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1. Bevezetés
1.1. Az eml0s retina szerkezete

A retina a szem legbelsé rétegében elhelyezkedd, laminaris szervez6dési
fényérzékeny szovet, amely a kdzponti idegrendszer részét képezi. A retinat alkotd
fobb sejttipusok koziil a vertikalis informaciotovabbitasban vesznek részt a
fotoreceptorok (palcika, csap), a bipolaris sejtek €s a ganglion sejtek, mely utdbbi
sejttipus axon kotegei hozzak Iétre a vakfoltnal kilépd, a latokdzpontok felé haladod
latoideget. A horizontalis kapcsolatok kialakitadsaban tovabbi interneuronok, név
szerint az amakrin és a horizontalis sejtek vesznek részt. A felsorolt idegsejtek
sejttestjei és az altaluk kialakitott szinapszisok harom magvas, illetve kettd
szinaptikus kapcsolatokat is tartalmazé (un. plexiform) rétegbe szervezédnek a
retindban. A rétegek kiviilrdl befelé¢ haladva a kovetkez6képpen helyezkednek el:
PE - pigment epithelium, ONL - kiilsé6 magvas réteg, OPL - kiils6 plexiform réteg,
INL — belsé magvas réteg, IPL - bels plexiform réteg; GCL - ganglionsejtek rétege.
Az ONL-ben a fotoreceptorok (csap, palcika), az INL-ben a bipoléris sejtek, a
horizontalis sejtek, az amakrin sejtek és a Miiller sejtek sejttestjeit, mig a GCL-ben
a ganglion sejteket, illetve az un. ,,displaced” amakrin sejteket talaljuk. Az OPL-ben
valosul meg a fotoreceptorok €s a bipolaris sejtek kozotti informacidatadas, de a
fotoreceptorok ingeriiletatadasat a horizontalis sejtek gatld neuronként képesek
tovabb modulalni. Az IPL-ben a bipolaris sejtek ganglion sejtekkel illetve amakrin
sejtekkel szinaptizalhatnak. A horizontalis sejtek az OPL-ben y-ammino-vajsavat
(GABA) tartalmaz6 kémiai szinapszisok segitségével tovabbitjak az informéciot a
bipolaris sejtek felé. A rendkiviil véltozatos csoportot alkoté amakrin sejtek
informéciot els@sorban a bipolaris sejtektdl és mas amakrin sejtektd] kapnak, mig a
kimenet az el6bb emlitett sejteken kiviil a ganglion sejtek felé is megvaldsul. Ezen
sejtek csoportja mind funkcionalis, mind pedig morfologiai szempontbol rendkiviil
heterogén. A nyullvanyaik arborizacidja alapjan keskeny, kozepes és széles
dendritmezejii amakrin sejteket kiiloboztetiink meg. Tobbségében GABA, illetve
glicin gatld neurotranszmitterek segitségével vesznek részt az informacidaramlas
befolyasolasaban, illetve egyes GABAerg amakrin sejtek acetilkolint és dopamint is
szintetizalhatnak. A felsorolt sejtcsoportokon kiviil a gliasejtek strukturélis és

metabolikus szempontbdl is jelentds szerepet toltenek be a retina miikodésében és



felépitésében. Harom fobb gliasejt tipus talalhaté meg az emlds retindban: a

makroglidk csoportjahoz tartoz6 asztrocita és Miiller sejt, illetve a mikroglia.

1.2. Az dregedés és az 6regedé retina

Az Oregedés egy komplex, multifaktoridlis folyamat, amelynek szamos
tényez06jét és kiilonb6zé szintereit kiilonithetjikk el. Molekularis szinten, sejtszinten
¢és szovet szinten is megjelenhetnek az Oregedéshez kothetd biologiai és kémiai
folyamatok, melyeket kornyezeti, genetikai és epigenetikai tényezok egyarant
befolyasolhatnak (Khan és mtsai., 2017). Az 6regedésnek tobb fobb komponense
van, melyek rendszerszinten képesek 0sszefonodni és egyiittesen fejtik ki hatasukat
a szervezet egészére. Ezt a 7-10 egymassal atfedé folyamatot tobbféle modellel
illetve stratégia szerint is igyekeznek csoportositani. Az oOregedési folyamatok
jellemzé komponensei kozé soroljuk a metabolikus diszfunkciot, a mitokondrialis
diszfunkciot, a sejten beliili kommunikdcid6 megvaltozasat, a sejtek Oregedését, a
kimertilését, az epigenetikai hatdsokat és a tdpanyag érzékelés megvaltozasat is. Az
oregedés folyamatdnak hatterében 4all6 okokat eredetiikk szerint kategoéridkba
soroljak, mint: elsddleges (amelyek az oregedéshez kothetd kdrosodasok kozvetlen
kivalto okai); antagonista (a karosodasokra adott valaszokat foglaljak magukba);
integrativ (amelyek a fent emlitett valaszok kovetkezményeit és az Oregedés
fenotipusanak kialakitasaét felelds tényezoket foglaljdk magukba) (Lopez-Otin és
mtsai., 2013). A folyamat feltérképezésére rendkiviil széles palettajat alkalmazzak
az altalanosabban hasznalt kisérleti modelleknek. Az alkalmazott kisérleti allatok
koziil az egér és a patkany modellallatként vald felhasznalasa a legelterjedtebb az
Oregedési vizsgalatokban. A transzgenikus allatmodellek alkalmazasa pedig utat
nyitott olyan tovabbi lehetéségeknek, melyek révén az dregedést kisérd biologiai
mechanizmusok  alapjaul  szolgald  kiilonb6zd  expresszids — mintazatok
befolydsolhatoak és alapvetd szerepiik a folyamatban igy direkt, rendszerszinten
vizsgalhato.

A retindt tobb tényezd is egyiittesen kiszolgaltatottd teszi a kiilonbozd
behatasokkal/valtozasokkal szemben, mint példaul, hogy pontos miikodéséhez

elengedhetetlen a szerkezeti integritdsanak és az Osszetett szinaptikus héaldzatanak
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fenntartdsa. Mindemellett magas a metabolikus aktivitasa, illetve a regenerativ
kapacitasa is csak korlatozott. Az Oregedés soran a retinara legjellemz6bb
morfologiai mdédosulés a rétegek vastagsaganak a csokkenése, amelynek hatterében
a sejtek denzitasaban, a kozottik 1évé szinaptikus kapcsolatok megoszlasaban
fellépod eltérés allhat (Weisse és mtsai., 1995; Samuel és mtsai.,, 2011; Nadal-
Nicholéds ¢és mtsai.,, 2018; Mohamed ¢és mtsai., 2019). A morfoldgiai valtozasok
szoros kapcsolatban vannak a fellépd funkciondlis eltérésekkel, ¢és ez az
elektroretinogramon megjelend, ¢letkorfiiggd valtozédsokon keresztiil is nyomon
kovethetd (Birch és mtsai., 1992; DilLoreto ¢és mtsai., 1995; Freund és mtsai., 2011,
Samuel ¢és mitsai,, 2011). Ezen eltérések hattérben meghtizodé Oregedési
komponensek a retindban, az RPE-ben ¢és a retinat ellatd erekben is kimutatdsra

keriiltek az oregedés soran.

1.3. Neuropeptidek a retinaban

A neuropeptidek nagy szamban fejez6dnek ki a retinaban, illetve receptoraik
jelenlétével annak élettani folyamatait is befolyasoljak (Casini és mtsai., 2005;
Cervia és Casini, 2013; Cervia és mtsai., 2019). A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo
polipeptid, koézismert nevén PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide), a VIP/szekretin/gliikkagon peptid szupercsaladhoz tartozik és két
természetes formaja ismert, a PACAP-38 és a PACAP-27, melyek koziil a 38
aminosav hossz véltozat eldforduldsa a gerincesekben jellemzébb (Miyata és
mtsai., 1989; Arimura és Shioda, 1995; Vaudry és mtsai., 2009). A retindban a
PACAP a GCL egyes sejttestjeiben, illetve az amakrin €és horizontalis sejtekben
fejezddik ki (Izumi és mtsai., 2000; Dénes és mtsai., 2014). Az egyes betegség
modellekben leirt Osszetett hatdsa mellett, igazoltdk a retina Oregedését kisérd
funkcionalis és strukturalis valtozasokra vald befolyasol6 hatasat is. A PACAP KO
egyedekben a korban megegyez6 kontrolokhoz képest feler6sodnek az oregedés
altal kivaltott szerkezeti valtozasok (Kovacs-Valasek és mtsai.,, 2017). A
szomatosztatin  (SST) esetében is két biologiailag aktiv format tudunk
megkiilonboztetni (SST-14, SST-28), illetve ez a peptid is tobb kiilonbozd, hét
transzmembrandoménbdl allé G-protein kapcsolt receptoron (SST-1, SST-2, SST-3,
SST-4, SST-5) keresztiil fejti ki pleiotropikus hatasat (Giinther és mtsai., 2018).
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Jelenlétét a retinaban az INL-ben 1évé amakrin sejtek, illetve a GCL-ben
elhelyezkedd displaced amakrin sejtek esetében irtak le (Johnson és mtsai., 2000;
Cristiani és mtsai., 2002). Expressziojanak csokkenése szerepet jatszik pl. a
diabéteszt kisérd retindlis neurodegenerativ folyamatokban (Carrasco és mitsai.,

2007; Hernandez és mtsai., 2014).

2. Célkitiizés

Az Oregedés altal befolyasolt szdmos fiziologids folyamat, illetve a retina
kiilonds kiszolgaltatottsaga ezekkel szemben tobb fontos és megvalaszolando
kérdést felvet a retina Oregedésével kapcsolatban. Szakirodalmi adatok alapjan
ismert, hogy az oregedéssel egyes neuropeptidek elérhetd mennyisége a
szervezetben csokken, amely fontos résztvevéje a kiilonbozd szervezet szinten
jelentkezd karosodasoknak.

Dolgozatom célkitlizése, hogy két kiilonbozé allatmodell felhasznéldsaval
megvizsgalja a retindlis oregedés komplex szerkezeti kdvetkezményeit Gnmagéban,
illetve egyes neuropeptidek hosszu ideji hatdsanak Osszefiiggésében is. Ennek

megfelelden:

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

Morfometriai és morfoldgiai analizissel, tovabba immunhisztokémiai és western
blot eljardsok soran alkalmazott kiilonbozd sejtspecifikus és szinaptikus protein
markerek alkalmazéasaval kivantuk azonositani a sejtszinten megjelend valtozasokat,

melyek az 1d6 muldsaval a patkény retindban jelentkeztek.

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

illetve dopaminerg amakrin sejtek denzitdsara az 6regedés soran.

Immunhisztokémiai analizissel vizsgaltuk meg transzgenikus egérmodellben a TH-
pozitiv és az SST pozitiv sejtek denzitdsanak valtozasat kronikus PACAP kezelés
hatdsdra az Oregedés soran. Az Oregedést kiséré sejtdenzitds valtozasok
befolyasolasa mellett az esetlegesen fellépd szinergikus kdlcsonhatas felismerése is

a céljaink koz¢ tartozott.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok tartasa és kezelése

Kutatasaink soran két 6regedés modellt vizsgaltunk. Az egyik modellben Wistar
albino patkanyokat, mig madsikban C57Bl/6JTdTomato transzgenikus egereket
hasznaltunk fel. A transzgenikus egerek a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet
Orvosi Géntechnologiai Részlegén keriiltek eldallitasra, az ott rendelkezésére allo
sst/iresFlpo(Tm3) homozigo6ta him X GT(ROSA)26Sor CAG/FSF_TdTomato (Tm)
homozigo6ta ndstények keresztezésével. Az utdod egyedekben piros fluoreszcens jel
jelenik meg a szomatosztatin termel6 sejtekben. A kisérleteink kivitelezésében a
PTE Munkahelyi Allatetikai Bizottsag iranyelveit figyelembe vettiik (allatkisérletes
engedély szamok: BA02/2000- 15024/2011, PE/EA/488-6/2021). A transzgenikus
egerek az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézetbdl szarmaznak és az ottani
allathazban keriiltek tartasra, tovabba az allatok szemének PACAP-pal torténd
intravitrealis injektalasa is ott valosult meg. Vizsgalataink soran harom korcsoportot
kiilonitettiik el egymastol: 6 honapos, 12 honapos, 18 hénapos. A kontroll csoport
egyedei nem kaptak kezelést a kisérletek soran. A kezelt allatok szemét izofluran
altatas alatt, hAromhavonta intravitrealisan injektaltunk, az elsd injekciot 3 honapos
korukban kaptdk. A kezelés soran 33G-s tilivel ellatott Hamilton fecskendd (10pul)
segitségével injektaltunk az egyik szemiikbe PACAP1-38-at (100 pmol) a masik
szemiikbe pedig ugyanakkora mennyiségben fiziologias sooldatot (0,9% NaCl).

3.2. Morfolégiai és morfometriai vizsgalatok

A Wistar patkany modell esetén a szemek kipreparalasat kovetéen szemserleg
preparatumot készitettiink. A preparatumot masnapig 1%-os glutdraldehides-PFA-
ban fixaltuk. A fixalast kovetden a mintat foszfat-pufferben mostuk, majd felszallo
alkoholsorozatban dehidraltuk. Ezt kdvetden el6szor propilén-oxidban, majd 30
percig gyanta és propilén-oxid 1:1 aranyu keverékében inkubaltuk. Ezutan négy
komponensbdl all6 Durcupan gyantaban hagytuk egy ¢éjszakan at 4°C-on. A
harmadik napon a preparatumokat gyanta-blokkokba agyaztuk, amiket minimum 36
oran 4t 56°C-on hagytunk polimerizalodni. A kész blokkokbol félvékony
metszeteket készitettiink ultramikrotémmal, ezutdn targylemezre helyezve 1%-0s
toluidinkékkel festettik és DPX feddanyaggal lefedtiik. A retina metszetekrdl
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fotokat készitettlink Nikon Eclipse 801 mikroszkophoz kapcsolt CCD kamera
segitségével és morfologiai illetve morfometriai analizist végeztiink. A SPOT Basic

program (Spot Basic 4.04) alkalmazaséaval tobb paramétert is vizsgaltunk.

3.3. Immunbhisztokémiai eljarasok
3.3.1. Normal oregedési modell

A metszetek elkészitése mindkét allatmodellben azonos moddon tortént. A
kipreparalt retindt 4%-0S PFA-s fixalast kovetéen mostuk NaCl-os foszfat
pufferben, majd siillyedésig inkubaltuk 15%-0s majd 30%-os szaharéz oldatban. A
retina preparatumokat fagyasztva metszettilk le kriosztat késziilék segitségével,
majd a 10-12 pum-es metszeteket targylemezre helyeztik. Az immunhisztokémiai
eljaras megkezdésekor a metszeteket rehidraltuk, majd normél kecske szérummal
blokkoltuk 1 érat. Ebben a kisérletsorozatban tobb eltéré primer antitestet (anti-
Brn3a, anti-PNA, anti-PKCa, anti-calbinid, anti calretinin, anti-parvalbumin, anti-
GFAP, anti-vGlutl, anti-TH) is alkalmaztunk a patkany retinan. A normal oregedés
modelliinkben primer antitestekre specifikus szekunder antitestként Alexa Fluor
,488” ¢és ,,568” fluorescens markereket hasznaltunk. A fotdkat Olympus IX81
invers platform tipusit mikroszkoppal, Olympus Fluorview FV-1000 konfokalis
rendszer segitségével készitettiik el a normal €s a transzgenikus oregedés modellben

is.

3.3.2. Transzgenikus egérmodellben

A transzgenikus egér modelliink validaladsa érdekében a retina metszeteken SST
illetve TH primer antitestet hasznaltunk. A primer antitestre specifikus szekunder
antitestként Alexa Fluor ,,488” fluoreszcens antitestet alkalmaztunk.

A transzgenikus egér retina teljes (wholemount) preparatumok esetében 4%-0s PFA
fixalast kovetden sztereomikroszkop alatt, PBS pufferes kozegben az inhartyat a
retinakrol eltavolitottuk. Ezutan a retinat PBS pufferben mostuk majd TritonX-
ABS-ben blokkoltuk. A preparatumokat 4°C-on anti-TH antitestel inkubaltuk 72

oran keresztiil razoégépben, majd az inkubalasi id6 leteltével TritonX-PBS-ben



mostuk. Alexa Fluor ,,488” szekunder antitesttel 24 Oran keresztiil 4°C-on

inkubaltuk razogépben.

3.4. Western blot analizis

A patkény retindkat RIPA pufferben homogenizaltuk. Ezutan a fehérje
koncentraciot BCA Protein Assay Kit felhasznalasaval spektrofotométer
segitségével meghataroztuk, standardként BSA-t hasznalva. A fehérje elektroforézis
NuPage SDS poliakrilamid gélen tortént, majd PVDF membranra transzferaltuk a
fehérjéket. A transzfer utan szaritottuk a membrant szobahémérsékleten és ezt
kovetden blokkold oldattal inkubéltuk szobahémérsékleten razoégépen. A membrant
ezutdn primer antitesttel inkubaltuk (anti-calbindin; anti-calretinin; anti-
parvalbumin; anti-PKCa, anti-TH, anti-GFAP, anti-VGLUT1). A normalizacios
kontrollként GAPDH-t alkalmaztunk. Egy ¢&jszakas inkubaciot kovetden a
membranokat TBST pufferrel mostuk, ezt kdvette a tormaperoxiddz-konjugalt
szekunder antitesttel valdé inkubalas. A kiilonboz6 fehérjék esetében megjelend
savok (band) optikai denzitasa a 12 honapos korosztaly értékeire normalizaltuk, a
relativ fehérje expressziot belsd kontrollként alkalmazott GAPDH segitségével
hataroztuk meg. A detektalashoz WesternBright ECL HRP substrate kitet
hasznaltunk és Chemi DOC System segitségével képfelvételeket készitettiink.

4. Eredmények
4.1. Normal oregedés modell
4.1.1 Morfologiai és morfometriai vizsgalatok

Az 1d6 mulasaval a retina rétegeinek szignifikans csokkenése volt
megfigyelhetd, kiilonds tekintettel az IPL-re. A magvas sejtrétegek koziil az ONL-
ben volt a legjelentdsebb a vastagsag csokkenése. A GCL-ben a ganglion sejtek
szamanak fokozatos csokkenését tapasztaltuk az dregedés soran, az ONL-ben pedig

a csapok szamanak csokkenését észleltiik az 1d6 eldrehaladtaval.



4.1.2. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A bipolaris sejteket jelolo PKCa intenzitasa kezdetben a fiatalabb korosztaly
retindiban gyengébb volt, majd szinte valtozatlan maradt az utols6 két
korcsoportban. A horizontalis sejteket jelold calbindin jel6lédés intenzitasa az id6
elérehaladtaval csokkent. A calretinin expresszidja az IPL-ben gyengébben
nyilvanult meg az 5 honapos retindkban, mint a késébbi korosztalyokban. A
parvalbumin jelolés intenzitasa kezdetben ndvekedett, majd végiil csokkenést
mutatott a legidésebb korcsoportban. Az dregedéssel kisérletiinkben a dopaminerg
sejtek TH expresszidja az egyéves korosztalyban érte el a maximumat, majd ezt
kovetden csokkent. Vizsgdlataink soran az altalunk vizsgalt glutamat transzporter, a
VGlutl expresszidja kismértékli csokkend tendenciat mutatott az Gregedés soran.
Kezdetben a Miiller glidkban jelol6dd GFAP alacsony expressziot mutatott, majd az
egyéves korosztdlyban mar magasabb expresszioval jelentkezett, amely iddsebb

korcsoportokban ismét lecsokkent.

4.2. A kronikus PACAP kezelés hatasa transzgenikus egér retina oregedésére
4.2.1. A transzgenikus egér modell validalasa

A fluoreszkal6 sejtek SST pozitivitdsanak megerdsitésére kettds jelolést végeztiink
z6ld fluoreszcencidval el6hivott anti-SST antitest segitségével. Tovabbiakban meg
kellett bizonyosodnunk arrél, hogy elvalaszthatoak-e egymastol egyértelmiien a
kiilonb6zé amakrin sejt populacidk és nem fed-e at az 4ltalunk alkalmazott ani-TH
antitest és az SST sejtek jelolése. Az anti-TH antitesttel vald inkubalas
eredményeként igazolodott, hogy a TH-pozitiv amakrin sejtpopulacio és az SST-

pozitiv sejtek egymastdl elkiiloniilnek.

4.2.2. A PACAP kezelés hatasara bekovetkezo sejtdenzitas valtozasok

retinaban

A fiziologias sooldattal kezelt transzgenikus egér retindk esetében enyhe
csokkenés volt megfigyelhetd a centralis és a periférias retina teriileteken az
oregedéssel az SST-pozitiv sejtek és a TH-pozitiv sejtek denzitasaban is. A teriileti
Osszehasonlitds sordn azt tapasztaltuk, hogy a periférids teriileteken magasabb
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szamban jelennek meg az SST tartalmu sejtek a centralis teriiletekhez képest. A
PACAP kezelés hatasa el6szor a 12 honapos korosztalynal nyilvanult meg, ahol

mind a TH- mind pedig az SST-pozitiv sejtek csokkenése mérséklodott.



5. Osszefoglalas
Az 1d6 mulasa mind a retina rétegeinek vastagsagaban, mind pedig az azokat

alkoto sejtek denzitdsaban, megjelenésében valtozast eredményezett.

1. Morfolégiai és morfometriai eredményeinkkel bizonyitottuk a retinalis rétegek
vastagsaganak természetes oregedés soran fellépd csokkenését, melyek koziil az IPL
¢s az ONL rétegvastagsaganak csokkenése volt a legjelentdsebb. Emellett sikertilt
ravilagitanunk a ganglion sejtek és a csapok szamanak szignifikans csokkenésére az

Oregedés soran.

2. Immunhisztokémiai vizsgalatainkban megmutattuk, hogy az altalunk
alkalmazott retinalis markereket expressziojuk alapjan harom csoportba tudjuk
sorolni a kovetkezok szerint: csokkend expressziot mutatok (PNA, Brn3a), idokozi
kiugrast mutatok (TH, parvalbumin, -calretinin, GFAP) ¢és valtozast csak

kismértékben mutatoak (calbindin, PKCa, vGlutl).

3. Vizsgalataink soran az id6 mulasaval az SST pozitiv amakrin és a TH pozitiv
dopaminerg sejtek denzitasa csokkent a transzgenikus egerek retinaiban, amelyet
PACAP intravitrealis injektalasaval mérsékelni tudtunk. Az SST és a PACAP is a
neuropeptidek széles csaladjahoz tartoznak és G-proteinhez kapcsolt receptoron
keresztlil fejtik ki hatdsukat, melynek koszonhetden intracellularis jelatviteli
utvonaluk szamos ponton atfed, igy nem kizart, hogy egymas hatisat erdsiteni

képesek.

4. A szakirodalombol ismert tényezOk ¢és kisérleti eredményeink alapjan

felvazoltuk az 6regedés lehetséges retinalis mechanizmusait.

5. A dolgozatban bemutatott kisérleteinkben sikeriilt két neuropeptid kozotti
kapcsolatot vizsgalnunk transzgenikus modell segitségével. Eredményeink alapjan
allithatjuk, hogy ez a megkozelités kiemelkedd jelentdséggel bir abban, hogy
megeértsiik és a jovOben akar felhaszndljuk a neuropeptidek egyiittes alkalmazasaban

rejlé tovabbi lehetdségeket.
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