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1. Bevezetés

A retina a koézponti idegrendszer "kihelyezett" része. A
szem a koéztiagybdl fejlédik mégpedig ugy, hogy az elsédleges
szemhélyag befelé tdGrédik, illetve f@zédik 1le. A retina
feladata a szembe érkez86 fényingerek informdcidtartalmdnak
elektromos jelekké alakitdsa, feldolgozdsa és tovadbbitadsa a
az agyi 1atdékoézpontok felé. Elemeinek elégtelen midkddése
illetve degenerdcidéja esetén 1latdskarosodds kovetkezik be.
Ezért szerkezetének és mlkdédésének pontos ismerete rendkivil
fontos, hiszen az alapkutatdsok dltal nyudjtott informdcidkra
épitve a szem retindlis eredetd betegségeire hatékonyabb
gydégymédok dolgozhatdk ki.

A retina szdvettani szempontbdl vertikdlis rétegekre
tagolhaté (1. dbra). A pigmenthdm felél az elsé6 a
fotoreceptorokat -csapok és pdlcikdk- tartalmazé kilsé
sejtes réteg (outer nuclear layer; ONL), melyet a kilsé
rostos réteg (outer plexiform layer; OPL) kdévet. A belsé
sejtes réteget (inner nuclear layer; INL) alkotja a legtdbb
sejttipus. Az idegelemek koézil itt taldlhatdk az amakrin, a
bipolaris és horizontdlis sejtek, valamint a retina
legjellemz6bb gliaféleségének, a Miller sejteknek
sejttestjei. Ezutdn a belsé rostos réteg koévetkezik (inner
plexiform layer; IPL), melyet a ganglion sejtek rétege koévet
(ganglion cell 1layer; GCL). Ganglion sejtek mellett ez a
réteg amakrin sejteket (a szakirodalomban "displaced"-rossz
helyre keriult- amakrin sejteknek nevezik ezt a specidlis
neurontipust) és mikroglia sejteket tartalmaz. Az utolsé,

idegelemeket tartalmazé réteg az optikus rostok (ganglion
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sejtek axonjainak) rétege (optic fibre layer; OFL). Az OFL-t
az Uvegtesttél egy gliatalpakbdél 4116 réteg hatdrolija le.

A fényinformdcidé feldolgozasa tobb lépcsében torténik.
A  fotoreceptorok a Dbipoldris és horizontdlis sejtek
dendritjeivel wvannak szinaptikus Kkapcsolatban az OPL-ben,
mig a bipoldris sejtek axonjai az IPL-ben ganglion és
amakrin sejtekhez kapcsolédnak. A fényinger tehat
legkevesebb hdrom (fotoreceptorok, bipolaris és ganglion
sejtek) retindlis idegsejttipus aktivdldsdn keresztil hozza
létre azokat az elektromos jeleket, melyek a magasabb idegi
kézpontokba jutnak.

A retindban a sejteloszldas vizsgdlatakor a kilénb6dzé
retinateriletek koézo6tt anatdémiai eltéréseket taldltak. Ezek
leirdsakor elsésorban a GCL-ben 1év8 sejtek eloszldsat
vették figyelembe. Itt ugyanis a sejtek nazotempordlis
irdnyban nagyobb sejtslrilségd csikot hozhatnak létre, amely
a teljes retinaprepardtumokon (wholemountokon) madr egyszerd
szovettani festéssel is kimutathatdé. Az dn. 1latécsik, amely
a filogenezis sordn alacsonyabbrendd gerincesekben Jjelenik
meg, a magasabbrendd 4&llatok retindjdban tovabbfejlédik,
area illetve fovea centralissz4a. Ezek a retindlis
sejtsdrlség-vdltozasok valdészinileg az életmdéddal is
Osszefliggésben vannak. Erre mutatnak azok az eredmények,
melyek szerint mdr egyes halakban is megjelenik a l&atécsik,
illetve esetenként az area centralisra emlékeztetd
szervezettség (Collin 1987). Az ausztrdliai gyikok kilénbdzd
fajaiban kiilénb®z6 fokd retindlis specializdcidk taldlhatdk.

Egyes fajok retindjdban csak gyenge latécsik van a GCL-ben,



mig mds fajokban area centralis is kifejl6détt (Wilhelm és
Straznicky 1991, 1992). Végletes specializdcidként
megemlitend6k az Anolis gyikok, melyeknek két fovedjuk is
van (Underwood 1951; Fite és Lister 1981). Mindezek
megddéntoétték azt a kordbbi elképzelést, hogy a retindlis
specializdcidék megjelenése és fejlédése a torzsfejlddés
vonaldt koéveti, és hogy csak az emberszabdsu fdéemlésdknél
jelenik meg a fovea centralis.

Laboratériumunkban fdéként béka retindkat (Bufo marinus
és Xenopus laevis) haszndlunk kisérleteinkhez. A két
dllatfajnak  kildénbodzd centrdlis specializdciét mutaté
retindja van. A Xenopus retindban valamennyi sejttipus
csaknem egyenletesen oszlik el a retina teljes felszinén.
Ezzel szemben a Bufo retindjdban megjelenik a latécsik, ami
azt jelenti, hogy mind a ganglion sejtek, mind az amakrin
sejtek a retina ko6zépsé részén, nazotempordlis irdnyban,
sokkal sUlrdGbben helyezkednek el, mint a dorzalis vagy a
ventrdlis pdélus felé (Zhang és Straznicky 1991).

A farkatlan kétéltidek retindja nem tartalmaz
véredényeket; a t&apldld véredények vagy az Uvegtestben vagy
az érhartyaban futnak (Beach és Jacobson 1979; Miodonski és
Bar 1987a,b). Ennek koévetkeztében nagyon valdszind, hogy
ezen fajok retindjdbél a rostos és protoplazmas asztrocita
glidk hidnyoznak, és az csak Miuller sejteket, mint egyetlen
velécsb-eredetd glia elemet tartalmaz. A Miller sejtekben a
gliasejtek dltaldnosan jellemzd6 neurokémiai markerei
kimutathaték. Ezek pl. a gliafilamentum savas proteinje

(glial fibrillary acidic protein; GFAP), a vimentin és



glutamindz enzim (Linser és Moscona 1979, 1981; Reichenbach
és mtsai 1991; Ripps és Witkovsky 1985). A Miller sejtek
eloszldsat fénymikroszképos szinten szamos gerincesben
tanulmdnyoztdk mdr az el8bb emlitett markerek kimutatdsdval
(Bignami 1984; Drédger és mtsai 1984; Dreher és mtsai 1988;
Gaur és mtsai 1988; Reichenbach és mtsai 1991; Robinson és
Dreher 1990; Schnitzer 1988; Vaughan és Laseter 1990).

Az emlésdkben a Miller sejtek nem egyenletesen oszlanak
el a retindban. A 1legmagasabb sejtslriség-értékeket a
latécsik/area centralis terliletén talaltak, mely a nyudlban
15000 (Reichenbach és Wohlrab 1983; Robinson és Dreher
1990), egérben 12000 (Drdger és mtsai 1984), majomban pedig
17000 (Krebs és Krebs 1987). Ezek az értékek a retina
periféridjan kb. harmadrészikre lecsoékkennek. Ezzel szemben
a teknés retina Muller sejtjei egyenletesen oszlanak el, és
az 4atlagos denzitéast 1600/mm2-re becsiilték (Gaur és mtsai
1988). Figyelemre mélté, hogy ugyanakkor a teknés Jjol
fejlett 1atécsikkal bir (Peterson és Ulinski 1979).

Bar kordbbi kézleményekben leirtak a farkatlan
kétéltdek Jjénéhany retindlis sejttipusdnak morfolégiajat,
eloszlasat, transzmitter tartalmdt és fejlédését (Frederick
és mtsai 1989; Jagger 1988; Nguyen és Straznicky 1989;
Sarthy és mtsai 1981; Téth és Straznicky 1989; Zhu és mtsai
1990), hasonlé adatok a gliasejtek eloszlasarél nem alltak
rendelkezéstlinkre.

Tovdbbi lendiiletet adott a kutatéasnak, hogy az
irodalomban az elmilt néhdny évben ujabb citoszkeletdlis

proteineket valamint enzimeket irtak le, melyek egyes



retindlis sejttipusokban szelektiven fordulnak elé. Ilyen
citoszkeletdlis proteinek példdul a mikrotubulusokhoz koétédtt
fehérjék (microtubule-associated proteins; MAP-ok), melyek a
neuronok vdzdnak integrdns részei (Herzog és Weber 1978;
Matus 1988). A MAP-ok koézil egyesek a szdéma és a dendritek,
masok az axon vazrendszerében fordulnak elé (Huber és Matus
1984). Az elképzelések szerint a MAP-ok kereszthidakként
szolgdlnak a neurofilamentumok és a mikrotubulusok kézétt
(Herzog és Weber 1978; Kim és mtsai 1979). A MAP-ok egyik
ismert képviseléje a MAP2 fehérje csaldd, amely elsésorban
sejttestekben és dendritekben fordul el6 (De Camilli és
mtsai 1984). Itt kapcsoljdk oOssze a citoszkeleton tubuldris
és filamentdris elemeit. Ezt a C-termindlisukon 1évé
hdromszor ismétl6dé 18 aminosavbdél &d116 polipeptid-szegment
teszi 1lehetévé ugy, hogy az a tubulinhoz kapcsoldédik. A
MAP2-csaldad két nehéz (a, b) és egy kénnyd (c) molekulasudlyu
proteint foglal magdban, melyek a tdrzsfejlédés soran alig
valtoznak (Viereck és mtsai 1988). A MAP2c a MAP2b-bél johet
létre a kozéps6 peptidszekvencia kivdgdéddsdval. Ez igazolni
latszik azt a kordbbi felismerést, hogy a MAP2 valamennyi
epitdépja egyetlen gén terméke. Gerincesekben a kozponti
idegrendszeri neuronok dendritfdjdnak kifejlédéséhez a MAP2
nélkiilézhetetlen (Binder és mtsai 1984; Garner és mtsai
1988).

A MAP2-immunreaktivitds a retindban nagyon korlatozott.
Csak a nagyméretd ganglion és amakrin sejtek szdémdja
tartalmaz MAP2-t (De Camilli és mtsai 1984; Okabe és mtsai

1989). A retina fejlédése sordn ugyanezen sejteket taldltdk



MAP2-pozitivnak mind a patkdnyban (Okabe és mtsai 1989;
Tucker és mtsai 1988), mind a furjben (Tucker és Matus
1987). A fényérzékeny sejtek pedig a késéi embriondlis és a
korai djszildétt &dllapotban mutatnak MAP2-immunreaktivitést.
A MAP2-tartalmi sejtek 1étérél és eloszldsdrdl nincsenek
adataink a halak, kétéltlGek és hilillék esetében. Az a
leheté6ség, hogy a kilénbdzé6, mdr ismert transzmitter-
tartalmi neuronok MAP2-immunreaktivitdsuk alapjdn
alcsoportokba sorolhaték, eziddig még nem képezte vizsgdlat
tdrgyat egyetlen gerinces fajban sem.

Egyike a jél ismert citoplazmatikus markereknek, a
neuron-specifikus enoldz (NSE). A NSE a glikolitikus enolaz
enzim (2-foszfo-D-glicerin hidroldz) idegszévet-specifikus
izoenzimje, mig izoenzimpdrja a nem-neurondlis enoldz (NNE)
van Jjelen minden egyéb szévetben (Cicero és mtsai 1970a;
Marangos és mtsai 1979; Moore 1972, 1973). A NSE és a NNE
strukturdlisan kilénbodzbek. Mindkettéd két polipeptid
alegység homodimerje, melyeket két kiilénbd6zé gén termel
(Marangos és mtsai 1979). A NSE-t kimutattdk mar a
pajzsmirigy, a hasnydlmirigy és a tobozmirigy neuroendokrin
sejtjeiben, valamint a periférids idegrendszerben is
(Schmechel és mtsai 1978a, b). A NSE-t lokalizdltdk mér
szdmos emlés faj neuronjaiban, de a gliasejtekben sosen,
mert a glidk NNE-t tartalmaznak (Pickel és mtsai 1976;
Schmechel és mtsai 1978b). Ennek megfelelden a
morfoldégiailag normdlis emberi retina valamennyi
idegsejtjében a NSE kimutathaté; ugyanakkor a Miller sejtek

nem tartalmaztak NSE-t (Kivela 1986; Molnar és mtsai 1984).



A NSE azonban nem egyenletesen oszlik el valamennyi
agytertlet neuronjaiban. A patkany, az ember (Bishop és
mtsai 1985) és a sertés (Scheuermann és mtsai 1989),
valamint a teknés (Timmermanns és mtsai 1991)
bélcsatorndjdban elsésorban Dogiel 2-es tipusd neuronokban
fordul elé. Bizonyos neuron populdcidk a patkany agytdrzsben
(Pickel és mtsai 1976), az egér gerincvelében (Schmechel és
mtsai 1980a) valamint az egér és patkdny agykéregben
(Vinores és mtsai 1984) tartalmazzdk ezt az enzimet, mig
masok nem. Ezek az eredmények magukban hordjdk azt a
lehetéséget, hogy a kilonbdézé6 filogenetikai fejlettségd
gerincesek egyes retindlis neuronjai szelektiven jeldlhetdk
anti-NSE antitesttel, s 1igy morfoldégidjuk, eloszldsuk és

transzmitter-tartalmuk feltérképezhetd lesz.



2. Célkitdzések

Immuncitokémiai kisérleteket végeztink annak

megdllapitasdara, hogy

1. A MAP2 mely retindlis sejttipusokban fordul elé Bufo

marinusban.

2. A ganglionsejtek rétegében a Jjeldélt sejtek valdban

ganglionsejtek-e.

3. Milyen tipusd transzmittereket tartalmaznak a MAP2-t

tartalmazdé sejtek.

4. Anti-NSE antitest alkalmazdsa esetén egy tObb gerinces
faijt felsorakoztaté Osszehasonlitasban megdllapithatd-e
filogenetikai trend a jeldlédott sejtek tipusaira és szémdra

vonatkozdan.

5. A szelektiven jeldlt Miller sejteken kivil a koézponti
ill. a periférids idegrendszer  mdés glialis elemei
jelélheték-e  ugyanezzel az anti-NSE antitesttel Bufo

marinus-ban.

6. Milyen a Bufo marinus Miller sejtjeinek denzitédsi

térképe, illetve fény- és elektronmikroszképos morfolégidija.



3. Anyagok és mdédszerek

Bufo marinus és Xenopus laevis békdkat 12 6rds vildgos-
s6tét peridédusban tartottunk a laboratdériumban. Bufo
marinust egy Queensland-i (Ausztrdlia) elldtétdl szereztiink
be, mig a Xenopus faj a laboratdérium tenyészetébdl
szarmazott. Ivarérett 90-105 1illetve 35-45 mm hosszisdgu
dllatokat a trikain-metdnszulfonat (MS222, Sigma, St. Louis,
Missouri) tdladagoldsdval o6ltik meg, a szemeket gyorsan
kimetszettilk és a retindt kiboncoltuk 0,1 M foszfat-
pufferben (PB), pH 7,4-en. A fixaldas 4%-0s
paraformaldehidben tértént (0,1 M PB-ben oldva) 4°C-on, 6
6ran &at. GABA és glicin/MAP2 kett8s jeldlések esetén 0,2%
glutdraldehidet adtunk a fixdldéhoz. Hat-nyolc mosds utdn a

retindkat 30%-os szacharéz-PB oldatba dztattuk, a fagyasztas

koézbeni karosoddasok kivédése érdekében. Azokat a
retinadarabokat, amelyeket wholemount-ként kivantunk
haszndlni, megfagyasztottuk folyékony nitrogénben, majd

felolvasztottuk. TObbsz6ri mosds utdn pufferelt glicerinbe
(pH 8,6) helyeztik 1 ordara, eldsegitendS az antitestek
bejutdsdt a szdvetbe. Ezutdn UGjra mosdssorozat koévetkezett,
majd fizioldégids séval (0,65% NaCl) kiegészitett 0.01 M PB-
ben tdroltuk egy éjszakdn &t 4°C-on. Mds retindkbdél 12 um-es
fagyasztott metszeteket vagtunk.
Immunocitokémia
3. I. a, Egyes jelblés mikrotubulushoz kététt 2-es fehérje
(MAP2) lokalizalasara

Mind a metszeteket, mind a nagyobb retina darabokat

eldinkubdltuk az antitesthigité oldatban (0,1 M PB-ben 0,1%
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natrium-azid, O,i% Triton X-100, 1% ovalbumin és 3% normdl
kecske szérum) egy O6rdn at, majd a monoklondlis MAP2 elleni
antitesteket (egérben termelve, Sigma; 1:500 higitds) egy
éjszakdn &t alkalmaztuk. Ez az antitest a MAP-ok kéziul csak
a MAP2-t ismeri fel, de annak a, b illetve c¢ tipusui
epitépjai kozoétt nem tud Kkildénbséget tenni. A reakcioét
kecske anti-egér antitestekhez kotott fluorescein-
izotiociandttal (FITC) tettik lathatéva (Vector
Laboratories, Burlingame, California; 1:1000-es higitas),
mely oldatban két o6rdn &t inkubdaltuk a metszeteket,
szobahémérsékleten. Prepardtumainkat Leitz Orthoplan

fluoreszcens mikroszképban vizsgdltuk és fényképeztik.

3. I. b, MAP2-immunreaktiv ganglionsejtek azonositasa
Bizonyitandé a GCL-ben talalhaté MAP2 tartalmd neuronok
ganglion sejt voltat, két allatban retrograd médon a nervus
opticuson keresztil megjeldltik azokat 1,1’-didodecyl-
3,3,37,3’-tetrametil-indokarbicianin perklorattal (D1,
Molecular Probes, Eugene, Oregon). Az &allatokat 0,3-0,4 ml
5%-0os MS222-val elaltattuk, a Jjobb oldali nervus opticust
atvdgtuk és DiI-al (2,5 mg/ml 100%-os alkoholban oldva)
feltoltott polietilén cs6vet hiuztunk rda 1 dOréara. Az
dllatokat a mdtét utdn htGtészekrényben tartottuk, 4°C-on.
Ezek utdn a csévet lehiztuk, a sebet bevarrtuk. Hatvan 6ré&s
tilélés utan az allatokat tilaltattuk, a retindkat
kipreparaltuk, majd azokbdél wholemountokat készitve a
mintdkat a fent leirt immunhisztokémiai médszerrel

reagdltattuk, hogy a MAP2-pozitiv sejteket lathatdéva tegyiik.
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A MAP2 jelenlétét jelzé FITC a mikroszkdépban z61d szinnel,

mig a DiI piros szinnel fluoreszkalt.

3. I. ¢, Kettds jeldbléses kisérletek

A MAP2-pozitiv fotoreceptorok tipusdnak
meghatdrozasahoz és a MAP2 tartalmd  amakrin sejtek
transzmitter tartalom szerinti karakterizdldsdhoz egy sor
kettés jeldléses kisérleteket végeztink. Valamennyi
kisérletben monoklondlis anti-MAP2 antitestet haszndltunk
(egérben termelve), majd Texas Redhez (TR) kotdétt 16 anti-
egér antitesttel (Vector Laboratories; 1:50 higitds) tettik
ezeket az epitopokat 1lathatéva. A MAP2-vel parhuzamosan
lokalizdlni kivdnt antigének ellen a koévetkezdé antitesteket
alkalmaztuk: 28kDa-os kdlciumkété fehérje (calcium-binding
protein (CaBP), Spencer és mtsai. 1976; 1:1600); GABA
(Immunonuclear, Stillwater, Minnesota; 1:1200); neuropeptid
Y (NPY, Maccarone és Jarrott 1985; 1:800); substance P (SP,
Morris és mtsai 1986; 1:1200); glicin (Chemicon, London, UK;
1:250); szomatosztatin (SOM, INCSTAR, Stillwater, Minnesota;
1:1600) és kolecisztokinin (CCK, Amersham, Sydney,
Australia; 1:400). Valamennyi felsorolt antiszérumot nyidlban
dllitottdk elé6, az antigéneket pedig kecske anti-nyudl
antitesthez koététt FITC-tal (Vector Laboratories; 1:100)
tettiik lathatéva. Az elsbdleges antitesteket egy éjszakdn at
hagytuk a metszeteken, mig a mdsodlagos antitestek esetében

2 6rds inkubdlasi idével dolgoztunk, szobahdmérsékleten.
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Kontroll kisérleteinkben igazoltuk, hogy az elsédleges
és a nekik fajspecificitds szerint nem megfeleld masodlagos

antitestek kozd6tt nem volt immunreakcid.

3. I. d, Kvantitativ analizis

Valamennyi mérést FITC-tal Jjeldlt retindkon végeztik.
Camera lucida segitségével lerajzoltuk a retindkat,
terililetiiket egy HIPAD elektromos rajzasztalon mértik, mely
egy Northstar szamitdégéppel volt Osszekdttetésben. Az
immunreaktiv sejteket 25x-0s nagyitdsd objektiv lencsén
keresztil szdmoltuk 1 mm-es 1lépésenként; az 1igy analizdlt
teriilet 0,07 mm? volt minden 1l&témezében. A telijes
sejtszdmot az dtlagos sejtszdmok segitségével szamitottuk ki
ugy, hogy a szomszédos denzitdsvonalak koézti tertletekre

vonatkozé sejtszamokat Osszeadtuk.

3. II. a, Egyes jelblések neuron-specifikus enolaz (NSE)
lokalizalasara

Ivarérett aranyhal (Carassius auratus), axolotl
(Ambystoma mexicanum), karmosbéka (Xenopus laevis), varangy
(Bufo marinus), sarkanygyik (Ctenophorus fionii), csirke,
tengerimalac, nyudl, patkany és macska egyedeket
tilaltattunk, majd a szemeket kioperdltuk. Emberi szemeket a
helyi szembanktél kaptunk, 4-6 o6raval a halal beallta utan.
A retindkat PB-ben (0,1 M; pH 7,4) kiprepardltuk a szembdl,
megtisztitottuk, majd 6 o6rdan at 4 %-os paraformaldehidben

fixdltuk. Ezutdn tobbszdri mosas koévetkezett PB-ben, majd a
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szOveteket 30 %-os szachardéz-PB oldatba tettilk fagyasztas
okozta kdrosoddsok elleni védelem céljabdl.

Fagyaszté mikrotémban 12-14 pum vastag metszeteket
vagtunk, majd szobahémérsékleten raszaritottuk azokat
zselatinboritdsdi tdrgylemezekre. Egy nap elteltével kezdtik
inkubdlni a metszeteket, elészér 1% ovalbumin, 0,1% Triton
X-100 és 0,1% ndatrium-azid Kkeverékében 30 percig, majd az
anti-NSE antitestet (nydlban termelt) cseppentettik fel
(DAKO, Glostrup, Dé&nia; 1:1000 higitds). Egy éjszakan at
tartdé reakcidé utdn 0,1 M PB-ban 10 percenként 4-6 alkalommal
mostuk a metszeteket, majd a reakcidét kecske anti-nyul
antitesthez ko6toétt FITC-tal (Seralab, Sussex, UK; 1:50
higitds) tettik 1lathatévd. TObbszoéri pufferes moséds utdn a
metszeteket 1lefedtilk bikarbonat-pufferelt glicerinben (pH
8,6), majd vizsgdltuk és fényképeztilk Leitz Orthoplan
fluoreszcens mikroszképban.

A GFAP kimutatdsdra nyul anti-GFAP antitestet (Sigma;
1:500 higitds) alkalmaztunk a Bufo retina metszetein, a
fentivel azons koérilmények kozott.

A retinametszeteken kivul, ugyancsak a fentivel azonos
kisérleti kériulmények kézodétt a tectum opticum, a gerincveld,
az elsé szimpatikus dic és a gerincveldi madsodik hatsé gyoki

dic elemeinek NSE immunreaktivitdsdt is vizsgdltuk.

3. II. b, Elektronmikroszkopia
A régzitett (4% paraformaldehid és 0,1% glutaraldehid
0,1 M PB-ben; pH 7,4) retindkat 100-300 um széles csikokra

vagtuk. Elésegitendd az antitestek megfelelé bejutdsat a
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szdvetbe, etanol és PB 1:1 ardnyu keverékével Kkezeltik a
mintdkat, 4x10 ©percig. Eléinkubdlds utdn az anti-NSE
antitesteket 1:1200 higitdsban tettiik a retinadarabokra.
T6bbszori pufferes mosds utdn kecske anti-nydl biotinildlt
antitestet (Seralab; higitds 1:200) majd streptavidin-
biotin-tormaperoxiddz komplexet (Seralab; 1:200 higitéas)
alkalmaztunk. A reakciét diaminobenzidinnel (DAB) hivtuk eléd
a kovetkezé eljdrdas szerint. A retina darabokat 0,05% DAB
oldatban (0,1 M Tris-pufferben) 15 percig, majd a
reakcidéelegyben (0,05% DAB és 0,01% H,0, Tris-pufferben)
kezeltik 7-8 percig. Ezutdn tobbszdri mosds kdvetkezett PB-
ben, majd az utéfixdlast 1% O0sOy-dal (PB-ben) 1 Oran &t
végeztik. Felszdllé alkoholsor segitségével viztelenitettik
az anyagokat, mikdézben blokk-kontrasztozast végeztink, 70%-
os alkoholban oldott uranil-acetdttal. A mintdakat ezutan
tdrgylemezen dgyaztuk be, Durcupan ACM gyantaba (Fluka,
Buchs, Switzerland); a gyanta polimerizaciéjat 56°C-on 36
6rds hékezeléssel értik el. Félvékony (2 pm) és ultravékony
metszeteket vagtunk, ez utébbiakat 6lom-citréattal
kontrasztoztuk, majd megvizsgdltuk és fényképeztik Jeol 1200
EX (Tokyo, Japdn) elektronmikroszkdépban.

Méds retinadarabokat 2,5%-os glutdraldehidben 3 6rdn &t
fixdltunk, s immunreakcid végrehajtasa nélkil rutin
elektronmikroszkdépos vizsgdlatokhoz agyaztunk be. E
retinadarabok kezelése minden egyéb tekintetben megegyezett

azokéval, amelyeken immuncitokémiai reakciét is végeztink.
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3. II. ¢, Specificitas kontroll kisérletek

Az els6dleges anti-NSE antitest kihagydsa illetve nem-
immun szérummal toérténé helyettesitése utdn nem kaptunk
reakciét a szdveteken.

Bizonyitani kivantuk, hogy az anti-NSE antiszérum a
szovetekben 1évé NSE-vel reagdl, s nem a Miuller sejtekben
taldlhaté egyéb epitopokkal. Ezért nyers proteinkivonatot
készitettink tengerimalac agybél ugy, hogy az 4&dllatokat
dekapitdltuk, az agyat kiprepardltuk. Fagyasztva szaritas
utdan azokat homogenizaltuk, majd Otszoérdés mennyiségi
jéghideg PB-ben (0,1% natrium-azid hozzdadédsaval),
centrifugdltuk 15000 g-n (30 percig 4°C-on), ezutdn a
felliliszé folyadékot idjra centrifugdltuk 100000 g-n (1 O6rdan
dt, 4°C-on). Az anti-NSE antitestet ehhez az extraktumhoz
adtuk 1:1000 végsé higitdasban, majd a Jjeldldédést két ora
elteltével vizsgdaltuk a metszetekben, a fent leirt

immuncitokémiai reakcié elvégzése utdn.

3. II. d, Kettés jelblés glialis savas protein (GFAP) és
NSE elleni antitestekkel

Retina, gerincveld és tectum opticum fixdlasa,
metszése, szdritdsa és eléinkubdldsa utdn a metszeteket
anti-NSE antitest (1:800; nyudlban termelt), és monoklondlis
anti-GFAP (Sigma, 1:200, egérben termelt) keverékében
inkubdltuk egy éjszakdn &at, majd mostuk PB-ben. A mdsodlagos
antitestek (kecske anti-nydl szérum FITC-hoz koétve, 1:50
higitdsban alkalmazva és 16 anti-egér antitestek TR-hez

kétve, 1:50 higitdsban) két o6rdn at voltak a mintdkon, majd
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ismét mosds koOvetkezett. Véglil pufferelt glicerinben fedtiik
le metszeteinket. Keresztreakcid a kilénb6zé fajok
immunglobulinjai ellen termelt mdsodlagos antitestek és a
faj szerint nem megfeleld elsbddleges antitestek koézoétt nem

volt.

3. II. e, Kvantitativ analizis

A retindkat lerajzoltuk és tertletiket kiszdamitottuk a
kordbban emlitettek szerint. A sejteket 150 um x 150 um
teriletd a mikroszkdép szemlencséjébe helyezett kalibrdlt
haldéval szamoltuk, 0,5 mm-es 1lépésekkel. A mintavétel
kiterjedt a teljes retina terliletére. Denzitds térképeket
rajzoltunk, melyek segitségével meghatdroztuk a teljes
sejtszdmot Ugy, hogy az azonos denzitdsu terlletekre esé
sejtszamokat Osszeadtuk. A ‘legkdzelebbi szomszédok
tavolsagat’ ugy dllapitottuk meqg, hogy 200 sejtet
kirajzoltunk camera 1luciddval, majd a tavolsdgok lemérése
utdn kiszdmitottuk a sejtek kozti 4tlagos téavolsdgot. A
rendezettségi indexet (&atlag/s.d.) Wadssle and Rieman (1978)

szerint szamitottuk ki.
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4. Eredmények
4. I. A MAP2 eloszlasa a retinaban

Keresztmetszeteken MAP2-pozitiv sejteket a retina
minden sejtrétegében taldltunk. Fotoreceptorok az ONL-ben,
nagyméretd amakrin sejtek (13-18 um atmérd) pedig az INL-ben
jelélédtek. A GCL-ben két sejtpopuldcié volt immunpozitiv.
Egy erdsen jeldlt, nagy sejttestd (16-22 um), és egy kisebb
(7-8 pm) kevésbé intenziven jeldlt sejttémeg (2. dbra).

A Jjeldlt fotoreceptorokat roévidebb kiilsé szegmentjeik
és az ONL-ben mélyen elhelyezkedd szdémdjuk alapjan (2b &bra,
4a dbra betét) csapoknak tekintettiik. Ezek 6-8 pum
- atmérdjlek; végtalpaik és telodendrionjaik szintén l&athatdak
voltak az OPL-ben. A CaBP elleni antitestet arra haszndltuk,
hogy kettés Jjeldléssel bizonyithassuk ezen sejtek csap
mivoltdt. Ismeretes ugyanis, hogy a CaBP minden csapban
jelen van az emlds (Réhrenbeck és mtsai 1989), és a galamb
retindban (Pasteels és mtsai 1987), és ugyancsak a csapok
tébbségében szalamandrdban (Pasteels és mtsai 1990). Ezért
alkalmas markernek tlnt a csapok azonositdsdnak céljdra.
Hasonldéan a szalamandrdhoz, a Bufo marinus retindjdban a
CaBP Jjelen volt a csapok toébbségében. Valamennyi MAP2-
pozitiv csapsejt immunreaktiv volt CaBP-re is, de nem minden
CaBP-pozitiv csap tartalmazott egyuttal MAP2-t 1is (3a,b
dbra). A MAP2 tartalmi csapok rendezetten helyezkedtek el
(4a dbra), amint ez a wholemount prepardtumon is latszik.

A MAP2-pozitiv csapok O&Ossz-szdma, melyet hdrom retina
csapjainak megszamolasa alapjan dllapitottunk meqg,

206000112000 volt. A hozzdjuk tartozd retinateriiletek pedig



2 A-E abra. MAP2-immunreaktivitds a Bufo marinus retina kilonbozd rétegeiben. onl Outer nuclear
layer; opl Outer plexiform layer; in/ Inner nuclear layer; ip/ Inner plexiform layer; g/ Ganglion cell layer.
Ezek a roviditések valamennyi abrara érvényesek. A Immunreaktiv fotoreceptorok (kettds nyilhegy)
az onl-ben és azok nyllvanyai az opl-ben, nagy amakrin sejtek (nyilhegy) az inl-ben és dendritjeik az ip/-
ben, valamint nehany jeldlt sejt (nyilhegy csillaggal) a gel-ben; B Jeldlt fotoreceptorok; (keftds nyilhegy)
az onl-ben telodendridjuk (dres nyilak) hosszan elnyulik. Egy erdsen jelolt nagy amakrin sejt (nyilhegy)
az inl-ben; C JelSlt nagy amakrinsejt (nyil) az inl-ben; fodendritje (nyilhegy) elagazik az ipl disztalis
felében. A MAP2-pozitiv rostok négy széles savot képeznek (myilak) az jpl megszamozott (1, 2, 3, 4 €s
5) alrétegeiben; D Egy nagy immunreaktiv ganglionsejt (nyilhegy csillaggal) mind proximalis (nyilhegyek),
mind disztalis (kettds nyilhegyek) elagazd dendritfaval az ipl-ben; E Egy nagyméreti MAP2-pozitiv
ganglionsejt (nyilhegy csillageal) dendritjei (kettds nyilhegy csillaggal) az ipl disztalis részében agaznak
el. A nyilhegy egy gyengén immunreaktiv, kozepes méretli sejtet jelol a gel-ben, a kettds nyilhegyek
MAP2-pozitiv fotoreceptorokat mutatnak. Léptékek: 50 pm Ara; 40 pm B-re és C-re; 25 pm D-re és

E-re.



3 A "B 4bra. CaBP- és MAPZ 1mmunret1v csapok kolokalizacidja Bufo mannusban. Azok a csapok,
amelyek immunreaktivak CaBP (A)-ra és MAP2 (B)-ra is nyilheggyel jeloltek. Azok a csapok A-n,
melyek csillagos nyilheggyel jeldltek csak CaBP-re immunreaktivak. A CaBP tdbbféle sejttipust jeldl
az inl-ben (kettSs nyilhegy A-n) melyek nem mutatnak MAP2-immunreaktivitast (hasonlitsd B-hez).

Leptek 20 p.m Ara es B-re.

4 AD abra. Bufo mannus retina wholemoungamak fenyképei MAPZ 1mmunreaktw1tasra(B) és
anti-MAP2 antitesttel és Dil-al jeic“)lve (C-D). A Csapok a retina kozpontjaban; A fokusz a sejttesteken
van az onl-ben. Betét: Csapok a ';»}holemount szélérdl. A csapok kiilsé szegmentjei (nyilhegyek) csak
halvanyan jelolddtek. B Amakrin sejtek (nyilak) a retina perifériajarol; a fokusz a sejttesteken van
az inl'ben. C, D Egy nagyméreti MAP2-pozitiv ganglionsejt (nyilhegy C-n) retrograd jeldlt Dil-al
(nyilhegy D-n). Mas ganglionsejtek szintén Dil-jeloltek (kettés nyilhegyek D-n), de nem
immunreaktivak MAP2-ra (az azonos helyeket a kettSs nyilhegyek mutatjak C-n). Léptékek: 100 pm

Acra, 40 pm a betéten; 25 pm B-re C-re és D-re.
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141,7; 129,8 és 152,2 mm? voltak. Denzitdsi térképet
rajzoltunk az egyik retindrdél, amelyben a retina centrdlis-
tempordlis részén észleltiik a legmagasabb csapdenzitast
(2194/mm2), s ez az érték lecsoékkent (852-re) a retina széle
felé (5a dbra). Ebben a retindban a teljes MAP2-immunreaktiv
csap populdciét 209000-re becsiltik.

Mind az INL (2b,c 4&dbra), mind a GCL (2d,e 4&bra)
tartalmazott MAP2-pozitiv sejttesteket, a jeldlt amakrin
sejtek slrilisége azonban minden retinarégidéban sokkal kisebb
volt, mint a fotoreceptoroké, akar metszeteken (2a,b &bra),
akdar wholemounton vizsgdlva (4a,b; 5a,b 4&dbra). A Jjeldlt
amakrin sejtek legslridbben a retina kézepén helyezkedtek el
(150/mm2), s ez fokozatosan csékkent a periféria felé
(41/mm2). A MAP2-immunreaktiv amakrin sejtek teljes szdmat
12800-ra Dbecsiiltiik (5b 4&dbra). A hdrom analizdlt retina
dtlagosan 1360011080 Jjeldlt amakrin sejtet tartalmazott.

A GCL-ben egy nagy sejttipus erdsen 3jeldlddodtt (4c
dbra). Ezek a sejtek az Osszes GCL-beli neuronnak kb. 1-2%-
at tették ki. Ezen sejtek tobbsége jelélhetd volt DiI-al a
nervus opticuson keresztiil (4c,d 4&dbra), s 1igy ganglion
sejteknek tekintheték. Néhdny MAP2-re kevéssé jeldlédott
sejtet is megfigyeltink, amelyek nem téltédtek fel DiI-al, s
igy azokat a "displaced" amakrin sejtekhez soroltuk. A
gyenge Jjeldlé6dés miatt teljes szédmukat és retinan belidli
eloszldsukat nem tudtuk megbecsilni.

Az immunreaktiv rostok nem egyenletesen oszlottak el az
IPL-ben. Maga az IPL o6t egyforma vastagsdagu alrétegre

oszthaté; az 1. és 2. a disztdlis OFF-szublamindhoz tartozd,



A Vv B ’
5. abra. A MAP2-jelolt csapok (A) és amakrinsejtek (B) denzitisa a Bufo retinaban. D Dorzalis
polus; T Temporalis pdlus; V Ventrawis polus; N Nazalis polus; Fekete pont Nervus opticus helye;

Satimzott rész a legnagyobb denzitasu teriiletet mutatja. Lépték: 1mm.
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mig a 3., 4. és 5. a proximdlis ON-szublamindhoz tartozé
rétegek a gerincesekben (az OFF-sejtek a fény
kikapcsoldsdra, az ON-sejtek annak bekapcsoldsdra
reagdlnak). A MAP2-pozitiv rostok négy vastag réteget
formaltak; jelen voltak az 1. és a 2. rétegben, a 3-4. réteg
hatdrdn, valamint az 5. rétegben (2c &bra). Néhadny esetben
egyes ganglion sejtek kettds (ON-OFF) eldgazdsi rendszere
j61 1ldthatdé volt (2d dbra). Mds ganglionsejteknek egyszeres
dendriteldgazédsi rendszere volt az IPL proximdlis
szublamindjdban (2e 4&dbra). Az immunpozitiv amakrin sejtek
eldgazdsi rendszerét igen nehéz volt koévetni, de azok
dendritjei az 1. és 2. alrétegben gyakran felfedezhetdek

voltak.

4. IT. A  MAP2-potitiv amakrin sejtek transzmitter
tartalmanak meghatarozasa

A kétéltdekben mar azonositott transzmitterek elleni
antitesteket prébaltuk ki (SP, NPY, SOM, GABA, CCK, glicin,
5HT és TH) kettds jeldléses kisérletekben a MAP2-vel. Csak a
5HT (6a,b &bra) és a TH (6c,d adbra) esetében kaptunk pozitiv
eredményt. MAP2 Jjeldlés volt Jjelen a S5HT-pozitiv amakrin
sejtek egy részében (25-30%), mig valamennyi TH-pozitiv
amakrinsejt tartalmazott MAP2-t is, de a MAP2 tartalmid
sejtek egy része nem tartalmazott TH-t (6c,d abra).

Mivel c¢sak S5HT- és TH-immunreaktiv amakrin sejteket
taldltunk, amelyek tartalmaztak MAP2-t 1is, azt is fel
kivantuk deriteni, hogy valamennyi  MAP2-pozitiv sejt

immunreaktiv-e vagy 5HT-re vagy TH-re; vagy esetleg bizonyos



6 A-F 4abra. A MAP2-tartalmi amakrin sejtek valoszinfi transzmittereinek megallapitasa Bufo

marinus retina keresztmetszeken. Kettds nyilhegyek a MAP2-pozitiv csapokat jelolik A- C- D-n. A
B Az egyik MAP2-pozitiv amakrin sejt (nyilhegyek A-n) tartalmaz SHT-t is, mig a masikak nem (lasd
B). Egy kisebb SHT-sejt (nyilhegy csillaggal B-n) nem tartalmaz MAP2-t (nyilhegy csillaggal A-n). A
harom MAP2-immunreaktiv sejtbdl (nyilhegrek C-n) csak egy tartalmaz TH-t (D). E, E Az Osszes
MAP2-pozitiv amakrin sejt (nyilhegrek E-n), kettdsen jelolhetd a TH+SHT antitest keverckével
(nyilhegyek F-en). Egy kisméreti SHT-tartalml sejt F-en (myilhegy csillaggal) nem immunreaktiv

MAP2-ra (E). Léptékek: 60 pm A-D-re; 30 pm E, F-re.
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amakrin sejtek tartalmaznak eddig még nem azonositott
transzmittereket? Ennek kideritése érdekében a 5HT+TH elleni
antitestek keverékét prébdltuk ki, az anti-MAP2 antitestek
ellenében. Antitest keverékiink Jjeldlte valamennyi MAP2-
pozitiv amakrin sejtet, bar a kis SHT-immunreaktiv amakrin

sejtek nem voltak kettds jeldltek (6e,f &bra).

4. IIT. NSE-immunreaktivitas kiilénbé6zé gerinces fajok
retinajaban
A farkatlan kétéltiek retindjdnak kivételével

valamennyi retinametszetben erds jeldlédést tapasztaltunk
nagy amakrin sejtekben, ganglionsejtekben, és horizontédlis
sejtekben valamennyi vizsgdlt fajban. Az aranyhal
retindjdban a fotoreceptorok talpai és ellipszoidjai szintén
jeldldédtek, mig a kisméretd amakrin és ganglion sejtek csak
gyenge immunfluoreszcencidt mutattak (7a &bra). Az axolotl
retindban a legtdbb neuron NSE-pozitiv volt, beleértve a
fotoreceptorok sejttestjeit és belsé szegmenjeit is.
Emellett Miller sejtek is Jjeldlédtek (7b,c abra); kiuldndsen
ezen sejtek vastag nydlvdnyai adtak erdés immunreakcidét (7c
dbra). A farkatlan kétéltdek retindjdban (Bufo marinus és
Xenopus laevis) ezzel szemben c¢sak az INL-beli sejtek
jeldlsédtek. A sejtek nyldlvdanyai az ONL és GCL felé hiuzddtak.
Ezek a nyudlvdnyok az ONL-ben fotoreceptor szdémdkat vettek
kértil, mig a retina belsejében mélyen lenyidltak a GCL-be,
egy vastag, Jjo6l1 1lathaté h&alézatot alkotva (7d,e 4&bra).
Morfolégiai megjelenésiik alapjdn e sejteket Miller-féle

sejteknek tekintettik. A gyik retindban fotoreceptorok nem
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7 A-G ébra. Neuron-specifikus enoléz-szerfi immunreaktivitas (NSE-LI) nem emlds fajok reﬁnéi_?m.
A Aranyhal: fotoreceptor talpak (kis nyilhegvek) az onl-ben, nagy amakrinsejtek az inl-ben (csillag), €s
nagyméretfi ganglionsejtek (nagy nyilhegy) a gel-ben erbsen jeldltek. B, C Axolotl. B Intenziven jelolt
horizontélis sejtek (csillagok) az inlben. C A jeldlt Miiller sejtek vastag nyllvanyai (nyilhegyek) az
onl és ipl felé haladnak. D Karmos béka: immunreaktsv sejttestek (egyikiik csillaggal jelolt) az inl-ben
és nyllvanyaik (nyilhegyek) a kiilsG és belsd retina felé. A betét a szaggatott vonalakkal hatarolt
teriiletet mutatja erGsebb nagyitassal. E Varangy béka: immunreaktiv sejttestek (nyilhegyek)
lathatok az inl-ben, mig disztalis nyllvanyaik (csillagok) a fotoreceptorokat veszik korul. E Gyik:
immunreaktiv sejtek a grl-ben (nyilhegyek) és az amakrin- és bipolaris sejtek tobbsége az ipl—bch
jelolodott. G Csirke: erbsen immunreaktiv fotoreceptorsejtek, inl- és gol-beli sejtek. Léptékek: A 40

pm; B, E-G 60 pm; C 60 pm; D 40 pm és 20 pm a betéten.
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jeldlédtek, mig a GCL-ben kiuldénbdzd mértékben immumpozitiv
sejteket taldltunk (7f &bra). A csirke retindban valamennyi
nagy neuron Kkategéria seijtjei jeldldédtek, Dbeleértve a
fotoreceptorokat is (7g &abra).

Az emlés fajok kézott tengerimalacban er8s
immunreaktivitds wvolt 1athaté a nagyméretd ganglion és
horizontdlis sejtekben, valamint a fotoreceptorok kilsé
szegmentumdban (8a &dbra). Patkdanyban a legtébb ganglion és
amakrin sejt Jjeldl6dott, bar gyenge immunreakcié volt a
fotoreceptorokban is (8b &bra). Egy csap tipus tartalmazott
NSE-t a nydl retina ONL-jében, valamint sok neuron
jeldl6doétt az INL-ben és a GCL-ben (8c,d &dbra). A macska
fotoreceptoraiban nem taldltunk reakciét, mig a horizontdlis
sejtek erdés NSE-immunreaktivitdst mutattak (8e 4&dbra). Az
emberi retindban legtébb neuron, beleértve a
fotoreceptorokat, NSE-pozitivnak bizonyult. A legerésebb
jeldlés a ganglion sejtekben és fotoreceptor végtalpakban
volt (8f,g &bra).

Az elektronmikroszkdépos kisérletek igazoltdk, hogy az
NSE-immunreaktiv elemek Miller sejtek a Bufo marinus
retindban. Elektronmikroszképos szinten e sejtek lebenyes
magvai j6l1 felismerhetéek voltak. Az immunreaktivitds a
sejtek citoplazmdjdban volt 1l&thaté, mig a szomszédos
neuronok nem Jjeldldédtek (9. 4abra). Az altalunk haszndlt
antiszérum specificitédsat preabszorbcids teszttel
ellendriztiikk. Sem a tengerimalac, sem az emberi agy protein
extraktumdval preabszorbedlt antiszérumok nem Jjeldlték a

tengerimalac és a varangy retina metszeteit (10. &bra).



8 A-G abra. NSE-LI emlds retinakban. A Tengerimalac: erds jelolés lathatd a horizontalis gejtekben
(kettGs nyilhegy) és nagyméretdi ganglion sejtekben valamint néhany fotoreceptor  kiilso
szegmentjében. B Patkany: A ganglionsejtek és amakrinsejtek tObbsége jelolt az inl-ben;
megjegyzendd a fotoreceptorok gyenge jeldlddése. C, D Nyil. C Legtobb neuron jelolt az inl-ben
(nvilhegyek) és a gel-ben (nagy nyil). D Egyféle csap tipus (nyil) jelolt az onl-ben; azok a helyek,
ahol jeldletlen Miiller sejt nyulvanyok futnak az ipl-ben (nyilhegyek), jOl lathatok. E Macska: a
legtobb neuron, kivéve a fotoreceptorokat, immunpozitivak. F, G Ember: Eros jelolodeés lathato a
fotoreceptor talpakban, amakrinsejtekben (nyilhegvek) és nagy ganglionsejtekben (myilak). Léptékek:

A BE-GO60 pm; C 60 pm; D 40 pm.



9. dbra. Elektronmikroszképos
felvétel Bufo marinus egy NSE-
LI-t mutaté sejtjér6l. A Miiller
sejtekre  jellemz§  lebenyezett
mag részei (nucy €s nucy) jol
lathatok. Foltokban diamino-
benzidin lerakoddsok ldthatok a
citoplazmdban (nyilak) a Miiller
sejt jeloletlen neuronokkal van
koriilvéve (N1, Ny, N3 és Ny).
Csillag: idegrostok az inl-ben.

Léprék: 1000nm.



« a-NSE+PE |C a-NSE+NSE

10 A-F 4bra. Preabszorpciés kontroll kisérletek az anti-NSE antitest specificitasara vonatkozoan. A
Tengerimalac retina idegsejtjei jel61ddtek az anti-NSE antitesttel (a-NSE). B Tengerimalac fetina. Anti-
NSE antitest preabszorbeéltatva a tengerimalac agy protein extraktumaval (a-NSE +PE); nincs lathato
jeldlés. C Tengerimalac retina. Anti-NSE antitest preabszorbealtatva emberi agy protein
homogenizatumaval (a-NSE +NSE); nincs lathat6 reakcié. D Bufo retina anti-NSE antitesttel jelolve
(a-NSE). E Bufo retina. Anti-NSE antitest preabszorbealtatva tengerimalac agy protein extraktumaval

jelolve (a-NSE+PE); nincs reakcid. F Bufo retina. Anti-NSE antitest preabszobealtatva emberi agy
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Miutdn bizonyitottuk, hogy az daltalunk haszndlt
antiszérum specifikusan Miller sejteket jeldl a Bufo marinus
retindban, a kdzponti idegrendszer mds terilileteit, ugymint a
tectum opticumot és a gerincveldét is megvizsgdltuk azzal a
céllal, hogy kimutassuk a NSE gliaelemekben valéd
lokalizacidéjat. Feltételezéslinket a kisérleti eredmények
igazoltak; mindkét idegrendszeri terilileten csak gliaelemek
(ependimoglidlis sejtek és oligodendroglidk) jeldlédtek, mig
neurondlis elemek nem mutattak immunreaktivitdst (1lla &bra).
A sejtek radidlis nydlvdnyai kovethetéek voltak a tectum
opticum teljes vastagsdgdban (1lla,b dbra). Bdar az elsédleges
érz6 neuronok a gerincveld hédtsé szarvdba befutdé axonjai
jeldélédtek (1lc &dbra), maguk a gerincveléi neuronok nem
mutattak immunreaktivitdst. A Jjeldletlen neuronok mint
fekete 1lyukak voltak 1lathatdéak a szilrkedllomanyban (11d
dbra), ugyanakkor finom, radidlisan futdé rostok jeldlddtek a
fehérallomdanyban, amik a pia mater fel6li felszinen
gliarost-hdlézatban végzdédtek (lle 4&dbra). A gerincveld
fehérdllomdnydban az axonok mielinhivelyei (11f 4bra),
valamint a szilirkedllomdnybeli véredények asztrocitatalpakbdl
4116 hiivelyei szintén NSE-pozitivok voltak (11g &bra).

A kozponti idegrendszerrel ellentétben a vizsgdlt
autoném idegrendszeri (elsé szimpatikus) didcban és érzé
(masodik hatsé gydki) dicban nem a gliaelemek, hanem a
neuronok mutattak NSE-immunreaktivitdst, mig a glielemek nem

jeldlédtek anti-NSE antitesttel (11h,i &abra).
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LE A-l abra. NSE-LI a Bufo mannus kdzponti- A-G ¢s a periférias-idegrendszercben H, 1

v
H LA

opticum: az ependimoglidlis sejlek, melyck az optikus agvkamra mentén helyezkednek el, jol lathatdan
jeloltek (nvilhegvek). B Az cpendimoglidlis scjtek hosszi nyllvanyai (nvilhegek) a tectumban., €
Gerineveld: a hatso (dorzalis) szarwal (DH) szomszédos clsodleges érzékeld neuronok axonkdtegel
jeloltek  (kettSs nyslhegyek); nyilhegy: sulcus medialisposterior. D A gerineveld sziirkeallomanyaban
a nem jeldlt neuronok, mint fekete lyukak lathatOk (kis nvilhegek). E Jelolt glia elemek a
fehérallomanyban;  finom  rostjaik  (ketSs  nvilhegiek)  behatolnak a  sziirkeallomanyba, Az
oligodendrogliak altal képzett mielinhiivelyck szintén jeloltek (nyilhegyek); az dres nyil, a canalis
centralis iranyaba mutat. E NSE-LI miclinhiivelyek (nyilhegek) a fehér allomany ventromedialis
részén. G NSE-LI glia végzddésekkel koriilvett véredények (dres nyilak) a sziirke alloményban,
kizel a canalis centralishoz. H Elsd szimpatikus ganglion: a neuronok (csillagok) jelolddtek. 1 Masodik

dorzalis gyokér ganglion: csak neuronok jelolodnek (esillamk). Liptckek: A, B, E, F ¢é¢s G 30 pm;
&) 2ang J L
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4. IV. Kettés jelolés anti-NSE és -GFAP antitestek
hasznalataval

NSE- és GFAP-immunreaktivitds Jjelen wvolt a Miller
sejtekben a Bufo marinus retina minden rétegében (12a,b
abra). Mig a monoklondlis anti-GFAP antitest csak Miller
sejteket, addig a poliklondlis anti-GFAP antitest
horizontdlis és Kkisméretd pdlcika fotoreceptor sejteket is
jeldélt proébakisérleteinkben (12c dbra). Ez a jeldlési
mintdzatbeli kiilénbség a mono- és poliklondlis anti-GFAP
antitestek kozétt valészinlleg a poliklondlis anti-GFAP
antitest vimentinnel vald keresztreakcidéjdnak koszdnhetd (a
vimentin egy mdsik tipusd 4&4tmeneti filamentum anyaga). A
vimentint mdr kordbban kimutattdk hal (Vaughan és Laseter
1990) és egér (Drager 1983) horizontdlis sejtjeiben, de
fotoreceptorokban még nem. A tectum opticumban az NSE-
immunreaktiv gliasejtek tobbsége GFAP-pozitiv volt (12d,e
dbra). BAr a GFAP sokkal erésebb Jjeldlést adott, az
immunpozitiv  struktirdk mindkét antitest esetében jol
lathatéak voltak. A gerincvelében is mind a glidlis eredetd
rostok, mind a koézponti csatorna faldnak ependimoglidlis

sejtjei kettésen jeldlédtek (12f,g dbra h,i abra).

4. V. Fénymikroszkopia: a Miiller sejtek morfoldgiaja és
eloszlasa a Bufo marinus retinajaban

Retina keresztmetszeteken a Miller sejtek mind
fluoreszcens (13a abra), mind DAB-bal eléhivott
immuncitokémiai prepardtumokon erésen jeldlédtek (13b &bra).

A jeldlt sejttestek az INL kdzepén voltak lathatdk; a sejtek



12 A-1

A-C retinaban, D-E tectum opticumban és F-I a gerincveldben. A NSE-LI Miiller sejtek kettdsen
jeloltek B monoklonalis anti-GFAP antitesttel és C poliklonalis anti-GFAP antitesttel; a vékonynyaku
palcikak kiils6 szegmentjei (nyilhegyek) szintén jeldlddtek. D-E A tectum opticum jeldlése D NSE-re
és E GFAP-ra; a megegyez0 struktiirakat nyilhegyekkel jeldltiik meg. F-G A gerincveldi struktirak
FE NSE- G GFAP-LI; az azonos gliarostok nyilhegyekkel vannak jelolve. H NSE-LI és I GFAP-LI
azonos gliaclemek a canalis centralis koril (a nyilhegyek két sejttestet jelolnek). Léptékek: D 30 pm,

(mely vonatkozik A-C, E-I-re is).



13 A-D abra. NSE-immunreaktiv Maller etek retina metszeteken ( ) és wholmoutokon (G, D).
A Fluoreszcens felvétel, melyen a jelolt nytlvanyok a retina teljes vastagsagaban atérik. A sejttestek
az inl-ben helyezkednek el. B Félvékony metszet egy DAB-reakcioval készitett anyagbOl. Erdsen
immunreaktiv pericellularis kosarak lathatok a fotoreceptor sejttestek (csillagok) koril, mig az
immunreaktiv sejttestek (myilak) az inl-ben vannak jelen. Az jpl-ben néhany vertikalis nyalvanyt is
megfigyelhetiink (fres nyilak). A gl néhany sejtje immunreaktiv nyllvanyokkal van koriilvéve
(nyilhegyek). Egy erbsen jeldlt vastag nyulvany (keftGs nyilhegy) szomszédos sejttesteket hatarol el
egymastol. C A wholemount preparatum széle. Csak a Miiller sejtek vastag nyllvanyai lathatok
(nyilhegyek), amint at ipl-en hatolnak keresztiil. D Miiller sejtek erOs nagyitassal. Kettds nyilhegy:
sejttest; nyilhegy: maganyos nyalvany az ijpl-ben; nyilhegy csillageal: elagaz6dd nyulvanyok a.gl-ben.
Léptékek: 20 pm A B és D; 40 um C.
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nydilvdanyai mind ebben a rétegben, mind a kiilsé retindlis
rétegek felé nyudltak, s ott a fotoreceptorok sejttestjeit
fogtdk Kkoéril (13a,b dbra). Az IPL-ben 1ldthaté immunreaktiv
nydlvanyok viszonylag kis szamdbél (13a,b 4&abra) arra
kévetkeztettink, hogy a Miller sejteknek csak egy
fénydlvanyuk van az IPL-ben. Ez a megallapitéas jo
6sszhangban volt a wholemount preparatumokon
tapasztaltakkal, ahol Jjél1 1l&attuk, hogy valéban csak egy
fényulvany halad keresztil az IPL-en (13c,d &bra). A Miller
sejtek nydlvdnyai koértilélelik a neuronokat mind a kilsé,
mind a belsé retindlis rétegekben, amint ez 1lathaté a
keresztmetszeteken (13a,b &bra) és a wholemountokon is
(13c,d &abra).

A Miller sejtek szdmdnak és eloszldsanak vizsgdlata
wholemount prepardatumokon tértént. A retina teljes terlletén
a Miller sejtek egyenletesen oszlottak el; a tapasztalt
enyhe denzitds kiildnbségek nem hozhatdk Osszefliggésbe
kézpont-szél irdnyd graddiensekkel. Kisebb 6sszefliiggé magas
gliasdriségd foltok sem voltak a retina teriletén (1l4a
dbra). Az &tlagos slriliséget és a Miuller sejtek szamdt hdrom
wholemounton szdmoltuk meg. Az 1. tédbldzatban jél 1l&athaté,
hogy az dtlagos denzitds 1500 sejt/mm 2. A teljes sejtszanm
116000 és 148000 kozott valtozott, a retina
mérettdl filggbéen. A khi-négyzet préba megerbsitette azt a
feltételezést, hogy a Miller sejtek eloszlasa sem a normal,
sem a random eloszlds gorbéjével nem egyezik (1l4b &bra). A

rendezettségi mutaté (dtlag osztva a szdrassal) magas volt
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14 abra. Denzitds térkép (A) és a legkdzelebbi szomszéd analizisének grafikonja (B). A Miiller

- r o ’ - ) k )
sejtek eloszlasa a retindban. A szdmok 100-zal szorzandok/mm?. A fekete pont a nervus opticus helyét

Jeloli ki. D: dorzalis, N: nazélis polus. B A legkdzelebbi szomszéd analizis. Az 1,2 és 3 grafikon

azokat az eredményeket mutatjik, melyek az 1. tablazat 1,2 és 3. soréban szerepelnek.



1. Tablazat

Harom retindlis wholemount Miller sejtjeinek mennyiségi
analizise

A retina Denzitds LegkOzelebbi Szabdlyos— Becsiilt

mérete (sejt/mm?) szomszéd sdgi mutaté teljes
(mmz) atlaga (pmtS.E.) sejtszam
83,0 1390 13,1+3,1 4,9 115700
76,0 1668 11,3+4,4 2,6 126800

97,5 1514 12,7+3,1 4,1 147000
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(a hdrom retina 4atlaga 3,6) mutatva, hogy a Miller sejtek

eloszldsa a retindban meglehetésen egyenletes.

4. VI. A retina neuronalis elemeinek glialis szigetelése

A wholemountok és az elektronmikroszképos prepardtumok
parhuzamos vizsgdalatdval deritetettiikk fel a glia szigetelés
morfolégiai jellemz6it. Az ONL kiilsé hatdranal a Miller sejt
nydlvdnyok egy hdldszerd rendszert formdltak a fotoreceptor
sejttestek koril az ONL kiulsé hataranal (15a abra). Az egyes
fotoreceptorok sejttestjei ko6zo6tt gliaboritas 1lathaté az
elektronmikroszképban (17a &bra), kivéve, ha az uUn. kettés
csapokat vizsgdljuk (17b &dbra). Immunjeldlt preparatumokon
az elektrondenz DAB szemcsék jél lathatdéak a Miller sejtek
citoplazmdjdban, a fotoreceptor sejttestek kozotti
nyulvanyokban (16b abra). A fotoreceptor végtalpak
membrdnjai-a fotoreceptor sejttestekkel ellentétben- gyakran
lathatdék szoros kapcsolatban a szomszédos végtalpakkal,
kozbeiktatott glidlis szigetelés nélkil (17c 4abra). Az
OPL/INL hatdran Miller sejtek nyudlvdnyai fészket formaltak
az INL kulsé hatdrdn elhelyezkedd neuronoknak (15b &abra). A
Miller sejtek sejttestjei koénnyen azonosithaték, mind az
immunjeldlt (16a dbra), mind a hagyomdnyos
elektronmikroszképos preparatumokon (17d abra) a rajuk
jellemzé nytujtott, gyakran szegmentdlt sejtmagjuk alapjén.
Az immunjeldlt Miller sejtek citoplazméaja a DAB
reakcidtermék elektrondenz szemcséit tartalmazta (16a &bra).
Hagyomdnyos elektronmikroszkdépos preparatumokon a Miller

sejtek citoplazmdja soOtétebb volt, mint a neurondlis elemeké



15 A-F abra. Jelolt és DAB-reakcidval elohivott Miiller sejtek wholemounton kiilénb6zo f(lkusz

sikokban. A Halbszerli szerkezet a fotoreceptorok nyaka koriil. B Egyenetleniil elhelyezkedd
nﬁlvényok fészkeket formalnak az inl kiilsd rétegének neuronjai korill (csillagok) az opVinl
hataran. C Nyulvanyok indulnak ki (nyilhegyek) a Miiller sejttestekbdl az inl-be. _l_) Torzsnyalvanyok
(nyilhegyek) az ipl-ben. E Erdsen immunreaktiv nyllvanyok (nyilak) a gl szintjén. F A jelolési
mintazat a belsd hatarold membran (inner limiting membrane) szintjén. Csillag sejt a gol-ben, a nyilak
egy koteg optikus rost fele mutatnak. Figyelemre méltd, hogy az immunreaktivitas ott a legerdsebb,

ahol sem ganglion sejttestek, sem optikus rostok nincsenek. Lépték: 40 pm A-n. s ez érvényes a tobbi

féenyképre is.
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abrai. A Egy immunjelolt Miiller sejttest

a sejtmag egy részével. Az erBsen immunreaktiv citoplazmarészletek nyilakkal jeloltek. A hatar a
immunjel6lt Miller sejt és a szomszédos nem jeldlt neuronok kozott nyilhegyekkel van kijeldlve.
NNUC: a nem jelolt neuron nucleusa. B Egy immunreaktiv Miiller sejt nyalvany (nyilhegyekkel

N & i
korulhatarolva) a nem jelSlt fotoreceptor sejttestek kozott. Lépték: 500 nm mindkét foton.






17 A-F abra. Elektromikroszkopos felvételek, melyek a Miiller sejttesteket €s azok nyllvanyait
mutatjak az onl-ben (A-C) és az inl-ben (D-F). A Fotoreceptorok az onl-ben NSE-LI Miiller sejt
nyalvanyokkal (nyilhegyek) vannak koriilvéve. B Miiller sejt nydlvanyok fotoreceptor szomakat
valasztanak el egymastol. R: palcika (rod); C: csap (cone). A kettds csapok elemei nincsenek
elvalasztva (az egymassal parhuzamosan futd6 membranok nyilhegyekkel vannak jelolve) Miiller sejt
nyulvanyokkal. Ures nyil: szinapszis a csap talpakon. C A palcika és csap talpak (RP és CP) nincsenek
elvalasztva a glia burokkal egymastdl (a nyilhegyek az egymassal érintkezO membranokat jel6lik).
Nyilak: szalag szinapszisok a fotoreceptor terminalisokban. D Szomszédos Miiller sejtek (M_l_, M, és
M_a_) nyulvanyaikkal érintkeznek (nyilak) az inl-ben. E Egy bipolaris sejt (B) axonja (csillag) Miiller sejt
citoplazmajaval van korilvéve (M). Nyil: a retinalis felszin iranya. E Miiller sejtekkel (M)
koriilzart neuron nyulvanyok (csillag) az inl proximalis részében. Léptékek: 2 pm A, E; 1 pm B,
D és F; 200 nm C.

18 A-D ébra. Elektronmikroszkopos felvételek a proximalis retina rétegekben levo Miiller sejt
nyalvanyokat mutatnak. A Nagyméretii Miiller sejt nyilvany (MP) az ijpl-be farodik. Néhany oldalag
(kett6s nyilhegy) szintén lathatd. A: amakrin sejt, nyilhegyek: a hely, ahol Miiller sejt nyllvanyok az
ml szomszédos neuronjainak nyllvanyai az ipl felé torekszenek. B A grl és az ofl. Miiller sejt
nyulvanyok (csillagok pontokkal osszekotve) haladnak el N, és N, kdzott, mig az N; és N, nincs
elvalasztva egymastol (az egymas felé forduld membranok nyilakkal jelltek). Miiller sejt nyalvanyok
(nyilhegyek) teljesen elvalasztjdk a neuronokat az ofI-t0l, mig nyllvanyaik halozata hézagos (egy
hézag nyilhegy + csillageal van jeldlve) az ipl felé (dres nyil) A belsd hatarhartya (inner limiting
membrane; ILM) a retinat hatarolja el az iivegtesttdl. C Egy Miiller sejt nyulvany (MP) neuronok
kozott (N, és N,) halad el az ipl-bol az ofl-ben (néhany rost csillagal van jelolve). Mas neuronok
nincsenek elvalasztva (nyil az N, €s az N, kozow). Egy Miiller sejt nyulvany (nyilhegyek) elagazik
és kitegekre osztja az optikus rostokat. Még a legnagyobb optikus rostok (csillagok) is mielinhively
nélkiiliek. D Bar a Miller sejt nyllvanyok (MP) kibocsatanak néhany rovid mellék agat
(nyilhegyek), nem boritjak be egyenként az optikus rostokat. Léptékek: 2 pm A, 1 pm B és 500 nm

C, D.
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(17d,e 4&abra), valdszinlGleg annak koszdnhetden, hogy egy
éjszakdn &4t voltak kezelve uranil-acetattal. Az elektrondenz
citoplazma alapjdn nemcsak a Miller sejtek sejttestijei,
hanem a plexiform rétegekbe kifuté nydlvanyaik is
azonosithatdéak voltak.

A Miller sejtek sejttestjei toébbnyire az INL kbézepén
helyezkedtek el, s nyudlvanyokat kildtek egymds felé (15c,
17d 4&dbra). Igy az INL-ben egy nem folytonos gliaréteget
képeztek, elvdlasztva a kiulsé (horizontdlis és bipolédris) és
a belsé (amakrin és interplexiform) neuronokat egymdastél. A
bipoldris sejtek axonjai és mds nem azonositott nydlvéanyok,
egy részik valdészinldleg az interplexiform sejtekhez
tartozik, Miller sejtekbe voltak bedgyazva (17e,f &bra). A
Miller sejtek csak egy toérzsnydlvanyt képeztek az IPL-ben
(15d &4bra), bar néhdny kis &tméréjd horizontdlisan futéd
Miller sejt nydlvanyt szintén lattunk az
elektronmikroszkdépban (18a abra). A toérzsnyulvanyok
egyenesen futottak le a GCL kiilsé hatdraig, ahol eldagaztak
és egy nem folytonos gliaboritdst képeztek a sejttestek
f616tt (18b abra). Ezutan a fényﬁlQényok atnyultak a GCL-en
elvalasztva néhdny, de nem valamennyi, sejttestet egymdstdél
(18b,c dbra). A Miller sejt nydlvdnyok uUjra eldgaztak a GCL
sejtjei alatt, egy folytonos gliaréteget képezve a sejtek és
az optikus rostok koézétt (18c 4dbra). A retindban futé
optikus axonokon nem taldltunk mielinhivelyt vagy barmiféle
gliaboritdst (18c,d &bra). Ezzel szemben a Miller sejtek

citoplazmatikus nydlvdnyai koriulzdrtak optikus rostkétegeket
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(18d &dbra). Mds burokformdld elemek az OFL-ben, ugy mint

asztrocitdk vagy oligodendroglia sejtek, nem voltak jelen.
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5. Az eredmények megbeszélése

Anti-MAP2 és anti-NSE antitestekkel a farkatlan
kétéltlek (elsésorban a Bufo marinus) retindjdnak metszeteit
és wholemountjait, valamint elektronmikroszkdép segitségével
a benniik taldlhato gliasejtek ultrastruktirdjat

tanulmanyoztuk.

5. I. A MAP2 tartalmi sejtek
A  MAP2 ellen készilt monoklondlis antitest a
fotoreceptorok, az amakrin sejtek és a ganglion sejtek egy-

egy szubpopuldciéjat jeldlte.

5. I. a, Fotoreceptorok

A jeldlt fotoreceptorokat csapoknak tekintettik
szémdjuk alakja és azok ONL-beli elhelyezkedése, valamint
rovid kiilsé szegmentjeik alapjan. A CaBP jelenléte ezekben a
sejtekben megerésitette ezt a feltételezésilinket annak
ellenére, hogy ez az anyag nincs jelen valamennyi csapban
Bufoban. E tekintetben a Bufo hasonlit a szalamandrahoz
(Pasteels és mtsai 1990), de Kkildénbdézik az emlésoktél
(Réhrenbeck és mtsai 1989) és a galambtdél (Pasteels és mtsai
1987). Mindezek koévetkeztében ez a médszer nem hasznalhatd a
MAP2-pozitiv csapok ardnydnak meghatdrozdsara a teljes
csappopuldcién belil. A fényérzékeny elemek nem tartalmaznak
MAP2-t kifejlett patkdnyban (Okabe és mtsai 1989) és filirjben
(Tucker és mtsai 1988) annak ellenére, hogy a MAP2c
jelenléte kimutathaté az emlitett 4dllatok fotoreceptor

sejtjeiben az egyedfejlédés korai szakaszaiban (Tucker és
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Matus 1987; Tucker és mtsai 1988). Eredményeink tehat az
elsé adatok kifejlett gerincesek MAP2-immunreaktiv
fotoreceptoraira vonatkozdan.

A MAP2-pozitiv csapok szamdt kb. 200000-re becsiiltiik,
amely a teljes csap populdcidé 10-15%-a lehet Bufoban (Jagger
1988; Zhang és Straznicky 1991). A MAP2 tartalmi csapok
eloszldasa a retindban tikrézi a teljes csappopuldcid
eloszlasat (Zhang és Straznicky 1991), bdr a denzitédsbeli
kildnbségek kisebbek. A csapok altipusait eml8sékben azok
pigment tartalma (Szél és ROhlich 1988; Szél és mtsai 1988)
és a Porcion Yellow nevd festék szelektiv felvétele alapjén
hatdroztak meg. Ez az anyag emberszabasuakban a kék szinre
érzékeny csapokat Jjeldli (De Monasterio és mtsai 1981,
1985). A Kkékérzékeny csapok emberi retindban morfoldégidjuk
alapjan felismerhetéek (Ahnelt és mtsai 1987) és alacsony
CaBP tartalmuk alapjan macskdban és majomban is
elkulénitheték (RShrenbeck és mtsai 1989). A farkatlan
kétéltlek 1legtdbb csapja egy fécsoportba tartozik (Saxén
1954; Kinney és Fisher 1978), mely vOrdés fényre érzékeny
(Witkovsky és mtsai 1981a, b), de igazolt tébb mas csaptipus
léte is, nevezetesen a nagy kettés csapoké és a kis egyes
csapoké (Saxén 1954; Hailman 1976). A Xenopus laevis
retindban a kis <csapok pigmenttartalmuk alapjan nagy
valdészinlséggel kék fényre érzékenyek (R6hlich és mtsai
1989), de ezek nagyon ritkdk ebben a fajban. A kis egyes
csapok szintén jelen vannak a Bufoban (sajdt nem publikdlt

adat). Ezek alapjan ugy t@nik, hogy az &ltalunk kimutatott
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MAP2-immunreaktiv csapok a farkatlan kétéltlek retindjdnak

kis kékérzékeny csapijai.

5. I. b, Ganglion sejtek

Mind az emlés mind a maddr retina tartalmaz MAP2-
pozitiv ganglionsejteket, de szdmukat, morfoldgidjukat még
nem hatdroztdk meg (De Camilli és mtsai 1984; Matus 1988;
Tucker és mtsai 1988). Nemrégiben Widssle és Boycott (1991)
ezeket a sejteket az enlés retina alfa-tipusad
ganglionsejtjeihez sorolta. Retrogrdd toéltéssel igazoltuk,
hogy a MAP2-pozitiv sejtek a GCL-ben valdéban ganglion sejtek
a Bufoban is. A kettdsen jeldlt sejtek egy részének az IPL
két Kkuloénb6z6 alrétegében 1is vannak dendritdgai. Ganglion
sejteket hasonléd morfoldégidval a nagy l-es tipusu
ganglionsejtekhez soroltdk Bufoban (Straznicky és mtsai
1990). Azoknak a sejteknek az alcsoportja, melyek az IPL
disztdlis alrétegében dgaznak el, morfoldégiailag és
fizioldégiailag az emlésdk alfa tipusd fénykikapcsoldsra
érzékeny (OFF) sejtjeihez hasonlithatéak (Maturana és mtsai
1960; Stirling és Merill 1987). Erdekesséqg, hogy
eml&sbkben, az alfa ganglion sejtek tartalmaznak
neurofilament triplet fehérjét (Drdger és mtsai 1984). Mivel
a MAP2 Osszek6ti a neurofilamentumokat a mikrotubulusokkal
(Hirokawa és mtsai 1988), egy rendkivil stabil sejtvaz
rendszer Jjon létre ezen ganglionsejtek nagy dendritjeiben
(Matus 1988). Eszleleteink megerésitik ezt a feltételezést,

azonban tovdbbi kisérletes munka szilikséges, hogy a MAP2-
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immunreaktiv ganglionsejtek morfolégiai és fizioldgiai

jellegét sikeresen feltdrjuk.

5. I. ¢, Amakrin sejtek

A MAP2-immunreaktiv amakrin sejtek eloszldsa nagyon
hasonlit a farkatlan kétéltldek INL-beli sejtjeinek dltaldnos
eloszlasdhoz (Zhu és mtsai 1990). Teljes sejtszamuk és
denzitdsuk azonban azt mutatja, hogy nem azonosithaték a
korabban mar leirt SP- (Hiscock és Straznicky 1989a), NPY-
(Hiscock és Straznicky 1989b), SOM- (B.-S. Zhu és J. Hiscock
nem publikdlt adatai), CCK- (Osborne és mtsai 1982), TH-
(Zzhu és Straznicky 1990a) és 5HT- (Zhu és Straznicky 1990b)
tartalmi amakrin sejt populdcidkkal. Ugy tidnt, hogy vagy
ezen populdciék keverékébsl tevédik oOssze a MAP2-pozitiv
amakrin sejtek csoportija, vagy esetlegesen a MAP2 tartalmu
amakrin sejtek lehetnének a GABA- (Gdbriel és mtsai 1992)
illetve glicin-(Kleinschmidt és VYazulla 1984) tartalmd
sejtek egy alcsoportija. Kettds Jeldléses kisérleteink
azonban vildgosan megmutattdk, hogy az 4dltalunk MAP2-
pozitivnak taldlt amakrin sejtek vagy TH- vagy S5HT-
immunreaktivak; bdr nem minden 5HT-sejt MAP2-immunreaktiv is
egyben. A toébbi, kordbban mdr emlitett tipus nem mutatott
MAP2-immunreaktivitédst. Tovabba az anti-TH és ~5HT
antitestek keveréke valamennyi MAP2-pozitiv amakrin sejtet
jeldli. A B5HT-pozitiv amakrin sejtek kézétt a  nagy,
szerotonint szintetizdaldé sejttipus (Zhu és Straznicky 1990b;
Zhu és mtsai 1992) Jjeldlédott rendszeresen MAP2-val is. Ezt

erdsitették meg sejtszdmoldsi adataink is. A TH- (Zhu és
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Straznicky 1990a) és a nagy 5HT- (Zhu és Straznicky 1990b)
immunreaktiv sejtek szdma éppen megegyezett a MAP2-pozitiv
amakrin sejtekével (13600 és 14800 hasonlé méretd retindk
figyelembe vételével).

A MAP2 valamint a TH ill. 5HT kolokalizécidéja nagy
amakrin sejtekben rendkivil érdekes. Mivel a kis és a
kézepes nagysdgu amakrin sejtek nem tartalmaznak MAP2-t,
joggal feltételezhet§, hogy e sejtekben -a nagy
ganglionsejtekhez hasonléan- a MAP2 feladata egy stabil
citoszkeleton 1létrehozdsa. Eszleleteink tovdabba azért is
fontosak, mert megmutattdk, hogy bizonyos citoszkeletdlis és
citoplazmatikus fehérjék ellen termelt antitestek
eredményesen alkalmazhatdk sejtcsoportok szelektiv

citokémiai jeldlésére.

5. II. A NSE tartalmi sejtek

A NSE kiilénb6z6 gerinces fajok retindjaban kildénbdzd
neuronféleségeket jelsl. Erdekesség, hogy az axolotl
retindban mind a neuronok, mind a Miller sejtek
immunreaktivak voltak, a farkatlan kétéltlekben pedig

kizdrdélag a Miller sejtek voltak NSE-pozitivak.

5. II. a, A NSE-jelblé6dési mintazat egy 1lehetséges
magyarazata

A NSE gamma/gamma alegységekbdl allé homodimer
szerkezetd fehérje, mig a NNE alfa/alfa alegységeket
tartalmaz. Az alfa és a gamma alegységek szerkezete

kiilénbdz& (Pickel és mtsai 1976; Schmechel és mtsai 1978b).
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Alfa/gamma heteromer szerkezetd enolaz talalhatéd
neuroendokrin sejtekben (Schmechel és mtsai 1978a). Ez a
heterodimer is Jjeldlhet6 anti-NSE antitestekkel, mivel azok
a gamma alegység egy sajdtos, az alfa alegységben nem
megtaldlhaté polipeptidszekvencidjdt ismerik fel. Nem volt
még példa azonban arka, hogy gliaelemek NSE-t
tartalmaznanak. Eredménylnk, miszerint a Miller sejtek és a
kézponti idegrendszerben taldlhaté gliaelemek NSE-
immunreaktivitdst mutatnak a farkatlan kétéltlekben, két
kérdést vet f£f61l: (1) Miért Jjelenhet meg a kétéltldek
gliasejtjeiben a NSE a filogenezis sordn? (2) Hogyan
lehetséges, hogy egy fajon belil a periférids idegrendszer
neuronjai, de ugyanakkor a retina Miller sejtjei és egyéb
kézponti idegrendszeri gliasejtek is NSE-t tartalmaznak?
Mivel sem a NSE/NNE aminosav sorrendjét, sem génjeik
szerkezetét/helyét nem ismerjik, a lehetséges magyardzatokra
csak kovetkeztetni tudunk. Az &dltalunk haszndlt antitest a
gamma alegységet ismeri fel specifikusan, igy a kimutatott
Miller sejteknek, illetve egyéb glidknak legaldbb egy gamma
alegységet kell tartalmazniuk. Ha a gamma alegység génje nem
fejez6dik ki a kozponti idegrendszeri neuronokban, illetve
helyette az alfa alegység génjei kapcsolnak be, a
gliasejtekben is természetszerlleg meglevd gamma alegység
génje aktivdldédhat, és igy a glidk képesek lehetnek a gamma
alegység szintézisére Bufo marinusban. Ez elegendé a
gliasejtek NSE immunreaktivitdsdnak kifejlédéséhez.
Hipotézislinket alatdmasztani 1ldtszik az a megfigyelés, hogy

a NNE mar az egyedfejlbédés igen korai szakaszdban
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megjelenik, mig NSE jelenléte csak jdéval késébb mutathatéd ki
(Schmechel és mtsai 1980b). Igazolt tény tovdbbd, hogy a NSE
nagyon kis mennyiségben van jelen az embriondlis Kkor korai
szakaszdban, és csak akkor emelkedik aktivitdsa, amikor
megjelennek a  koézponti idegrendszer elsé funkciondld
szinapszisai (Cicero és mtsai 1970b). Ha a farkatlan
kétéltliek neuronjai megtartjdk NNE termelé képességiiket és a
gliasejtek kezdik el termelni a NSE-t, az eredmény
természetesen a gamma alegység megjelenése a gliasejtekben,
s hidnya a neuronokban.

A magyardzat arra, hogy a NSE glidlis 1lokalizdciéju a
kézponti idegrendszerben ugyanakkor neuronokban taldlhaté a
periférias idegrendszerben lehet az, hogy farkatlan
kétéltldekben az enoldz enzimeket termeld gének csak az
idegrendszer e két részének szétvdldsa utdn aktivdlédnak a
korai embriogenezis sordn. Differencidlis génexpresszid
pedig maris megmagyardznd eredményeinket. Mivel a farkatlan
kétéltlek csoportja a filogenezis egyik zsdkutcdja, érthetd,
hogy a kuldnleges enoldz génexpresszidés mintdzat nen
figyelhet6 meg mds filogenetikai csoportokban. Ez a
megdllapitds j6l1 illeszthetd eredményeinkhez.

A NSE jelenléte gliasejtekben (illetve méginkdbb hidnya
a neuronokbdél) nem tdnik fizioldgiailag elénydsnek, hiszen a
NSE klorid rezisztens, mig a NNE nem (Marangos és mtsai
1978). A NSE-nek ez a tulajdonsdga hasznos a neuronokban,
ahol igen eré6s a kloridionok vandorlésa.

Megfeleld ismeretek hidnydban eredményeink molekuldris

hdttere nem vildgos. Ennek ellenére azonban nyilvédnvald,
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hogy a NSE, mint markermolekula, alkalmas a farkatlan
kétéltidek Miller sejtjeinek szelektiv kijeldlésére. Igy azok
morfolégiai analizise mind fény- mind elektronmikroszképos

szinten végrehajthatd.

5. II. b, A Bufo marinus Miller sejtjeinek az emldsékétdl
eltérd morfoldgiai sajatossagai

A Bufo marinus retina Miller sejtjeinek
fénymikroszképos megjelenése nagyon hasonlit a mds gerinces
fajokéihoz (Bignami 1984; Dreher és mtsai 1988; Robinson és
Dreher 1988; Gaur és mtsai 1988; Reichenbach és Wohlrab
1983; Reichenbach és mtsai 1991; Schnitzer 1988). A f6
morfoldégiai Jjellemz6k: a hdldszerd kiils6 hatdrold membrdn
(outer 1limiting membrane, OLM), a . rengeteg nyulvdny a
fotoreceptorok és az INL-beli sejtek koéril, csak egy £6
nyulvany az IPL-ben és a folytonos bels6 hatarold membran
(inner 1limiting membrane, ILM). Kvantitativ vizsgdlatunk
eredménye azért érdekes, mert ellentétben a neuronok nem
egyenletes eloszldsdaval a Miller sejtek egyenletesen
oszlottak el a retina teljes felszinén, néhdny helyi
kiildénbséget leszdmitva. Eredményeink jol egyeznek a teknés
retindban leirt egyenletes eloszldssal (Gaur és mtsai 1988).
Mindkét fajnak jo6l fejlett 1ld&técsikja van a GCL-ben, és
rdaddsul a Bufoban egyenetlen a sejteloszldas a 1latécsik
£f6ld6tt az INL-ben (Zhu et al 1990) és a fotoreceptorok
rétegében is (Zhang és Straznicky 1991). Ezzel ellentétben
az emlés retindban a Miller sejtek eloszldsa tikrdzi a

retindlis neuronok egyenlétlen eloszldsédt (Dreher és mtsai
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1988; Reichenbach and Wohlrab 1983). A Miller sejtek
feln&éttkori egyenlétlen eloszldsa az embriondlis és korai
posztnatdlis egyenletes eloszldsbél fejlédik ki (Reichenbach
és mtsai 1991). A becsiilt Miller se]jt csiucsdenzitds az emlés
retindban 12000-17000/mm?, amely kb. 6-8-szor nagyobb, mint
az alacsonyabb rendd gerinces fajokban (1500-2000/mm2).

Az egyenlétlen neuroneloszlds a retindban az evolitciéd
soran el&sz6r néhdny egymdstdl taxondmiailag flggetlen
csontoshal fajban Jjelent meg (Collin 1987; Schwassmann
1968), majd késdébb valamennyi szdrazféldi békdban eldéfordul
(Straznicky 1992) a 1ldatécsik formdjdban. Bdr adatok nem
ismeretesek a csontoshalak retindjdnak gliasejt
eloszlaséardl, beleértve az esetlegesen meglévd area
centralis vagy fovea teriiletét, az eredmények a tekndésben
(Gaur és mtsai 1988) és Bufo marinusban azt sugallijdk, hogy
az evolicid sorédn kialakulé centrdlis retindlis
specializdcidkat nem roégtén kodvették a gliaelemek hasonléd
elrendezédései. Ezt tédmasztja ald az is, hogy a Miller
sejtek kis silriliségben, egyenletesen eloszolva fordulnak elé
az alacsonyabbrendli gerincesek retindjdban. Mivel a Miiller
sejtek és a neuronok eloszldsprofilja nem hasonlit egymédsra
a Bufo retindban, a két érték hdnyadosa valtozik a retina
periféridja felé haladva. Korédbbi  adatok (Nguyen és
Straznicky 1989; Zhang és Straznicky 1991; Zhu és mtsai
1990), valamint a mi becsléseink alapjdn egy centrdlisan
elhelyezked6 Miller sejt kb. 30 fotoreceptor, 40 INL-beli
neuron és 12 GCL-beli neuron szdmdra biztosit tédmasztdst és

burkot. Ugyanez az érték a retina periféridjan 18, 10 és 2.
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Az egyenlétlen gliaeloszlds funkciondlis koévetkezményei még
nem ismertek. A Miller sejtek felelések a K' ionok
felvételéért és visszajuttatdsdért a szervezet
ionkérforgdsdba (Newman 1984; Newman és mtsai 1984). Az
extrém erds fény hatdsdra 1létrejové ingerkiiszdb-valtozds,
valamint a s6tét-adaptdlt retindban erdés fényingerre
létrejdvé, a normdlistdl eltérd elektroretinogram-hulldmok
ezen ardnytalan glia/neuron eloszlds kovetkezményei a
farkatlan kétéltiliek retindjdban.

Kordbbi elektronmikroszképos vizsgdlatok leirtdk a
Miller seijtek laterdlis membrdnspecializdcidit (Lasansky
1965) és a citoplazmdjukban taldlhaté organellumokat (Uga és
Smelzer 1973) a farkatlan kétéltliek retindjdban. Egy
tanulmdny sem vizsgdlta azonban a Miller sejtek és a
neuronok sejttestjei koézti kapcsolatrendszert a kiilénbdzé
retindlis rétegekben. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
fotoreceptor szémdkat gliasejtek vékony nydlvédnyai
vdlasztjdk el, de azok végtalpai az OPL-ben é&rintkeznek
egymdssal. Bdr a vords fényre érzékeny pdlcikdk Bufo
marinusban réskapcsolatokkal kapcsolddnak egymashoz a belsé
szegmentek magassdgdban (Gold és Dowling 1979), a gliaburok
megakaddlyozza a depolarizdacié 1l11l. a hiperpolarizdcié
tovaterjedését egyik csap tipusrdl a mdsikra. Mivel a
tovaterjedés eqgy nemkivédnatos szinkron aktivdacidéhoz
vezethetne valamennyi szinkdédolt fotoreceptoron, a
gliaburkok Jjelenléte elsédleges fontossdgiy a szigndlok
spektrdlis tisztasdgdnak megérzése szempontjdbél. Ezzel

szemben némely pdlcikdk és csapok végtalpainak membranjai
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hosszi szakaszon parhuzamosan futnak egymdssal, amelynek
kévetkeztében a pdlcika talpak aktivdlhatnak néhdny csapot
szkotopikus koériilmények kozdtt.

A Miller sejtek az INL-t két szektorra vdlasztjdk szét.
A kils6 és a belsé szektor topogrdfiai elkiiléniilése
Osszefliggésbe hozhaté az INL funkciondlis felosztdsaval; a
kiils6 a bipolaris és horizontdlis sejteké, a belsé pedig az
amakrin és interplexiform sejteké. A Miller sejtek
csatorndkat alkotnak az interplexiform sejtek nyudlvdnyainak
az INL-b8l1 az OPL-ig, biztositva a glia szigetelést (Gédbriel
és mtsai 1991).

A GCL neuronjai egy folyamatos és egy nem folyamatos
Miller sejtnydlvdny réteg kozott helyezkednek el. Egyes
sejttestek rdaddsul el vannak vdlasztva egymdstél vertikdlis
Miller sejt nydlvanyokkal. Hasonld elrendezd8désd
nyudlvdnyrendszer volt megfigyelheté a macska GCL-ben (Biissow
1980; Holladnder és mtsai 1991), de ott a gliaszigetelés
kialakitdsdban asztrocitdk is részt vesznek (Holldnder és
mtsai 1991; Schnitzer 1988). A kiilsé gliaburkolat
elszigeteli a GCL neuronijait az iondramok d&dltal aktivalt,
IPL-ben elhelyezkedd dendritekt6l. Az ok, amiért néhdny
sejttestet a GCL-ben a Miller sejt nyidlvanyok elvdlasztanak
egymastél, mig masokat nem, még nem ismeretes.

A Miller sejtek nyidlvdnyai optikus rostcsoportokat
hatdrolnak kériil az OFL-ben, de az egyes axonokat azonban
nem burkoljdk be. A macska retindban ugyanakkor az egyes
axonokat 1is vagy asztrocitdk, vagy Miller sejt nyidlvdnyok

boritjdak (Holldnder és mtsai 1991; Stone és Dreher 1987). A
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Bufo marinus 1l&dtdidegében a rostok 3%-a mielinhiivelyes
(Nguyen és Straznicky 1989), de egyetlen retindn belili
optikus axont sem 1attunk vizsgdlataink sordn, mely
mielinhiivellyel birt volna. Valészinl, hogy az egyes axonok
gliaboritdsdnak hidnya fokozza a retina &dtlatszésagat, ez

pedig kedvezden befolydsolja a béka szem latasélességét.
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6. Kdvetkeztetések

A MAP2 szerepe a retindlis neuronokban még mindig nem
tisztazott, hiszen hdrom nagy neuroncsoportot is ki tudtunk
mutatni MAP2 elleni antitesttel. Az azonban bizonyos, hogy
ez a citoszkeletdlis fehérje a korabban neurokémiailag
illetve morfoldégiailag karakterizdlt neuroncsoportokban
talalhaté meg. Nemrégiben mar azonositottak egyes
sejttipusok jellegzetes neurokémiai markereit. Meg kell
azonban jegyeznink, hogy a neurotranszmitterek és
modulatorok mellett fontos lenne a sejten bellli hirvivé
rendszer és a sejtvdzrendszer fehérjéit is figyelembe venni
a retindlis neuronok besoroldsakor. Igy Lam és mtsainak
(1985) szigndl hipotézise, amely kimondja hogy az amakrin
sejtek tipusai azonosithaték a benniik taldlhaté neuroaktiv
anyagok kombindcidéja alapijan, kiterjeszthetd lenne
valamennyi gerinces retindjdnak valamennyi sejttipuséra.

Ugyanakkor a NSE a farkatlan kétéltlGek retindjdban
minden mds vizsgdlt gerinces fajtél eltérden a Miller
sejtekben taldlhaté meg. Ezen lokalizdcidénak valészinileg
genetikai oka van. A NSE-t mint markert haszndlva a
farkatlan kétéltdek Miller sejtjei szelektiven jeldlhetdk és
vizsgdlhaték. Megdllapitottuk, hogy a Miiller sejtek az
egyedili velécséd eredetd (gliaelemei a Bufo marinus
retindnak. E sejtek koértulveszik a neuronok sejttestjeit és
tamasztjdk azok nyudlvanyait a retina valamennyi rétegében,
valamint szigetelik a retina neurondlis elemeit egy olyan
kérnyezetben, melynek mielinmentesnek kell lennie. A Miller

sejtek latnak el minden olyan funkciét a farkatlan kétéltiek
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véredények nélkili retindjdban, melyet az asztrocitdk és a

Miller sejtek egylitt ldtnak el az emlés retindban.
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7. Az eredmények Osszefoglalasa

Kisérleteink soran igazoltuk, hogy

(1) a MAP2 eléfordul a csapok egy populdcidéjdban
valamint amakrin és ganglion sejtekben a Bufo marinus
retindjdban. Az INL-ben jeldlédétt MAP2-pozitiv amakrin sejt
populdcié kettds jeldléses kisérletekben azonosithaté volt a
nagyméretdi 5HT-szintetizdlé és a TH-immunreaktiv dopaminerg
sejtekkel. A GCL-ben intenziven jeldlt sejteket retrograd
toltéssel és az azt koévetd MAP2-immuncitokémidval nagyméretd
ganglionsejtekként azonositottuk.

(2) Anti-NSE antitestek alkalmazdsdval megdllapitottuk,
hogy a kiuldénb6z8 gerinces fajok retindjdban kilonbdzd
neuronféleségek Jjeldlédtek, de dltaldnos volt a horizontalis
sejtek, valamint a nagyméretd amakrin és ganglion sejtek
jeldldédése. A fotoreceptorok heterogén médon jeldlddtek a
kilénbdz6 gerinces fajokban. Az axolotl retindban mind
neuronokhoz mind Maller sejtekhez, mig a farkatlan kétélttek
retindjdban kizdrdélag Muller sejtekhez kapcsoldédott az anti-
NSE antitest. A Bufo marinus idegrendszerének mas teruleteit
vizsgdlva megdllapitottuk, hogy a Kkoézponti idegrendszerben
csak glidlis elemek, a periféridn pedig csak neuronok
jeloélédnek ezzel az antitesttel.

(3) A Bufo retindban elhelyezkedé Miller sejtekrél
megdllapitottuk, hogy egyenletesen oszlanak el; a retindn
beliil nem Jjeldlheték ki magas vagy alacsony denzitdsi
tertiletek. Igy a gliaelemek eloszldsa nem kéveti a tébbi
sejtes elemre Jjellemz6 1latdcsik-periféria gradienst. A Bufo

marinus Miller sejtjeinek fénymikroszképos morfoldgidja nem
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tér el mas fajokéitol. Elektronmikroszképos szinten
vizsgdlva, az ONL-ben a Miller sejtek nydlvéanyai
elvdlasztjdk a fotoreceptor sejttesteket egymastél, de a
talpakat nem. A Miller sejtek sejttestei az INL-t két
funkciéjdban és kapcsolatrendszerében is kildnb6z8 rétegre
osztjdk. A GCL-beli sejtek egy folytonos és egy nem
folytonos glidlis szigetelé réteg kozétt helyezkednek el;
tovdbba az egyes sejtek vertikdlis nyudlvanyokkal is el
vannak vdlasztva. A retindn beldl az optikus axonokat nem

boritjdk mielinhiivelyek.
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