megnyilvánulására is kíváncsiak voltunk, melyet anti-

tirozin-hidroxiláz (TH) antitest segítségével vizsgáltunk. A TH a patkány retinában 

először az amakrin sejtekben került leírásra, amely sejtekről később igazolódott, hogy 

dopaminergek (Nguyen-Legros és mtsai., 1983; Versaux-Botteri és mtsai., 1986). Ezek az 

amakrin sejtek kiterjedt, sűrű nyúlványrendszert hoznak létre, nagyméretű sejttestjeik az 

INL-ben, nyúlványaik az INL és IPL határán találhatók. A sejttestjeikben megtalálható a 

katekolamin transzmitterek közé tartozó dopamin, illetve annak szintéziséhez 

elengedhetetlen kulcsenzim a TH (Dacey és mtsai., 1990). Megjelenése az általunk vizsgált 
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retina metszetek esetében is fentebb leírt jellegzetességeket mutatta. Az öregedéssel 

kísérletünkben a TH expressziója az egyéves korosztályban érte el a maximumát (11. Ábra 

b) majd ezt követően csökkent (11. Ábra c-d). A Western blot eredménye is megerősítette 

ezt a jelenséget (11. Ábra e, f). 

 

 

11. Ábra TH immunreaktivitás a dopaminerg amakrin sejtekben és a Western blot analízis 

eredménye a különböző korcsoportok retináiban. Anti-TH immunjelölés az 5 hónapos (a), 

12 hónapos (b), 18 hónapos (c), 24 hónapos (d) retinákban. Western blot analízis 

eredménye (e-f). *** p < 0,001 az 5 hónapos korcsoporthoz hasonlítva. ## p< 0,01; ### 

p< 0,001 a 12 hónapos korcsoporthoz hasonlítva. 

 

 

 

 



40 

 

4.1.2.6. Vezikuláris glutamát transzporter-1 

A glutamát az egyik legjelentősebb neurotranszmittere az idegrendszernek, 

amelynek a vezikulákba való csomagolásában a vezikuláris glutamát transzporterek 

(vGLUT) vesznek részt a szinaptikus végződésekben. A patkány retinában a fotoreceptor 

terminálisokban, továbbá az IPL teljes területén jelenik meg (Johnson és mtsai., 2003; 

Horsburgh és Sefton, 1987). A vGLUT1 az egyik legkiemelkedőbb résztvevője ennek a 

folyamatnak, melynek megnyilvánulására- előzetes irodalmi adatok alapján- az öregedés 

folyamata hatással lehet (Szabadfi és mtsai., 2015; Kovács-Valasek és mtsai., 2017). 

Vizsgálataink során az expressziója csökkenő tendenciát mutatott az öregedés során, 

amelyet mind immunhisztokémia mind pedig a Western blot analízis során kimutattunk 

(12. Ábra a-f). 

 

12. Ábra vGLUT1 immunreaktivitás és a Western blot analízis eredménye a különböző 

korcsoportok retináiban. Anti-vGLUT1 immunjelölés az 5 hónapos (a), 12 hónapos (b), 

18 hónapos (c), 24 hónapos (d) retinákban. Western blot analízis eredménye (e-f). 
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4.1.2.7. Gliális fibrilláris savas fehérje 

A gliális fibrilláris savas fehérje (GFAP) patkány retinában a Müller sejtek 

végtalpaiban került leírásra (Bignami és Dahl, 1979). A Müller sejteket érő stressz hatására 

a GFAP- mint aspecifikus metabolikus stresszszignál fehérje - expressziója megváltozik, 

melyet a retina öregedése, illetve különböző retinális kórképek (pl. diabeteszes retinopátia, 

ischemia), vizsgálata során is tapasztaltak (Mizutani és mtsai., 1998; Wu és mtsai., 2003; 

Lundkvist és mtsai., 2004; Atlasz és mtsai., 2010; Szabadfi és mtsai., 2015). 

Kísérletünkben a GFAP is expresszióváltozást mutatott a retina öregedése során. 

Kezdetben alacsony (13. Ábra a), majd az egyéves korosztályban (13. Ábra b) már 

magasabb expresszióval jelentkezett, amely idősebb korcsoportokban ismét lecsökkent (13. 

Ábra c, d). A Western blot analízis eredménye is ezt a tendenciát mutatta, ahol a GFAP 

izoformák számában bekövetkező csökkenés is megfigyelhető volt az öregedéssel (13. 

Ábra e, f). 

 

13. Ábra GFAP immunreaktivitás a glia sejtekben és a Western blot analízis eredménye a 

különböző korcsoportok retináiban. Anti-GFAP immunjelölés az 5 hónapos (a), 12 
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hónapos (b), 18 hónapos (c), 24 hónapos (d) retinákban. Western blot analízis eredménye 

(e-f). *** p < 0,001 az 5 hónapos korcsoporthoz hasonlítva. # p < 0,05 ## p< 0,01 a 12 

hónapos korcsoporthoz hasonlítva. 
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4.2 A krónikus PACAP kezelés hatása transzgenikus egér retina 

öregedésére  

4.2.1 A transzgenikus egérmodell validálása 

Az általunk alkalmazott transzgenikus kísérleti állatokat SST/iresFlpo (Tm3) és 

GT(ROSA)26Sor_CAG/FSF_TdTomato egértörzsek keresztezéséből hozták létre a 

Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézet Orvosi Géntechnológiai (ORG) részlegében. Az 

így keletkezett utód egyedek szervezetében piros fluoreszcens jel jelentkezik a 

szomatosztatin (SST) termelő sejtekben, mely jelölőrendszer egy sejt- illetve 

szignálmolekula specifikus monitoringot tesz lehetővé egy olyan génkonstrukció 

felhasználásával, amelynek megbízhatóságát előzetes irodalmi adatok is megerősítik 

(Sylwestrak és Ghosh, 2012). 

Kísérleteink során különös figyelemmel kellett lennünk a sterilitásra nem csupán az 

intravitreális kezelések kivitelezése során, hanem az állatházi előírások szigorú 

betartásakor is. Az általunk vásárolt transzgenikus egereket a KOKI ORG Transzgenikus 

Egységében állították elő, majd pedig az Állattechnológiai Egységben az előírásoknak 

megfelelő higiéniai körülmények között, SPF állatházban tartottuk őket folyamatos 

ellenőrzés és gondozás mellett. 

Az egér retinában az amakrin sejtek az INL-ben, illetve a displaced amakrin sejtek a GCL-

ben mutatnak SST pozitivitást (Cristiani és mtsai., 2002). Whole-mount kísérleteink során 

az autoflureszcens sejtek eloszlása a 6 hónapos kontroll retinában (14. Ábra a) a TH 

expresszáló dopaminerg amakrin sejtekhez (14. Ábra b) hasonló mintázatot mutatott. A 

fluoreszkáló sejtek SST pozitivitásának megerősítésére kettős jelölést végeztünk zöld 

fluoreszcenciával előhívott anti-SST antitest segítségével, melynek során az alkalmazott 

zöld jelölés azonos sejtekben jelent meg a piros autoflureszcens jellel és sárga szín jelent 

meg a vizsgált sejtekben (14. Ábra c). Továbbiakban meg kellett bizonyosodnunk arról, 

hogy elválaszthatóak-e egymástól egyértelműen a különböző amakrin sejt populációk és 

nem fed át az általunk alkalmazott ani-TH antitest és az SST sejtek jelölése. Az anti-TH 

antitesttel való inkubálás eredményeként igazolódott, hogy a TH-pozitív amakrin 

sejtpopuláció és az SST-pozitív sejtek egymástól elkülönülnek (14. Ábra d). 
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14. Ábra TH és SST jelölés retina whole-mount-ban (a, b) és retinametszetekben (c, d). 

A tdTomato expresszáló sejtek (a) és TH-pozitív neuronok (b) whole-mount-ban. az 

AF488-al előhívott anti-SST antitest és piros autofluoreszcens jel kolokalizációja (c). 

Kolokalizáció az AF488-al jelölt TH-pozitív sejtek és a piros autofluoreszcens SST 

sejtek között nem volt megfigyelhető (d). 

4.2.2 A PACAP kezelés hatására bekövetkező sejtdenzitás változások 

retinában 

A perifériás retina területeken magasabb SST-pozitív sejtdenzitást tapasztaltunk a 

centrális területekhez képest, minden csoportban (15-17. Ábra). A fiziológiás sóoldatot 

kapott illetve az abszolút kontroll retinák esetében nem találtunk jelentős különbséget, így 

az előbbi csoportot alkalmaztunk az összehasonlítások során kontrolként.  

A fiziológiás sóoldottal kezelt retinák esetében enyhe csökkenés volt megfigyelhető a 

centrális és a perifériás retina területeken az öregedéssel az SST-pozitív sejtek és a TH-

pozitív sejtek denzitásában is (15. Ábra, 18. Ábra). 



45 

 

 

15. Ábra TH és SST pozitív sejtek eloszlása a centrális (a, c) és a perifériás (b, d) 

területeken 6 hónapos egér retina whole-mountban , fiziológiás só oldat (a, b) és PACAP 

kezelés (c, d) hatására. A rajzok a retinális wholemountot ábrázolják, a sejtek centrális 

(bal oldali rajz) és perifériás elhelyezkedésével (jobb oldali rajz). 
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A PACAP kezelés hatása először a 12 hónapos korosztálynál nyilvánult meg, ahol mind a 

TH- mind pedig az SST-pozitív sejtek számában növekedés volt tapasztalható (16. Ábra, 

18. Ábra). 

 

16. Ábra TH és SST pozitív sejtek eloszlása a centrális (a, c) és a perifériás (b, d) 

területeken 12 hónapos egér retina whole-mountban , fiziológiás só oldat (a, b) és PACAP 

kezelés (c, d) hatására. A rajzok a retinális wholemountot ábrázolják, a sejtek centrális 

(bal oldali rajz) és perifériás elhelyezkedésével (jobb oldali rajz). 
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A növekedés ezt követően a legidősebb korcsoport retináiban is folytatódott, illetve 

gliaszerű sejtek megjelenése volt jellemző a legidősebb korcsoportban (17. Ábra). 

 

17. Ábra TH és SST pozitív sejtek eloszlása a centrális (a, c) és a perifériás (b, d) 

területeken 18 hónapos egér retina whole-mountban , fiziológiás só oldat (a, b) és PACAP 

kezelés (c, d) hatására. A rajzok a retinális wholemountot ábrázolják, a sejtek centrális 

(bal oldali rajz) és perifériás elhelyezkedésével (jobb oldali rajz). Nyilakkal jelöltük a 

gliasejtekre emlékezetető sejtek megjelenését. 
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A PACAP kezelés hatásának területi összehasonlítása során észrevettük, hogy a perifériás 

területek jobban érintettek mind a TH-pozitív és mind az SST-pozitív sejtszám 

növekedésben, mint a centrális retina területek. Szignifikáns eltérést a TH-pozitív sejtek 

számában találtunk a centrális és a perifériás területek esetében a 6 és a 12 hónapos kezelt 

csoportok retinái között (18. Ábra). 

A sejtszámváltozás hátterében álló okok egyike lehet a megnövekedett ütemű sejtosztódás 

vagy egyes már meglévő sejtek transzdifferenciációja, de a kérdés megválaszolásával 

kapcsolatos molekuláris biológiai kísérletek még folyamatban vannak. 

 

18. Ábra Az SST és TH pozitív sejtek denzitása a centrális (a, b) és a perifériás retina 

területeken (c, d) a különböző korcsoportokban. *p <0,05; ** p <0,01 a 6 hónapos 

korcsoporthoz hasonlítva. 
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5. Az eredmények megbeszélése 
 

 Az öregedést kísérő biológiai változások, ha nem is egyforma mértékben, de 

minden szervrendszerünket érintik. Az emelkedett életkor kiemelt rizikó faktornak számít 

neurodegeneratív kórképek esetében is, hisz az öregedés során bekövetkező 

mikrokörnyezetváltozások hozzájárulnak az idegrendszer homeosztatikus folyamatainak 

megzavarásához. 

A retina öregedése esetében szerkezeti illetve sejtdenzitásbeli változásokat tapasztaltunk a 

vizsgálataink során. A sejtdenzitás változások vizsgálatára egy transzgenikus modellt 

választottunk, melyben az SST tartalmú sejtek autofluoreszcensek voltak. A modell 

kiválasztásának fontos szempontja volt az, hogy egy olyan neuropeptidet jelöljünk 

autoflureszcensen melyről a PACAP-hoz hasonlóan már ismert összetett, protektív hatása a 

retinában. A PACAP kezelés és egy másik neuropeptid együttes vizsgálatát ilyen 

formában, mint ahogy mi kiviteleztük még nem írták le a szakirodalomban. Az 

intravitreális PACAP kezelés mérsékelni tudta mind az SST, mind pedig a TH-pozitív 

sejtek számának változását az idő múlásával. 

 

 

5.1.  A retina szerkezeti változásai a normál öregedés során 

A retina öregedésével kapcsolatos kutatások nagy része az egymással szorosan 

összekapcsolódó szerkezeti és funkcionális változások megismerését tűzte ki célul. A 

vizsgálataink során 5, 12, 18, és 24 hónapos Wistar albino patkányokat használtunk, 

melyeknek retináit morfológiai és immunhisztokémiai vizsgálatoknak is egyaránt 

alávetettük. Az idő múlása, mind a retina rétegeinek vastagságában, mind pedig az azokat 

alkotó sejtek denzitásában, megjelenésében változást eredményezett. A rétegek változása 

és a sejtdenzitásukban fellépő csökkenés már korábbi öregedéssel kapcsolatos kutatások 

során is leírásra került különböző állatfajokban (rézuszmajom - Lin és mtsai., 2021 ; egér – 

Hermenean és mtsai., 2021; Ferdous és mtsai., 2021; degu - Szabadfi és mtsai., 2015), 

köztük albino patkányok retináiban is (Nadal-Nicolás és mtsai., 2018; Mohamed és mtsai, 

2019). A mi eredményeinkkel összecsengően, egyes retinális rétegek vastagságának 

fokozatos csökkenését tapasztalták az idősödő patkányokban legkésőbb egy éves kor után. 

Nadal-Nicolás és munkatárai 21 napos csoporttal kiegészítve vizsgálták az öregedésnek a 
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rétegek vastagságában megnyilvánuló következményeit, melynek során hasonló csökkenő 

tendenciát tapasztaltak (Nadal-Nicolás és mtsai., 2018). A retinális rétegek közül az IPL és 

az ONL vastagságának a csökkenése volt méréseink szerint a legjelentősebb. A patkány 

retina ilyen jellegű szerkezeti változását az öregedés során, már korábbi kutatások során is 

tapasztalták (Weisse és mtsai., 1995; Nadal-Nicolás és mtsai., 2012; Nadal-Nicolás és 

mtsai., 2018). Az ONL a vastagságának csökkenését, illetve a csapok számának 

szignifikáns csökkenését is észleltük vizsgálatainkban. Megelőző kutatásaink során is 

tapasztaltunk ennek a fotoreceptor típusnak a csökkenését az idő múlásával egér retinában 

(Kovács-Valasek és mtsai., 2017), illetve mások által szintúgy ismertetésre került egér 

(Cunea és mtsai., 2014) és patkány retinában is (Cano és mtsai., 1986; Nadal-Nicolás és 

mtsai., 2018). 

A ganglion sejtek száma is szignifikáns csökkenést mutatott az öregedés során, amelyet 

korábbi kutatásaink során is leírtunk egér retinában (Kovács-Valasek és mtsai., 2017). A 

ganglion sejtek illetve a dendrit mezőjük csökkenése is ismert az idő múlásával patkány 

retinában (Samuel és mtsai., 2011; Nadal-Nicolás és mtsai., 2018). 

A kapott eredményeinkből kiindulva, az alkalmazott markereket expressziójuk alapján 

patkányban három csoportba tudjuk sorolni a következők szerint: csökkenő expressziót 

mutatók (PNA jelölt csapok, Brn3a pozitív ganglion sejtek), időközi kiugrást (midlife 

peak) mutatók (TH, parvalbumin, calretinin, GFAP) és változást csak kismértékben 

mutatóak (calbindin, PKCα, vGLUT1). 

Az öregedés során a kalcium homeosztázisban is zavar léphet fel a retinában. A kalcium-

kötő fehérjék közül a parvalbumin és a calretinin voltak azok, amelyek 18 hónapot 

követően csökkentek, míg eközben a calbindin kismértékben fokozatos csökkenést 

mutatott. Korábbi kutatások is alátámasztják az idő előrehaladtával fellépő csökkent 

expressziójukat a központi idegrendszer egyes területein, köztük a retinában (Papazifir és 

mtsai., 1995; Kishimoto és mtsai., 1998). 

A TH pozitív dopaminerg sejtek esetében a 12 hónapos korban szintén magas expressziót 

figyelhettünk meg, mely ezt követően csökkenésnek indult. A TH expresszió változását 

humán kutatásokban (Roufail és Rees, 1997) is leírták, illetve öregedő PACAP KO egerek 

retináiban korábban már mi is megfigyeltük (Kovács-Valasek és mtsai., 2017). A pálcika 

bipoláris sejtek denzitásában csak kismértékű változást láttunk, az öregedés során rájuk 

jellemző fokozott dentrit arborizáció viszont már degu retinában is leírásra került (Szabadfi 

és mtsai., 2015), illetve a dentritjeik elrendeződésében bekövetkező változást már egér 
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(Terzibasi és mtsai., 2009; Samuel és mtsai., 2011) és humán retinában (Liets és mtsai., 

2006; Eliasieh és mtsai., 2007) is nyomon követték. A vGLUT1 expresszió is csökkenő 

tendenciát mutatott az öregedés során, ezt a változást degu retinában is felismerték 

korábban (Szabadfi és mtsai., 2015). Elérhetőségének csökkenése a glutamát neuronok 

működésének zavarához vezethet, a fotoreceptorok és a bipoláris sejtek közötti 

kommunikáció elégtelenségét vetítheti elő. 

A GFAP expresszió 12 hónapos retinákban kiugró értéket mutatott és ezt követően 

emelekedett volt az 5 hónapos korcsoport expressziós értékéhez képest. A GFAP stressz 

indikátorként működik a retinában, metabolikus stressz illetve különböző degeneratív 

hatások következtében is jelentkezhet emelkedett expresszióval. Fokozott kifejeződése, a 

glia sejtek fokozott megjelenését is jelzi, amely jelenséget gliózisnak nevezik (Nork és 

mtsai., 1986; Mizutani és mtsai., 1998). Expressziójának emelkedését különböző 

patológiában (Szabadfi és mtsai., 2012) továbbá, a normál öregedés során humán retinában 

is leírták (Wu és mtsai., 2003). 

Az általunk leírt eredmények összetetettebb képet adnak a retinális sejtek megjelenésében, 

lehetséges szinaptikus kapcsolataiban bekövetkező változásokról. Az eddig leírt 

szakirodalmi adatokhoz képest, rávilágítottunk arra, hogy nem minden egyszerűen egy 

csökkenő vagy növekvő tendencia mentén változik, hanem megjelenhetnek időközi 

kiugrást mutatóak is (pl. GFAP, calretinin, TH), amelyek tovább árnyalják az öregedés 

által okozott változásokról alkotott képünket. 

 

 

5.2.  A krónikus PACAP kezelés hatása az SST tartalmú illetve 

dopaminerg amakrin sejtek denzitására az öregedés során 

A PACAP retinoprotektív hatása illetve pleiotróp szerepe már széleskörben bizonyított. 

Expressziója az életkor előrehaladtával fokozatos csökkenést mutat az idegrendszerben 

(Han és mtsai., 2017), illetve a megjelenése egyes öregedést kísérő neurodegeneratív 

kórképek esetében (pl. Alzheimer kór) is hanyatlásnak indul az idegszövetben (Han és 

mtsai., 2014; Han és mtsai., 2015). 

Korábbi eredményeink PACAP-KO egerek esetében azt mutatták, hogy egyes öregedést 

kísérő retinaváltozások (pl. retinális ganglion sejtek számának csökkenése) fokozottabban 

jelentek meg PACAP termelés hiányában (Kovács-Valasek és mtsai., 2017). Vizsgálataink 
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során az idő múlásával az SST pozitív amakrin és a TH pozitív dopaminerg sejtek 

denzitása csökkent a transzgenikus egerek retináiban, melyet PACAP intravitreális 

injektálása mérsékelni tudott. Esetünkben a sejtdenzitás csökkenésének hátterében az 

apoptotikus útvonalak felélénkülése, esetleg az anti-apoptotikus ágensek csökkent 

megjelenése állhat. Az SST-pozitív interneuronok számának csökkenését az öregedéssel 

párhuzamosan már korábban is leírták a központi idegrendszerben (Ouellet és mtsi., 2014; 

Mohan és mtsai., 2018), illetve a dopaminerg amakrin sejtek számának csökkenése is 

ismert jelenség az öregedés során (Roufail és Rees, 1997). Az SST neurodegenerációval 

szemben kifejtett protektív szerepe diabeteszes retinopáthiában is igazolódott, ahol 

csökkentette az apoptózis és a gliális aktiváció mértékét, illetve a glutamát akkumulációt 

(Hernandez és mtsai., 2013). Az SST szignálútvonalainak ismert résztvevői az például 

adenilát-cikláz (AC), a foszfolipáz-C (PLC), MAP-kinázok, foszfatidilinozitol 3-kináz 

(PI3-kináz), Janus-kinázok (Cervia és mtsai., 2005). A PACAP részvétele ezen 

intracelluláris úvonalak befolyásolásában már számos esetben szintén bizonyítást nyert 

(Szabadfi és mtsai., 2014; D’Amico és mtsai., 2015). Anti-apoptotikus hatása a MAP-kináz 

útvonalon keresztül, kaszpázok (pl. kaszpáz-3) illetve a ROS-indukálta mitokondriális 

diszfunkció gátlásán keresztül is megvalósul (Masmoudi-Kouki és mtsai., 2011). A 19. 

ábrán irodalmi adatok alapján ábrázoltuk lehetséges kifejeződési mechanizmusát. A cAMP 

produkción illetve a PLC-útvonalon keresztül is elősegíti a CREB transzkripciós faktor 

foszforilációt, gátolja az apoptotikus útvonalat, így segítve a neuronok túlélését (Silveira és 

mtsai., 2002; Lakk és mtsai., 2015). 

Az általunk tapasztalt változások is ezen eredményeket erősítik, hisz a PACAP 

intravitreális injektálását követően a 18 hónapos korosztály retináiban a perifériás és 

centrális retina területeken is egyaránt pozitív irányú volt az SST és a TH pozitív sejtek 

denzitásának változása a fiatalabb csoportokhoz képest. Az SST és a PACAP is a 

neuropeptidek széles családjához tartoznak és G-proteinhez kapcsolt receptoron keresztül 

fejtik ki hatásukat, melynek köszönhetően intracelluláris útvonaluk számos ponton 

átfednek így nem kizárt, hogy egymás hatását erősíteni képesek. Sőt mi több, esetleges 

kombinált alkalmazásuk terápiás lehetőségként is felmerülhet, különböző ismert retinális 

kórképek esetében (Gábriel és mtsai., 2019) 
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19. Ábra A PACAP jelátviteli útvonalai.VPAC1-R, vazoaktív intesztinális peptid receptor 

1; VPAC2-R, vazoaktív intesztinális peptid receptor 2; PAC1-R, hipofízis adenilát-cikláz 

receptor; cAMP- ciklikus adenozin  3′,5′-adenozin-monofoszfát; AC, adenilát-cikláz; PKA, 

protein kináz A; ATP, adenozin trifoszfát; Gα/β/γ, G protein alpha/beta/gamma alegység; 

IL, interleukin; TNFα, tumor nekrózis faktor alpha; PLC, foszfolipáz C; PIP2, 

foszfatidilinozitol 4,5-bisfoszfát; DAG, diacylglycerol; IP3, inozitol trifoszfát; PI3K, 

foszfatidilinozitol 3-kináz; JNK, jun N-terminális kináz; ERK 1/2, extracelluláris szignál-

regulált kináz 1/2; Akt, protein kináz; CREB, cAMP reszponzív elem kötő protein; VEGF, 

vaszkuláris endoteliális növekedési faktor; HRE, hipoxia-reszponzív elem; HIF1α, hipoxia-

indukálta faktor 1 α; HIF1β, hipoxia-indukálta factor 1 β. Forrás: Gábriel és mtsai. 2019. 

. 
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5.3.  Az öregedés lehetséges retinális mechanizmusai 

Az öregedés komplex, multifaktoriális folyamat, mely szöveti, celluláris és molekuláris 

szinten több különböző szignálútvonalon keresztül fejti ki hatását a központi idegrendszer 

egészére, ezáltal befolyásolva annak működését. Kiemelt kockázati tényezőnek számít a 

neurodegeneratív folyamatokban, mivel a neuronok szerkezeti és funkcionális változásait 

vonja maga után. 

Az agy öregedése során számos jellegzetes eltérést írtak le, mint pl. a pigment 

akkumulációt, szinaptikus atrofiát, reaktív mikrogliák jelenlétét, dendritikus regressziót 

vagy a citoszkeletális abnormalitást. A szervezet különböző kompenzáló 

mechanizmusokkal igyekszik a neuronok elvesztését pótolni, ilyen védekezési folyamat 

lehet pl. a dendrtitikus arborizáció növekedése vagy a szinaptikus folyamatok átszervezése. 

A felsorolt degeneratív folyamatok hátterében több, egymással kaszkádszerűen 

összekapcsolódó folyamatot sikerült azonosítani, mint például az oxidatív stresszt, a 

telomer rövidülést, gyulladásos folyamatokat illetve az autofágiát (Zia és mtsai., 2021).  

A retina öregedése során fellépő, már mások által is ismertetett struktúrális/funkcionális 

eltérések hátterében is sikerült számos marker expressziójában eltérést leírnunk a normál 

öregedés modellünkben. Ezenkívül a dolgozatban bemutatott transzgenikus 

egérmodellünkben alátámasztottuk azt is, hogy egy jól megválasztott neuroprotektív ágens 

alkalmazása segíthet a sejtszám megőrzésében az öregedő retinában. Eredményeink között 

számos olyan eltérést tapasztaltunk, melyek a dolgozat bevezető részében leírt öregedés 

modellek egyes celluláris szinten lejátszódó lépcsőfokainak szintúgy megfeleltethetőek. 

A szakirodalomból ismert tényezők és kísérleti eredményeink alapján felvázoltuk az 

öregedés lehetséges retinális mechanizmusait (20. Ábra). Retinában az intercelluláris 

kommunikáció (20. Ábra, lila négyzet) elengedhetetlen a sejtek közötti 

információátadáshoz, annak megfelelő feldolgozásához. A vGLUT1 illetve a PKC alfa 

expressziójának változása jelzi, hogy a retinában az öregedés az elsődleges pálcika útvonal 

résztvevőinek szinaptikus kapcsolataira is hatással van. A szinaptikus kapcsolatok 

különböző résztvevőinek változása rányomja a bélyegét az információáramlásban szerepet 

játszó más sejtek működésére is. 

A ganglion sejtek és a csapok számának csökkenése, az információ központi idegrendszer 

felé való továbbításának, illetve a csapok közvetítette szignál útvonalak által való 

információ átadásának nehézségeit is előre jelzik. A transzgenikus egértörzs retináiban is 

sejtszám csökkenést tapasztaltunk az idősebb egyedek esetén a fiatalabb állatokhoz képest. 
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A megjelenő celluláris szeneszcencia a különböző stresszhatásokra adott válasznak 

tekinthető (20. Ábra, szürke négyzet), jelenléte hozzájárul a gyulladásos folyamatok 

felélénküléséhez az általuk kibocsátott proinflammatorikus mediátorok révén (Herranz és 

mtsai., 2015; Davalos és mtsai., 2010). A Müller sejtek jelölésére alkalmazott GFAP, mint 

metabolikus stressz indikátor, egyértelműen a negatív irányú elváltozások jelenlétét 

mutatja. A gliasejtek által expresszált számos angiogenikus, neurogenikus és stresszhez 

kapcsolódó faktor fokozott jelenléte jellemző az öregedő retinára. A megnövekedett glia 

aktivációt és a gyulladásos faktorok emelkedett jelenlétét is leírták a retinában, mely 

folyamatok hátterében az oxidatív stressz, az immunsejtek infiltrációja, továbbá fotoreaktív 

pigmentek akkumulációja is állhat. A sirtuinok a DNS stabilizálásában szerepet játszó 

NAD+-függő enzimek, melyeknek expresszió változása is hozzájárul a sejtek gyulladásos 

folyamataihoz és degenerációjához az öregedés során. A sirtuin-1 pozitív hatását más 

öregedéshez kapcsolódó betegség esetében is vizsgálták, illetve fokozatos csökkenését 

írták le az öregedő retinában, mely bizonyítottan hozzájárul a funkció hanyatlásához is 

(Zeng és mtsai., 2015). A sirtuin-5 ezzel szemben növekedést mutatott az idősebb 

korosztály retináiban a fiatalabbakéhoz képest (Luo és mtsai., 2017) (20. Ábra, 

narancssárga és piros négyzet). A fehérjék mennyiségének változása a proteosztázis 

megváltozását jelzi, mely a kalciumkötő fehérjék mennyiségének megváltozására is 

magyarázatul szolgálhat (20. Ábra, barna négyzet). 

A sejtek denzitásában és eloszlásában fellépő eltérés tovább mélyítette ismereteinket az 

öregedés által hozott változásokról a retinában. A jövőbeli terveink közé tartozik ezen 

változások hátterében fennálló molekuláris okok feltérképezése és esetleges további 

vizsgálatok elvégzése, melyek az öregedés okozta elváltozások vagy akár más 

degenerációs folyamatok eredményeként fellépő károsodások elleni kezelés kifejlesztését 

segíthetik. 
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20. Ábra A retinális öregedés lehetséges sémája. vGLUT1, vezikuláris glutamát transzporter 

1; PKCα, protein kináz C alfa; ; SIRT1, sirtuin 1; SIRT5- sirtuin 5; GFAP, gliális fibrilláris 

savas fehérje; ROS, reaktív oxigén gyök; ATP, adenozin trifoszfát. Forrás: Kovács-Valasek és 

mtsai., 2021 

 

5.4. A transzgenikus modellekben rejlő további lehetőségek 

 

A genetikailag módosított egérmodellek felhasználása a retinális kutatásokban is új 

távlatokat nyitott a genotípus-fenotípus kapcsolatok megismerésére. A módosított genetikai 

állománnyal rendelkező genetikai modellek lehetnek funkciónyeréses vagy funkcióvesztéses 

mutánsok. Az elvégzett kutatások során, a fiziológiás folyamatok részletes leírása mellett (pl. 

sejtfunkció, fejlődés vizsgálatok) a különböző humán betegségek mimikjeiként való 

alkalmazásuk is kiemelkedő, ahol a pathológiás elváltozások akár lépésről-lépésre, és sejttípus 

szinten történő követésére is lehetőséget teremtenek. Mindemellett ezen ismeretek akár új, 

eddig nem ismert terápiás lehetőségek, gyógyszercélpontok felismerésében is segítséget 

nyújthatnak. 

A retina vizsgálata során széleskörben alkalmazzák a transzgenikus technikát például a 

fotoreceptorok fejlődésének (Fong és mtsai., 2005) és degenerációjának (Geiger és mtsai., 
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1994; Joseph és Li, 1996; Kanan és mtsai., 2010; Lipinski és mtsai., 2011), a bipoláris sejt 

(He és mtsai., 2019; Yang és mtsai., 2019), a Müller sejt (Peant és mtsai., 2007) és a ganglion 

sejt (Husain és mtsai., 2014; Wang és mtsai., 2020) degenerációjának vizsgálatára. 

Ezek mellett a különböző megőrzési/védelmi mechanizmusok megismerése is előtérbe kerül a 

modern transzgenikus technikák alkalmazása során (McNally és mtsai., 1999; Dong és mtsai., 

2007; Liu és mtsai., 2012; Garcia-Caballero és mtsai., 2018; Wang és mtsai., 2019). A 

jelenleg elérhető adatbázisok (pl. Mouse Genome Database (MGD), Human - Mouse: Disease 

Connection (HMDC)) már több mint 230 olyan genetikailag módosított egértörzset 

számlálnak, amelyek valamely retina betegséghez köthetőek. Az említett betegségek 

túlnyomó többsége természetesen az örökletes retina betegségek közé sorolható, hisz itt 

ismert mutáció/mutációk állnak a betegségek hátterében (pl. retinitis pigmentosa, Stargardt 

betegség). 

A metabolikus eredetű retina betegségek komplexitása, a számos befolyásoló környezeti 

faktor, illetve ezen rendelleneségek genetikailag heterogén háttere jelentősen korlátozza a 

genetikailag módosított modellek alkalmazását. A transzgenikus technikák felhasználásával 

azonban ilyen esetekben is lehetőség nyílik különböző metabolikus útvonalak megfigyelésére 

vagy akár a résztvevő folyamatok, mediátorok célzott módosítására. Segítségével különböző 

retinális sejttípusok megváltozott viselkedésére, a szignálmolekulák módosult expressziójára 

így szolgáltathatnak választ a betegségprogresszió során. 

 Az utóbbi években a retina öregedéssel foglalkozó kutatások esetében is emelkedett azon 

vizsgálatok száma, melyek ezt a technikát alkalmazzák. A retina öregedés esetén például 

különböző riportergének jelenlétében tudják nyomon követni az egyes sejtcsoportok 

változását (Samuel és mtsai., 2011) vagy módosíthatjuk akár az öregedés hátterében 

lejátszódó molekuláris útvonalak ismert résztvevőit (Marrero és mtsai., 2019). 

Kiemelt figyelmet kaptak a neuropeptidek pl. a retinális homeosztázis szabályozásában 

szerepet játszó neuropeptidek, mint az általunk is vizsgált PACAP és SST. A 

neuropeptidekkel foglalkozó kutatások vizsgálata során is találkozhatunk ezekkel a 

technikákkal, ahol vagy a fiziológiás szerepüket írják le vagy a neuropeptid homeosztázisban 

okozott változás eredményeként fellépő retinális változásokat követik nyomon. Például a 

PAC1R emelkedett expressziója csökkenést eredményez a GABAerg amakrin sejtek 

mennyiségében (Lang és mtsai., 2010), miközben ugyanennek a receptornak a kiütése 

csökkent ganglion sejtszámot eredményez (Van és mtsai., 2021). Az sst1 gén kiütését 

követően, bizonyságot nyert az SST kiemelkedő protektív szerepe hipoxia indukált 



58 

 

retinopáthiában (Cervia és mtsai., 2012), illetve octreotide SST analóggal való kezelést 

követően csökkentek a hipoxia okozta EEG jelváltozások és az apoptotikus folyamatok (Dal 

Monte és mtsai., 2012). 

Habár a neuropeptidekkel foglalkozó kutatások száma rendkívül magas, ezeknek a kombinált 

vizsgálata, amikor akár egyszerre több peptidet vizsgálnak ilyen technikával elenyésző. 

Számos esetben találkozhatunk, olyan megközelítéssel ahol neuroprotektív faktorokat 

kombinálnak egymással vagy más vegyületekkel (Koeberle és mtsai., 2002; Parrilla-Reverter 

és mtsai., 2009; Pöstyéni és mtsai., 2021) vagy egy peptidet kombinálnak más környezeti 

behatással (Kiss és mtsai., 2011), de együttes párhuzamos vizsgálatuk jelen pillanatban még 

hiányos. 

A dolgozatban bemutatott kísérleteinkben sikerült két neuropeptid közötti kapcsolatot 

vizsgálnunk transzgenikus modell segítségével. Eredményeink alapján állíthatjuk, hogy ez a 

megközelítés kiemelkedő jelentőséggel bír abban, hogy megértsük és a jövőben akár 

felhasználjuk a neuropeptidek együttes alkalmazásában rejlő további lehetőségeket. A 

neuropeptid szintézishez kapcsolódó génbeillesztés (knock in) modellek tervezése egy 

ígéretes opció lehet olyan patológiák esetében, amelyeknél ezen fatorok csökkent expressziója 

kiemelten hozzájárul a betegség okozta károsodásokhoz. Ennek a megközelítésnek a 

hatékonyságát azzal is tovább fokozhatjuk, hogy képesek vagyunk ezt szövetspecifikusan, 

vagy sejtspecifikus módon megtervezni, így a kiváltott hatás még célirányosabb. Ha részletes 

ismereteink vannak a patológia esetében emelkedett expressziót mutató káros hatású 

mediátorok (pl. VEGF, endothelin-1) jelenlétéről - amelyekkel szemben a neuropeptidek már 

bizonyítottan hatásosnak bizonyultak - erősítő regulátor elemek (enhancer) segítségével 

elérhetjük, hogy ezek emelkedett jelenlétében történjen meg a konstruktról a peptid fokozott 

átírása. Ezen a vizsgálatok hozzájárulhatnak ahhoz, hogy megelőzzük, illetve mérsékeljük 

annak a lehetőségét, hogy az öregedés során tapasztalt megváltozott expressziós mintázatok a 

látórendszer egészségének romlásához vezethessenek. Az öregedés természetes folyamata és 

a patológiás elváltozások kialakulása között megjelenő határvonal megismerése, élessé 

alakítása segíthet abban, hogy csökkentsük a retinát érintő betegségekben szenvedő populáció 

növekedését a társadalom hasznára. 
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6. Összefoglalás 

 

Az öregedés során bekövetkező összetett homeosztatikus változások a retina 

szerkezetén és működésén is nyomot hagynak. Az elváltozások pontos feltérképezése és 

megértése elengedhetetlen ahhoz, hogy tudjuk milyen terápiás lehetőségeink vannak azok 

mérséklésére, esetleges késleltetésére. 

Munkánk során rávilágítottunk, melyek azok a retinális sejttípusok és 

sejtkommunikációban résztvevő markerek, amelyek a legsúlyosabban érintettek az öregedés 

során. A fototranszdukció folyamatában elengedhetetlen sejttípusok (pl. a ganglion sejtek, a 

fotoreceptorsejtek illetve amakrin sejtek) csökkent megjelenése, a homeosztázis 

fenntartásában szerepet játszó és kezdetben protektív majd gliózisba átcsappó glia sejtek 

fokozott megjelenése egyértelműen megmutatkozott természetes retinaöregedés 

modellünkben. 

A modell ismeretében megvizsgáltuk, kompenzálhatóak-e a szomatosztatin pozitív sejteket 

érintő sejtszámváltozások hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid adásával. Az általunk 

felhasznált tdTomato transzgenikus egerek alkalmasak arra, hogy sejtspecifikusan nyomon 

kövessük szomatosztatin expresszióját a retinában, míg a hypophisis adenilát cikláz aktiváló 

polipeptidet pedig intravitreális injektálások sorozatával juttattuk be a szembe. A hypophisis 

adenilát cikláz aktiváló polipeptiddel injektált szemek retináiban a sejtszámcsökkenés 

kompenzálható volt mind a szomatosztatint expresszáló amakrin, mind pedig a dopaminerg 

amakrin sejtek esetében. 

Munkánk rávilágít, melyek azok a sejtcsoportok, amelyek leginkább ki vannak téve 

az öregedést kísérő elváltozásoknak a retinában, illetve emellett bizonyítja, hogy a 

neuropeptidek ígéretes terápiás lehetőségként szolgálhatnak ezen elváltozások 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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10. Saját publikációk 

10.1. MTMT közlemény és idéző összefoglaló táblázat 

MTMT közlemény és idéző összefoglaló táblázat 

Pöstyéni Etelka adatai (2022.04.20) 

Közlemény típusok Száma Hivatkozások1 

Tudományos közlemények Összes Részletezve Független Összes 

I. Tudományos folyóiratcikk 12 --- --- --- 

külföldi kiadású szakfolyóiratban idegen nyelven --- 11 17 21 

külföldi kiadású szakfolyóiratban magyar nyelven --- 0 0 0 

hazai kiadású szakfolyóiratban idegen nyelven --- 0 0 0 

hazai kiadású szakfolyóiratban magyar nyelven --- 1 0 0 

II. Könyvek 0 --- --- --- 

a) Könyv, szerzőként 0 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 0 0 0 

magyar nyelvű --- 0 0 0 

b) Könyv, szerkesztőként 2 0 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 0 --- --- 

magyar nyelvű --- 0 --- --- 

III. Könyvrészlet 0 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 0 0 0 

magyar nyelvű --- 0 0 0 

IV. Konferenciaközlemény folyóiratban vagy 

konferenciakötetben 
0 --- --- --- 

idegen nyelvű --- 0 0 0 

magyar nyelvű --- 0 0 0 

Közlemények összesen (I.-IV.) 12 --- 17 21 

Absztrakt3 0 --- 0 0 

Kutatási adat 0 
 

0 0 

További tudományos művek4 0 --- 0 0 

Összes tudományos közlemény 12 --- 17 21 

 
Hirsch index5 3 --- --- --- 

Oktatási művek 0 --- --- --- 

Felsőoktatási művek 0 --- --- --- 

Felsőoktatási tankönyv idegen nyelvű --- 0 0 0 

Felsőoktatási tankönyv magyar nyelvű --- 0 0 0 

Felsőoktatási tankönyv része idegen nyelven --- 0 0 0 

Felsőoktatási tankönyv része magyar nyelven --- 0 0 0 

Oktatási anyag 0 --- 0 0 

Oltalmi formák 0 --- 0 0 

https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=1&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=2&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=3&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=4&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=5&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=6&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=7&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=8&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=9&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=10&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=11&format=html
https://m2.mtmt.hu/api/report/1034251/actions/list?field=12&format=html&sort=citingPubCountWoOther,desc&cite_type=2&skip_diss_other=1&citationData=3030440;9;9,30845035;4;5,3339996;3;3,
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Alkotás 0 --- 0 0 

Ismeretterjesztő művek 0 --- --- --- 

Folyóiratcikk 
 

0 0 0 

Könyvek --- 0 0 0 

További ismeretterjesztő művek --- 0 0 0 

Közérdekű vagy nem besorolt művek6 0 --- 0 0 

További közlemények7 0 
 

0 0 

Egyéb szerzőség8 0 --- 0 0 

Idézők szerkesztett művekre --- --- 0 0 

Idézők disszertációban, egyéb típusban --- --- 0 0 

Összes közlemény és összes idézőik 12 --- 17 21 

Összesített impakt faktor: 48,22 

 

Megjegyzések 

A táblázat számai hivatkozások is. A számra kattintva a program listázza azokat a 

műveket, amelyeket a cellában összeszámlált. 

--- : Nem kitölthető cella 
1A hivatkozások a disszertáció és egyéb típusú idézők nélkül számolva. A disszertáció és 

egyéb típusú idézők összesítve a táblázat végén találhatók. 
2Szerkesztőként nem részesedik a könyv idézéséből 
3Csak a tudományos jellegű absztraktok. 
4Minden további még el nem számolt tudományos mű (kivéve alkotás vagy oltalmi forma), 

ahol a szerző: szerző, szerkesztő, kritikai vagy forráskiadás készítője szerzőségű. 
5A disszertációk és egyéb típusú idézők nélkül számolva. A sor értéke az "Összes 

tudományos közlemény" sor idézettségi adatait veszi alapul. 
6Minden Közérdekű, Nem besorolt jellegű közlemény, ahol a szerző nem egyéb szerzőségű 

szerző. 
7Ide értve minden olyan művet, mely a táblázat más, nevesített soraiban nem került 

összeszámlálásra. 
8Minden olyan egyéb szerzőségű mű, ahol a szerző nem: szerző, szerkesztő, kritikai vagy 

forráskiadás készítője szerzőségű. 
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