KVANTITATIV MORFOLOGIAI ES NEUROHISZTOKEMIAI VIZSGALATOK
KETELTUEK ES HULLOK RETINAJAN

Tézisek a Philosophiae Doctor (PhD) fokozat elnyeréséhez

Készitette: WILHELM MARTA
intézeti biolégus, POTE Farmakoldgiai és Farmakotherapias Intézete, Pécs

Témavezetd: Dr. STRAZNICKY CHARLES
Associate Professor,
FLINDERS UNIVERSITY of SOUTH AUSTRALIA,
Department of Anatomy and Histology

Bels6 konzulens: Dr. ERDELYI LAJOS
. egyetemi docens,
JATE Osszehasonlito Allatélettani Tanszék

Szeged, 1997.



1. Bevezetés

A retina a kozponti idegrendszer "kihelyezett" része. A szem a koztiagybol fejlodik
mégpedig ugy, hogy az elsddleges szemholyag befelé tirédik, illetve fizodik le. A retina
feladata a szembe érkezd fényingerek informaciotartalmanak elektromos jelekké alakitasa,
feldolgozasa és tovabbitasa az agyi latokozpontok felé. Elemeinek elégtelen miitkodése illetve
degeneracidja esetén lataskarosodas kovetkezik be. Ezért szerkezetének és miukodésének
pontos ismerete rendkiviil fontos, hiszen az alapkutatasok 4ltal nyujtott informaciokra épitve a
szem retinalis eredetii betegségeire hatékonyabb gyégymddok dolgozhatok ki.

A gerinces allatok szeme a fénytdl elfordult un. inverz szem. A szem belsejében a
fényinformdciot idegi ingerré alakito szerkezet az ideghartya (retina). A retina legkiilso,
érhartya felé esé rétege a pigmenthamsejtek rétege. A retina azon sejtjei, amelyek a
fényinformaciot elektromos szignalla alakitjak, a fotoreceptorok. Ezutan kovetkezik az elsd
szinaptikus zoéna (kiilsé rostos réteg). Ezt a réteget a fotoreceptor sejtek szinaptikus
végzddései és a k6zépso sejtes réteg kiilsoé sejtsoraban elhelyezkedd horizontélis és bipolaris
sejtek kifelé iranyuld nyulvanyai hozzak létre. A bipolaris sejtek axonjai valamint a belsé
szemesesejtes réteg belsé sejtsoraiban elhelyezkedé amakrin sejtek nyulvanyai a retina belseje
felé iranyulnak. Az amakrin sejtek a belsé retina axon nélkili interneuronjai. E sejtek
szinaptikus bementei ¢s kimenetei ugyanazon a nyulvanyrendszeren (dendriteken) keresztiil
valésulnak meg. Ezek a nyidlvanyok, a bipolaris sejtek axonjai és a retina ducsejtjeinek
dendritjei hozzak létre a belsé rostos réteget. A kimend informaciot a ducsejtek rétegében
helyet foglalé ganglionsejtek tovabbitiak a magasabb idegi kdzpontokba. A ganglionsejtek
kozott fajonként valtozo ardnyban un. “"displaced” (D-) amakrin sejtek talalhatdk. E sejtek
sejttestjei rendeilenesen nem a belsd szemcsesejtes rétegben, hanem a ganglionsejtrétegben
talalhatok meg. Ugyanakkor nyulvanyaik az ortotdop amakrin sejtekhez hasonldéan a belsd
rostos rétegben agaznak el. A ducsejtek axonjai az optikus rostok rétegében szedédnek ssze
kotegekké, majd a vakfolton keresztiil elhagyjak a szemet. A retinat az iivegtest felé egy
gliatalpakbol all6 réteg hatérolja el az iivegtesttdl. A gliatalpak a retina fé gliaelemeinek, a
Miiller-sejteknek a nyulvanyai (Dowling 1987).

A retindban mind vertikélis, mind horizontalis iranyban jéhetnek létre kapcsolatok az
idegsejtek kozott. A vertikalis kapcsolatrendszerben a fotoreceptor sejtekrdl az informacio a
bipoléris sejtekre tevddik at. A retindban fényhatasra hiperpolarizalé illetve depolarizalo
bipolaris sejtek milkdnek. A bipolarisok ezutan a ducsejtek felé tovabbitjak az ingeriiletet. A
ducsejteken a bipoldris sejtek e kettds tulajdonsaga gy jelentkezik, hogy azok fényvalaszukat
tekintve szintén kétfélék lehetnek: akcids potencidlokat generalhatnak a fény bekapesolasara
(ON-sejtek) illetve annak kikapesolasara (OFF-sejtek). A jelenlegi allaspont szerint a
vertikdlis informaciofeidolgozo rendszer elemei glutamatot hasznalnak transzmitterként. A
horizontalis  kapcsolatrendszer  két tamadasponton avatkozhat be az  informacio
feldoigozdsaba: a horizontdlis sejtek révén a kiilsé rostos réteg szintjén és az amakrin sejtek
révén a belso rostos réteg szintjién. Ez a szervezddés teszi lehetdvé, hogy mind a bipolaris.
mind a ganglionsejtek szintjén létrej6jjon a receptiv mezdk antagonisztikus kozpont-kornyék
organzacidja. A horizontdlis sejtek a fotoreceptoroktol kapott jeleket polaritasukat tekintve
megforditjiak és iaterdlisan szallitjak tovabb, létrechozva ezzel egy, a fényinger hatisara
1étrejo v kozponti serkentett és kdrnyéki gatolt mezot. Fzzel a retindban mar a bipolaris scjtek
szintjén szegregalédnak egymastol a fényjel bekapesoldsdra illetve annak kikapcsolasara
reagald neuronok. Az amakrin sejtek hasonlé feladatokat latnak el a ducsejtek esetében. mint
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a horizontalis sejtek a bipolarisoknal. Az amakrin sejtek azonban komplex retinalis
események alakitdsaban is részt vallalnak. Az e csoportba tartozé neuronok mutatjdk a
legnagyobb morfolégiai és transzmitter diverzitdst. A ma elfogadott nézet szerint a
horizontélis informaciéfeldolgozas legfontosabb medidtoranyagai a gamma-aminovajsav
(GABA) és a glicin (Wassle és Boycott 1991).

Kiilon figyelem illeti meg azonban az emlitett transzmitterek mellett a monoaminokat,
nevezetesen a dopamint és a szerotonint. Ezen anyagok ugyanis elsddleges szerepet jatszanak
a fényadaptaciés folyamatokban. Fény hatasdra a retina dopaminerg sejtjei kibocsatjak
transzmitter tartalmukat elinditva egy olyan eseménysort, amely a fényérzékenység
csokkenését de a latasélesség javuldsat hozza magédval (Dearry és Witkovsky 1992). A
dopaminerg sejteket a szakirodalom alacsonyabbrendii gerincesek retindjdban homogén
populécidként tartja szamon (Zhu és Straznicky 1990a). A szerotonin szerepére vonatkozdan
az adatok kevésbé egyértelmiiek. Az azonban bizonyos, hogy a nem emlds allatok retindjaban
magas endogén szerotonin koncentraciok mérheték ki biokémiai médszerekkel (Osborne és
mtsai 1982) és békakban tobb, egymastél morfolégiailag (Zhu és Straznicky 1990b) és
neurohisztokémiailag (Zhu és mtsai 1992) elkiilonitheté sejtpopulaciot alkotnak. Hossza és
munkank megkezdéséig sem egyértelmiien lezart vita folyt arrél az irodalomban, hogy vajon
az emlds retinanak vannak-e szerotonin szintézisére képes neuronjai. Megfelelé médszerek
hidnydban azonban egyértelmii bizonyitékokat sem pro sem kontra nem szolgaltatott az
irodalom.

A retinaban a sejteloszlas vizsgélatakor a kiilonboz0 retinateriiletek kdzott anatomiai
eltéréseket talaltak. Ezek leirdsakor elsésorban a ganglionsejtrétegben 1évé sejtek eloszlasat
vették figyelembe. Itt ugyanis a sejtek nazotempordlis iranyban nagyobb sejtsiiriiségii csikot
hozhatnak létre, amely a teljes retinapreparatumokon (wholemountokon) mér egyszeri
szovettani festéssel is kimutathat. Az tn. latécsik, amely a filogenezis soran
alacsonyabbrendii gerincesekben jelenik meg, a magasabbrendii 4llatok retindjaban
tovabbfejlodik, area illetve fovea centralis-szd. Ezek a retinalis sejtsiiriség-véltozasok
valésziniileg az életmoéddal is 6sszefliggésben vannak. Erre mutatnak azok az eredmények,
melyek szerint mér egyes halakban is megjelenik a latocsik, illetve esetenként az area
centralisra emlékeztetd szervezettség (Collin 1987).

Az alacsonyabbrendii gerincesek, ezen beliil is a kétéltiiek és hiillék retinija nem
tartalmaz véredényeket; a taplalo erek vagy az livegtestben vagy az érhartyaban, esetleg
mindkét helyen futnak (Miodonsky és Bar 1987a,b). Ennek kovetkeztében nagyon val6szinii,
hogy ezen fajok retinjabol a rostos és protoplazmas asztrocita glidk hidnyoznak, és az csak
Miiller sejteket, mint egyetlen vel6cso-eredetli glia elemet tartalmaz. A Miiller sejtekben a
gliasejtek 4talanosan jellemzd neurokémiai markerei kimutathatok. Ezek pl. a gliafilamentum
savas proteinje (glial fibrillary acidic protein; GFAP), a vimentin és a szénsavanhidraz enzim
(Linser és Moscona 1981; Reichenbach és mtsai 1991). A Miiller sejtek eloszlasat
fénymikroszkopos szinten szamos gerincesben tanulmanyoztdk mar az elobb emlitett
markerek kimutatasaval (Bignami 1984; Drager és mtsai 1984; Gaur és mtsai 1988; Vaughan
és Laseter 1990). Az eml6sokben a Miiller sejtek nem egyenletesen oszlanak el a retinaban. A
15000 (Robinson és Dreher 1990), egérben pedig 12000 (Drager és mtsai 1984). Ezek az
értékek a retina perifériajan kb. harmadrésziikre lecsokkennek. Ezzel szemben a teknds retina
Miiller sejtjei egyenletesen oszlanak el, és az atlagos denzitast 1600/mm’-re becsiilték (Gaur



és misai 1988). Figyelemre mélté, hogy ugyanakkor a teknés jol fejlett latocsikkal bir
(Peterson és Ulinski 1979).

2. Célkitiuzések

Amint az a fent leirtakbol is kitiinik, az alacsonyabbrendii gerincesek (ezen beliil is
kiilondsen a kétéltiiek és hiillok) retinajanak még szamos feltaratlan kvantitativ morfologiai és
neurokémiai tulajdonsdga van. Raadasul e fajok latérendszerét egyéb szempontokbél is
kevéssé ismerjiik. A latorendszer vizsgalatdban az elsd lépést a retina tulajdonsagainak
megismerése jelentheti. Vizsgalatainkat tehat a retina neuroanatomidjanak feltarasa céljabol
végeztiik. E témakoron beliil kisérleteinket két f6 célkitlizés koré csoportositottuk:

a. Kvantitativ morfologiai vizsgadlatokat végeztiink

1. Ausztraliai gyikfajok retindi ganglionsejtrétegének feltérképezésére és a
ganglionsejtek valamint a D- amakrin sejtek szaménak megallapitaséra.

2. A Bufo marinus retina gliasejtjei neurokémiai azonositasara és eloszlasanak
vizsgélatira.

3. A Bufo marinus retina belsé rostos rétege szinpaszisai eloszlasi mintazatanak
megallapitasara.

b. Immuncitokémiai kisérleteket végeztiink

1. A monoaminerg amakrin sejtek neurokémiai kédrendszerének megfejtésére
Bufo marinusban.

2. A szerotonin tartalmu sejtek szerotonin szintetizalé képességének
Osszehasonlitasara kiilonbdzo gerinces fajokban.

3. Anyagok és médszerek

Kisérleteink zomét ivarérett, mindkét nembeli 6rids varangyokon (Bufo marinus)
végeztilkk. A gyikok ducsejteloszlasanak analizisét elsdsorban Crenophorus nuchalis (galléros
sarkanygyik) egyedeken hajtottuk végre. Osszehasoniitd vizsgélatok céljaira a kdvetkezd
fajok egyedeinek néhany példanyat hasznaltuk fel: Carassius auratus (aranyhal), Ambystoma
mexicanum  (axolotl),  Xenopus laevis (karmosbéka), Ctenophorus fionnii (sivatagi
sarkanygyik), Pogona vitticeps (kéknyelvi gyik), Tiliqua rugosa és scincoides (szkink fajok),
Underwoodisaurus millii (gekko). Varanus gouldii (vardnusz), Chelonia longicollis
(hosszinyakl teknds), Gallus domesticus (hazi tyik), Rattus norvegicus (vindorpatkiny),
Felis catus (hazi macska), Cavia cutleri (tengerimalac), Lepus europeus (hazi nyal). Humdn
retindkat posztmortem a Lion's Eye Bank bocsétott rendelkezésiinkre 4-8 oraval a halal beallta



utan. A szabadon €18 és licensz alapjan befogott fajok egyedeibdl csak a sziikséges minimalis
mennyiségli anyagot gyijtottik be. Az éllatok leslését mas laboratériumok igényeivel
egyeztettik.

Szovetelokészités

Az 4llatokat trikain-meténszulfonat vagy uretan tiladagolasaval 6ltiik meg, a szemeket
gyorsan kimetszettiik €s a retinat kiboncoltuk 0,1 M foszfat-pufferben (PB), pH 7,4-en. A
fixalas 4%-os paraformaldehidben tortént (0,1 M PB-ben oldva) 4°C-on, 6 éran 4. A GABA
immuncitokémiai kimutatasira szant anyagok esetében 0,2% glutaraldehidet adtunk a
fixdléhoz. Hat-nyolc mosas utdan a retindkat 30%-os szachar6z-PB oldatba aztattuk, a
fagyasztas kozbeni karosodasok kivédése érdekében. Azokat a retinadarabokat, amelyeket
wholemount-ként kivantunk hasznalni, megfagyasztottuk folyékony nitrogénben, majd
felolvasztottuk vagy dimetil-szulfoxidban 3x20 percig kezeltik. Ezutdn ujra mosassorozat
kovetkezett, majd fiziologias soval (0,65% NaCl) kiegészitett 0.01 M PB-ben taroltuk egy
éjszakén 4t 4 °C-on. Mas retinakbol 12 pm-es fagyasztott metszeteket vagtunk.

Immunocitokémia-egyes jelilés

Mind a metszeteket, mind a nagyobb retina darabokat el6inkubaltuk az antitesthigito
oldatban (0,1 M PB-ben 0,1% nétrium-azid, 0,1% Triton X-100, 1% ovalbumin és 3% normal
kecske szérum) egy oran at, majd a primer antitesteket (egérben termeltetett anti-MAP2 és
anti-triptofan hidroxilaz valamint nyulban termeltetett anti-neuron specifikus enolaz, anti-
GFAP elleni antitesteket) a megfelel6 higitasban egy éjszakan at alkalmaztuk. A reakciot vagy
az ABC eljaras alkalmazasaval diaminobenzidin csapadék formajaban vagy kecske anti-egér
antitestekhez kotott fluorescein-izotiocianattal tettik lathatova. Preparatumainkat Olympus
BH2 normal és Leitz Orthoplan fluoreszcens mikroszkopban vizsgaltuk és fényképeztiik,
valamint camera lucida segitségével azokrél alkalmasint rajzokat készitettiink.

Immuncitokémia-kettos jelolés

A fent leirt mintaelokészités utan a kovetkezd parositdsban végeztiink el kettGs
immunfluoreszcens jeldléseket (az elol &allo antitestet egérben, a hatul &llét nytdlban
termeltették): MAP2-szerotonin, MAP2-tirozin hidroxildz, MAP2-GABA, MAP2-neuropeptid
Y, MAP2-P-anyag, MAP2-kolecisztokinin; triptofan hidroxildz-szerotonin, triptofan
hidroxildz-tirozin hidroxildz; triptofan hidroxilaz-GABA, GABA-szerotonin, GABA-tirozin
hidroxildz, GABA-P-anyag és GABA-neuropeptid Y. Valamennyi kisérletben Texas Redhez
kotott 16 anti-egér antitesttel illetve fluoreszceein-izotiocianathoz kotott kecske anti-nyidl
antitesttel tettik az epitopokat lathatova. Kontroll kisérleteinkben igazoltuk, hogy az
elsddleges és a nekik fajspecificitas szerint nem megfeleld masodlagos antitestek k6z6tt nem
volt immunreakcié. Minden, a kisérleti protokolokban hasznalt antitest kereskedelmi
forgalomban beszerezheto anyag volt.

Kvantitativ analizis-sejtek és egyes sejttipusok retindlis eloszlasanak meghatdrozdsa
Camera lucida segitségével lerajzoltuk a retinakat, teriiletiiket egy HIPAD elektromos
rajzasztalon mértiik, mely egy Northstar szamitégéppel volt Gsszekottetésben. Szabalyos
térkozonként a meghatarozott retinateriiletre esé sejteket megszamoltuk. A teljes sejtszamot
az atlagos sejtszamok segitségével szamitottuk ki ugy, hogy a szomszédos denzitasvonalak
kozti teriiletekre vonatkozo sejtszamokat 6sszeadtuk. Ahol a t6bb egymas alatt elhelyezkedd



sejtréteg miatt wholemounth preparitumokon megbizhaté sejtszimbecsléseket nem tudtunk
végezni, ott sorozatmetszet-rekonstrukci6 segitségével korrigaltuk a sejtszimokat. Hasonlé
elv alapjan hatdroztuk meg a nervus opticusban taldlhat6 idegrostok teljes szamat is.

Kvantitativ analizis-a belsd rostos réteg szinaptolégiai vizsgdlata

Rutin elektronmikroszkdpos beagyazast kévetden kis nagyitasu elektronmikroszkdpos
felvételekbdl montazsokat készitettiink. Ezutan a megfeleld teriileteket nagy nagyitassal
feltérképeztiik oly moédon, hogy a belsd rostos réteget 6t szublaminara osztva, minden
szublaminaban megszamoltuk az egyes sejttipusok kozti szinapszisokat. Az igy kapott
értékeket cgy digitalizalo tabla valamint egy szamitogépprogram segitségével teriilet-
valamint térfogategységekre is kiszamitottuk.

4. Eredmények és megbeszélésiik
Retindlis specializdaciok ausztrdliai gyikfajok ganglionsejtrétegében

Az ausztraliai gyikok kiilonboz6é fajaiban kiilonb6zé foku retindlis specializaciok
talalhatok. A ddcsejtek szima néhény szazezertdl kétmillidig valtozhat. A ducsejtrétegben D-
amakrinsejtek is megtalalhatok, ezek aranya mintegy 15-20%. Ez az arany megfelel a
békaknal becsiilt adatoknak (Nguyen és Straznicky 1989). A ducsejtréteg sejtjei egyes fajok
retingjaban csak gyenge latécsikot alkotnak a ganglionsejtrétegben, mig mas fajokban
(Varanus és Ctenophorus) area centralis is kifejlodott. Végletes specializacioként
megemlitendok az amerikai Anolis gyikok, melyeknek két fovedjuk is van (Underwood 1951;
Fite és Lister 1981). 5

Mindezek a megfigyelések megdontstték azt a korabbi elképzelést, hogy a retinélis
specializaciok megjelenése és fejlodése a torzsfejlodés vonalat kdveti, és hogy csak a
madaraknal és az emberszabasi foemlésoknél jelenik meg a fovea centralis. Kisérleteink
soran megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt ausztriliai gyikfajok koziil szamos faj
esetében a rutin eljardsnak szamité wholemount preparatumokon végzett ganglionsejt
szamlalasok nem adnak kielégitd eredményt, mivel a sejtek tobb sejtsorban is elhelyezkednek,
s igy nem lehet megfelel6en fokuszalni a kiilonbozo sejtrétegekre. Kiilondsen jellemzé volt ez
a Ctenophorus gyik esetében, igy ilyenkor mindig ajanlatos a sejtszimok sorozatmetszeteken
torténd meghatarozasa. Ilyen fokt gondossagra a neuronszamok becslésekor eddig csupan a
féemldsok fovea centralisa esetében volt sziikség.

Adatok a Bufo marinus retina monoaminerg sejtjeinek neurokémiai kédrendszeréhez

A nagyméretli monoamin tartalmi sejtek tovabbi neurohisztokémiai karakterizalasat
sok antitesttel megkiséreltik. Ezek koziil csak a MAP2 elleni antitestek altal jelslt sejtek
voltak hasonlatosak morfologiai szempontbél a monoaminerg amakrin sejtekhez. A
nagyméretli amakrin sejteken kiviil a MAP2 elleni antitestekkel a keresztmetszeteken a retina
minden sejtrétegében talaltunk jelolt elemeket. A jeldlt fotoreceptorokat rovidebb kiilsd
szegmentjeik €s a kiilsd rostos rétegben mélyen elhelyezkedd széméjuk alapjan csapoknak
tekintettiik. Ezek 6-8 pum atmérdjiiek; végtalpaik és telodendrionjaik szintén lathatoak voltak
az .OPL-ben. A GCL-ben két sejtpopuldcio volt immunpozitiv: egy erésen jelslt, nagy
sejttestii (16-22 um), és egy kisebb (7-8 pm) kevésbé intenziven jelolt sejt. Ez elsd
kategéridhoz tartozo sejteket kettds jeloléses kisérletekben egyértelmiien ganglionsejtekként
azonositottuk, a masodik sejtpopulacio azonositasihoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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A MAP?2 tartalmi amakrin sejtek tovabbi azonositasara kettos jel6léses kisérleteket
végeztiink. Csak a SHT és a TH-pozitiv sejtek tartalmaztdk ezt a citoszkeletélis fehérjét.
MAP2 jelslés volt jelen a SHT-pozitiv amakrin sejtek egy részében (25-30%), mig
valamennyi TH-pozitiv amakrin sejt tartalmazott MAP2-t is, de a MAP2 tartalmu sejtek egy
része nem tartalmazott TH-t. Mivel csak SHT- és TH-immunreaktiv amakrin sejteket
talaltunk, amelyek tartalmaztak MAP2-t is, azt is fel kivantuk deriteni, hogy valamennyi
MAP2-pozitiv sejt immunreaktiv-e vagy SHT-re vagy TH-re; vagy esetleg bizonyos amakrin
sejtek tartalmaznak eddig még nem azonositott transzmittereket? Ennek kideritése érdekében
a SHT+TH elleni antitestek keverékét probaltuk ki, az anti-MAP2 antitestek ellenében.
Antitest keverékink jeldlte valamennyi MAP2-pozitiv amakrin sejiet, bar a kis SHT-
immunreaktiv amakrin sejtek nem voltak kettds jeloltek.

A MAP2 szerepe a retinaban tisztazatlan. A patkany kozponti idegrendszerének
legtobb neuronja tartalmazza ezt a fehérjét amelyrél kimutattak, hogy szerkezete
filogenetikusan konzervativ (Viereck és mtsai 1988). Hogy a retindban elterjedése miért
korlatozodik bizonyos sejttipusokra, azt vizsgalataink alapjan nem lehet megallapitani. E
fehérje funkcidja a neurotubulusok és a neurofilamentek kozti kotések kialakitasa és ezaltal a
citoszkeleton stabilizacidja (Hirokawa és mtsai 1989; Matus 1988). Hianyaban feltehetéen a
sejtvaz vagy gyenge, vagy mas komponensekbél épiil fel. E kérdés tisztazasara tovabbi
kisérletekre lesz sziikség. Mindenesetre feltiing, hogy a MAP2 els6sorban nagyméretii
dendritfaval rendelkezd sejtekben van jelen.

Megvizsgaltuk a retina egyik legfontosabb gatlo transzmitterének, a GABA-nak az
eloforduldsat a monoaminerg sejtekben. A tirozin hidroxilaz tartalmt és a GABA pozitiv
sejtek teljesen eltéré sejtpopulaciot alkotnak. Mintegy 30%-os atfedést tapasztaltunk a
szerotonint és a GABA-t tartalmazo sejtpopulacick kozott. Mivel a GABA tartalma sejtek
soha nem MAP2 pozitivok, ugyanakkor a nagyméretd szerotonin-pozitiv amakrin sejtek
mindig tartalmazzdk ezt a proteint, indirekt médon megallapithatjuk, hogy a GABA a
kisméretli szerotonint tartalmazé amakrin sejtek neurokémiai markere. Adataink 6sszhangban
vannak mas szerzok megfigyeléseivel mind a dopaminerg sejtek (Wulle és Wagner 1990)
mind a szerotonin tartalmi neuronok (Zhu és Straznicky 1993) vonatkozasiban.
Megallapithaté tehat, hogy a Lam és mtsai (1985) altal bevezetett un. "signature" hipotézis a
kétéltli retina monoaminerg sejtjeire nézve igaznak bizonyult. Miutdn egyéb itt nem
részletezendd vizsgalataink hasonlé eredményeket hoztak, feltételezziik, hogy a fent emlitett
hipotézis altalanos érvényiinek tekinthetd a retinaban.

A szerotonin tartalmuii és szerotonint szintetizdalo amakrin sejtek osszehasonlitisa kiillonbozé
gerinces fajokban

Biokémiai mérések magas endogén szerotonin tartalmat mutattak ki nem emlds fajok
retindjaban, mig eml6s fajok retingjaban csak szerotonin elokezelés utan sikeriilt szerotonin
tartalmu sejteket jelolni (Osborne és mtsai 1982). Az irodalomban hossza ideig tisztazatlan
maradt az a kérdés, hogy az emlds retindban vannak—e szerotonin szintetizalasara képes
neuronok. Zhu és mtsai (1992) megfelel6 modszert taldltak a szerotonin szintetizald és
akkumulalo sejtek elkiilonitésére kétéltii retinaban. A maj fenilalanin-hidroxilaz (PH) enzimje
ellen termelt antitest felismeri az idegrendszerben a triptofan-hidroxilaz és a tirozin hidroxilaz
enzimeket is, amelyek koziil az elébbi a szerotonin egyik szintetizalé enzimje. {ly médon anti-
szerotnin €s anti-PH antitestekkel megallapithaté a szerotonin szintetizald és akkumulalod
sejtek kozti kiilonbség mind az emlés, mind pedig a nem-emlés fajokban. A kettds jeldlések



soran azokat a sejteket, melyek csak az anti-PH antitesttel jelolédtek dopaminerg sejteknek
tekintettik annak alapjan, hogy tirozin-hidroxildz (TH) elleni antitestekkel valamennyi
altalunk vizsgalt fajban teljes volt az atfedés. Azok a sejtek, melyek mind szerotonin-, mind
PH-immunreaktivitdst mutattak szerotonin szintetizalé sejteknek tekinthetdk triptofan
hidroxilaz tartalmuk alapjan. A csak szerotonin-immunreaktivitast de PH-immunreaktivitast
nem mutatd retinalis sejteket szerotonint akkumuldlé neuronoknak tekintettik.

Osszehasonlito vizsgalataink soran két emlds fajt vizsgaltunk, és sem a macska, sem a
nyul retindjabol késziilt preparatumokon nem sikeriilt szerotonin elleni antitesttel jelolt
sejteket taldlnunk. mig az 6sszes PH tartalmu sejt egyuttal TH-pozitivnak is bizonyult. Ebbél
arra @ Kovetkeztewdsre jutoitunk, hogy az cmios retindban nincsenck  triptofan-hidroxilaz
tartalmu, szerotonint szintetizalni képes sejtek. A nem emlds gerincesek koziil az aranyhal
retindjanak vizsgalata soran az S1 tipusi amakrin sejtek jelolodtek anti-szerotonin antitesttel,
s a teljes sejtpopulacio kettds jel6lt volt az anti-PH és anti-szerotonin antitestekkel. Az axolotl
retindban nagyméreti S1 és kisméretii S2 sejtek mutattak szerotonin-immunreaktivitast. de
csak az S1 tipusu amakrin sejtek teljes populacidja tekinthetd szerotonin-szintetizalonak PH
immunreaktivitasuk alapjan. Az S2 tipusi amakrin sejtek mintegy fele csak akkumulalja a
szerotonint, mert PH-immunreaktivitas ezekben a sejtekben nem volt megfigyelheto. A teknos
retinaban gyenge szerotonin immunreaktivitds volt tapasztalhato a bipolaris sejtekben, mig
er6s immunreaktivitds lathaté mind az S1, mind az S2 tipusu amakrin sejtekben. A kettds
jeloléses kisérletekben megallapitottuk, hogy valamennyi S1 tipusi nagyméretii szerotonin
tartalmi amakrin sejt, valamint a kisméreti S2 sejtek 40%-a tekinthetd szerotonin
szintetizalonak, PH immunreaktivitasuk alapjan. A csirke retindban nagyszamu bipolaris sejt
és egy amakrin sejttipus jel610dott anti-szerotonin antitesttel. Az amakrin sejtek valamennyien
kettds-jeldltek voltak az anti-PH és az anti-szerotonin antitestekkel, mig a bipolaris sejtek a
PH-immunreaktivitas hianya miatt csak szerotonin akkumulaloknak tekinthetok.

Eredményeink egyértelmiien bizonyitjak, hogy szamos gerinces faj retinajaban vannak
olyan amakrin sejtek, melyek bar nem képesek szerotonin szintézisére, mégis képesek azt
viszonylag nagy (immuncitokémiailag kimutathato) mennyiségben felhalmozni. Annak
megallapitasara. hogy ez a felhalmozott szerotonin transzmitterként kibocsatodik-e a
szerotonin-akkumuldl6 neuronokbdl, tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A Bufo marinus retina gliasejtjeinek neurokémiai markerei és retindlis eloszldisa

Miutdn a GFAP az alacsonyabbrendii gerincesek Miiller sejtjeinek megbizhato
markere. kettds jeloléses kisérleteket hajtottunk végre e sejtek egyéb neurokémiai
jellemzéinek feltarasara. Meglepetésiinkre, 100%-os kolokalizaciét sikeriilt kimutatnunk,
amikor anti-neuron specifikus enolaz (NSE) és -GFAP antitesteket hasznaltunk. A NSE
altalaban a neuronok valamint a centralis és periféridas neuroendokrin sejtek markere
(Schmechel és mtsai 1978). A human retinalis neuronok még daganatos transzformacio utan is
megtartjak ezen markeriiket (Kivela 1986). Ennek ellenére mind a NSE- és a GFAP-
immunreaktivitds jelen volt a Miiller sejtekben a Bufo marinus retina minden rétegében. Fz az
eredmény annal inkdbb is varatlan, minthogy e marker egyéb gerinces fajok (aranyhal.
axolotl, gyik. csirke. tengerimalac, patkdny. nyul, macska, ember) retinajaban neuronokat
jelolt. Kisérleteinkben azt is igazoltuk, hogy a farkatlan kétéltiiek kdzponti idegrendszerénck
egyéb gliaelemei is NSE pozitivok. Ujabban azon felfedezésiink, hogy a Bufo retina glisejtjel
neuronalis markereket is tartaimazhatnak, tovabbi megerdsitést nyert azaltal. hogy az egvik



neuropeptid, a neuropeptid Y jelenlétét is kimutattak e sejtekben mas szerzok (Zhu és Gibbins
1996).

A Miiller glidk eloszldsa nem koveti a retinalis neuronok eloszlasét. A neuronok
ugyanis a retina nasotemporalis 4tloja mentén egy latocsikba szervezddnek (Zhu és mtsai
1990). Ezzel szemben a Miiller-sejtek a retina egész feliiletén gyakorlatilag egyenletes
eloszlastak. Miutdn mas veldcsd eredetii gliasejt nincs a Bufo retinaban, a Miiller sejtek a
szokasos tamaszté (Hollander és mtsai 1991) és K+ forgaté funkcidjuk (Newman 1984,
Newman és mtsai 1984) mellett az egyes optikus rostkotegek kezdeti burkolasat is elvégzik.

A Bufo marinus retina belsd rostos rétegének kvantitativ szinaptologidja

A Bufo marinus retinaban a szinapszissiiriség magasnak mondhaté. A legmagasabb a
szinapszissiiriiség az 1-es, a legalacsonyabb a 3-as alrétegben. A legtobb szinpaszis
interamakrin, de jelentds szamban taldlni amakrin sejt - ganglionsejt kapcsolatokat is. A
bipoléris sejtek kimenetei is zomében amakrin sejtekre iranyulnak, és gyakran reciprok
szinapszisok formajaban a bipolaris sejtek axonjai bemeneteket kapnak az amakrin sejtektdl.

Miutan rutin elektronmikroszképos metszeteken nehéz a ganglionsejtdendritek
felismerése, a direkt bipolaris - ganglionsejt szinapszisokat nem tudtuk megbizhatéan
azonositani. E szinapszistipus jelenlétét és alrétegspecifikus eloszlasat a legutobbi idékben
ganglionsejtek tomeges feltoltése utani modszeres kvantitativ analizis segitségével sikeriilt
igazolni (Buzas és mtsai 1996). Mindezen vizsgalatok azt a kordbban mar més szempontbdl
felvetett tényt tdmasztjdk ald, hogy az alacsonyabbrendii gerincesek retindja bonyolultabb
fényfeldolgozasi folyamatok végrehajtasara képes, mint az eml6soké. A retindk kozti ilyetén
kiilonbség a latasi informaciot feldolgozé hattérapparatus, jelen esetben az agyveld latéasi
informacié feldolgozasaért felelds részeinek Gsszessége, kilonbozd fejlettségével
magyarazhat6. Fejlettebb agy esetében az informéciofeldolgozas nagyobb hanyada térténik a
magasabb kozpontokban, igy a retindnak, mint elsédleges analizatornak a szerepe csdkken.

5. Az Gj tudominyos eredmények osszefoglalasa
Vizsgalataink soran megéllapitottuk, hogy:

1. Az ausztrdliai gyikfajok retindjdban az életmod fiiggvényében a retinalis specializiciok
eltéro fejlettséglick lehetnek. A legstrukturaltabb ducsejtréteggel a vizsgalt fajok koziil a
Ctenophorus nuchalis rendelkezik, amelynek mintegy 2 millié ganglionsejtje latécsikot és
area centralist alkot.

2. A Bufo marinus retina gliasejtjei, szemben neuronjaival, egyenletes eloszlast mutatnak a
retina egészében. A mm’-enkénti mintegy 1600 gliasejt mindegyike néhany tiz neuron
tamasztasat és részleges elektromos izoldlasat biztositja. E sejtek a szokvanyos glialis
neurokémiai markereken kiviil neuron-specifikus enolazt is tartalmaznak.

3. A Bufo marinus retina belsd rostos rétege szinapszistipusainak szublaminéris eloszlasa
eltérd. A bipolaris sejtek szinapszisai leggyakrabban a 2. és 4. rétegben, az amakrin-
ganglionsejt szinapszisok az 1-es és 5-0s alrétegben a leggyakoribbak.



4. A monoaminerg amakrin sejtek koziil a dopaminerg sejtek és a nagyméretii szerotonin
taftalmi sejtek mindegyikében a MAP2 is megtaldlhaté. E sejtek egyike sem tartalmaz
GABA-t. A kisméretii szerotonin tartalmu sejtek ugyanakkor nagyrészt GABA tartalmuak.

5. Bebizonyitottuk, hogy minden éltalunk vizsgalt alacsonyabbrendii gerinces faj retindjaban
vannak szerotonin szintetizalé sejtek. Az emlds retina ugyanakkor nem tartalmaz szerotonin
szintézisére képes neuronokat.

Eredményeinkkel szdmos 1j informéciohoz jutottunk az alacsanyabbrendl gerincesek
retinajanak neuroanatomidjara és neurokémiajara vonatkozoan. Ezek a vizsgalatok jo alapot
szolgaltatnak tovabbi fiziolégiai és farmakolégiai kisérletek elvégzésére. Igy jobban
megismerhetjiik az alacsonyabbrendii retinak emlésokétol eltérd tulajdonsagait és megtalalhatjuk
azokat a retindlis koroket, amelyek lehetévé teszik az emldsokénél hatékonyabb retinalis
informaciéfeldolgozast.
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