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BEVEZETES

A latas a legfontosabb szenzoros folyamatunk, melynek soran a retina
segitségével a kulvilag ingereinek 85%-at érzékeljik. Hasonléan a fényképez&gépek
CCD vagy CMOS chip-jeihez az emberi retina 130 milli6 fotoreceptora a tér egy-egy
részletének fényvaltozasait érzékeli. A nyers formatumu pixel-regisztralt adatok
hatalmas adattomegének hatékony tovabbitdsa érdekében annak toredékére vald
alig 3 mm atmérdji latéidegen keresztil kell idében folyamatosan tovabbitani az agy
felé. Az adattomeg ilyen mértékli csokkentésének kiemelten fontos feladata az
ideghartya interneuronjaira (a horizontdlis-, bipolaris- és amakrin sejtekre) harul. Ezek
kdézremlkddésével a kimeneti ducsejtek mar nem a pixelinformaciét, hanem komplex
mintazatinforméciét (luminancia- vagy szin-kontraszt, orientacié, mozgas, mozgas
irAnya, sotétedés stb.) kildenek az agy felé, igy a ducsejtek egyben a latérendszer
parhuzamos informéaciés csatorndinak kiindulasi pontjai is. A neurobiolégia alapvet6
feladata, hogy feltarja a rendkivili mértéki tomaritési mechanizmusban részt vevé
retinalis interneuron-halézatokat. Adattdmoritésre ad lehetéséget a ducsejtek multiplex
Uzemmoédja, melynek segitségével egyazon sejt a latott kép egyes aspektusait
egymastol flggetlentl (aszinkron), masokat pedig a szomszédos dicsejtek kdzott
szinkronizalt akcids potencialok forméjdban kodoljdk. Az utdbbi szinkronizacios
mechanizmusok sarokkdvei a dulcsejtek altal létesitett elektromos szinapszisok
(réskapcsolatok), amelyek a jelen disszertacio vizsgéalati objektumai.

CELKITUZES

1. Elektromos szinapszisok szerepének bemutatdsa az informaci6 feldolgozasaban és
tovabbitasaban az eml8s retina parhuzamos palyarendszerein.

2. A duc-dac, dac-amakrin és amakrin-amakrin sejtek kozti elektromos szinapszisok
szerkezetének és eloszlasanak vizsgalata, valamint a parhuzamos retina-agy
csatornak kezdetét jelent6 ducsejt-szignal kialakitasaban betdltott szerepik
meghatarozasa.

3. A retinalis elektromos szinapszisoknak a képi informacié tovabbitasaban betoltott
szerepének vizsgalata.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A KISERLETEKHEZ HASZNALT ALLATOK: A Kkisérleti allatok t6bbségében nyul,
patkany és egér voltak. Az altatast IP Nembutal vagy etil karbamat injekcidval végeztik.
Kisérleteinket vagy az NIH eléirasok vagy pedig a Pécsi Tudomanyegyetem Allatetikai
Bizottsaga (BA02/2000-6/2006) altal jovahagyott, az &llatok kezelésére vonatkozé
engedély alapjan végeztiuk. A kezelések minden tekintetben megfeleltek az “ARVO
Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research” feltételeinek. Az
izolalt szemekbdl in-vitro retina preparatumot készitettiink, melyet egy fiziologias
kamraval egyutt a Faraday-ketrecben talalhaté mikroszkop targyasztalara helyeztiink. A



dc_1575_18

preparatumot folyamatosan oxigenizalt 35°C-os Ringer oldattal aramoltattuk. Az
O0sszehasonlitd vizsgalatokhoz tengerimalac, aranyhorcsdg, birka, macska, kutya,
vadaszgorény, mokusmajom, sertés, valamint human szdvetet hasznaltunk. Az utébbi
szoveteket Dr. Kantor Orsolya (Bp., SE-AOK) biztositotta.

AZ IN-VITRO RETINA PREPARATUM FENYSTIMULACIOJA: A fénystimulusok
homogén, zold (A=468 nm) LED vagy természetes fénystimulusok (szoftver segitégével
szamitdgépen eléallitott €s a preparatumra vetitett kép) voltak.

A PREPARATUMOKON VEGZETT NEUROBIOTIN IONTOFOREZIS ES INTRACELLULARIS
ELVEZETES: Az intracellularis elvezetések boroszilikat Gvegkapillarisb6l huzott magas
ellenallast mikroelektrodaval torténtek. Az elekrodakat Neurobiotinnal és 4 M KCI
sooldattal toltottik fel. Fizioldgiai méréseket kdvetden a vizsgalt sejteket Neurobiotinnal
10 percig iontoforetizaltuk.

EXTRACELLULARIS ELVEZETES AZ IN-VITRO RETINA PREPARATUMON: Az
extracellularis akciés potenciél elvezetések egy részét wolfram elektrédaval, mas részét
sokelektrédas ‘multi electrode array’ (MEA és HD-MEA) rendszerekkel végeztik,
melyek 60, 120 és 4096 csatornan torténé akcids potencial sorozatok elvezetését tették
lehetbvé.

SZOVETTANI ES IMMUNHISZTOKEMIAI VIZSGALATOK: A retindkat hideg 4%
paraformaldehidben fixaltuk. Mosas utdn vagy DAB/peroxidaz- vagy Streptavidin
konjugéalta FITC vagy Cy3 kezelés tortént. Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz egy
éjszakan at a primér antitest(ek) elegyével, majd mosast koévetéen FITC, Cy3 vagy
Alexa konjugatumot tartalmazo méasodlagos antitestekkel inkubdltunk, végul a retinakat
Vectashield-del lefedtuk.

POLIMERAZ LANCREAKCIOS VIZSGALATOK: A -80°C-on tarolt mintakat
homogenizaltuk, majd total RNS extrakciét végeztink. A primereket az adott génekre
terveztik és OneStep RT-PCR-vel validaltuk. A qPCR mérésekhez cDNS-t allitottunk
eld, a reakciokban minden mintat triplikaltunk, az amplifikacié 45 ciklusos volt Rpl13a
endogén kontrollal.

WESTERN BLOT VIZSGALATOK: A retinakat hideg RIPA pufferrel homogenizaltuk.
A fehérje koncentracidjat bicinchoninic-acid protein assay kittel hataroztuk meg,
poliakrilamid gélen futtattuk, félszaraz PVDF membranra blottoltuk, majd tejporos
blokkolast kovetéen els6dleges antitest(ekk)el jeloltik. A mintdkat HRP konjugalt
antitestet tartalmazé eleggyel inkubdltunk, majd kemiluminescensziaval detektaltuk,
600 dpi felbontasban digitalizaltuk és az endogén kontroll B-tubulinnal hasonlitottuk
Ossze.

MIKROSZKOPIOS VIZSGALATOK: Az immuncitokémiai jelek regisztralasat LSM
510, LSM 710 konfokalis lézer-pasztaz6 mikroszképpal, valamint Zeiss Elyra Structured
lllumination (SIM) tipusu szuperrezollciés mikroszképpal végeztik.

STATISZTIKAI ANALizIS: Az adatok statisztikai analizisét vagy Origin 6 vagy
SPSS 19 szoftverrel végeztiik, a szignifikancia szintek meghatarozasara egytényezds
ANOVA analizist vagy Student-féle t-prébat hasznaltunk.
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EREDMENYEK ES ERTEKELES
ELEKTROMOS SZINAPSZISOK AZ EMLOS RETINA PARHUZAMOS PALYARENDSZEREIBEN

Réskapcsolatok a csap palyarendszerben

Kisérleti eredményeink segitségével bemutattuk, hogy a pérhuzamos csap
informacids palyak tobb szinten is érintkeznek egymassal elektromos szinapszisokon
keresztil. Ezek egyike a csapok kdzott kialakulo elektromos szinapszis, melyrél riporter
gént hordozd egerek segitségével kimutattuk, hogy Cx36 alegységekbdl épul fel. A
csap fotoreceptorok mellett csap bipolaris és All amakrin sejtek is bizonyitottan
pozitivak voltak a marker génre. A csapok kozotti elektromos szinaptikus kapcsolatok
feltehetbéen a szomszédos csapok impulzusainak atlagolasat, ezzel a jel-zaj viszony
javitaséat szolgéljak. A huméan mintdkon végzett immunhisztokémiai jeldléseink alapjan a
kék csapok egymassal nem képeznek elektromos szinapszisokat, de a z6ld és piros
csapok igen. Egy masik kisérletsorozattal bizonyitottuk a Cx36 jelenlétét a human
retina csap-csap elektromos szinapszisaiban is. Megfigyeltiik azt is, hogy a csap-
bipolaris sejtek dendritikus nydlvdnyai a bipolaris-bipolaris elektromos szinaptikus
kapcsolatok két tipusat hozzak létre. Az egyik a csapok talpai alatti eltéré tipusu
bipolaris dendrit végzédéseket koti 6ssze, melyekrél feltételezzik, hogy a k6zbs csap
bipolaris réskapcsolatok hasonlé tipusu bipolaris sejtek nagyobb dendritagait koétik
Ossze és feltételezziik, hogy ezek az azonos informaciés csatornahoz tartozd, de
szomszédos csap bipolaris sejteket hangoljak dssze. A bipolaris sejtek az elektromos
szinapszisok egy harmadik csoportjat is fenntartjak, melyek axon-terminalisaik kdzott
jonnek létre. Bemutattuk, hogy az emberi “OFF midget” és “giant bistratified” bipolaris
sejtek kozott ezek a kapcsolatok gyakoriak, igazolva azt a feltevésiinket, hogy a
parhuzamos palyakon szallitott informacié mar a bipolaris sejtek szintjén keveredhet.

sz

féemlds parasol dicsejtek mozgasérzékenységének kialakitasaban.

Réskapcsolatok a palcika palyarendszerben

A palcikak altal felfogott informacié egyetlen ON polaritasu palcika bipolaris
sejttipushoz jut el. A pélcika bipolaris sejtek nem szinaptizalnak kdzvetlenil
ducsejtekkel, hanem az Un. All amakrin sejtek felé kozvetitik az informaciot. Ezek
azutan az ON csap bipolarisok axonjaival elektromos szinapszist, az OFF bipolaris
sejtek felé pedig glicinerg inhibiciot szolgaltatnak. Az ON és OFF csap bipoléris sejtek
végul az ON és OFF ducsejtek felé tovabbitjak a palcikakbél szarmazo informaciot. Ezt
a szignalutvonal az els6dleges palcika receptor eredetli palya. A masodlagos
pélcikapélya esetén a palcikdk aktivitasa palcika-csap réskapcsolatokon at jut a
csapokra, majd a konvencionadlis csappalyak segitségével eljut a kimeneti ducsejtekig.
A harmadlagos pélcikapélya esetén egyes palcika receptorok és bizonyos OFF
bipolaris sejtek kdzott jon létre kémiai szinapszis, mely az OFF ducsejtek egyes tipusai
szamara szintén palcika informacioét szallit. Kisérleteinkben vad tipusu (WT) és Cx36
knock-out (KO) egerek ducsejtjeibél regisztraltunk fénystimulus Kkivéltotta akcios
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potencialokat. A fényer6t fokozatosan ndveltik, és meghataroztuk a ducsejtek
kuszobvalaszait kontroll koérilmények kozott agy, hogy kilénb6zé farmakoldgiai
moddszerekkel blokkoltuk egyik vagy masik palya mikoddését. Bizonyitottuk, hogy a
pélcikapalyak nem szelektivek a ducsejt célpontok tekintetében, hanem azokra
konvergalnak és a kulonbdzé tipusu ducsejtek fényvalaszainak kialakitasdban ezek
kiilénb6z6 mértékben vesznek részt.

Megfigyeltiik, hogy mig a vad tipusu egér retinajaban fényérzékenység alapjan
harom, addig a Cx36 KO egérnél csak egy ON polaritAsu ducsejt csoport létezik.
Bizonyitottuk, hogy a legérzéketlenebb vad és az 6sszes Cx36 KO ON duacsejt
fénystimulusokkal szembeni kiszob értéke a csappalyak érzékenységével egyezik.
Tehét az elsédleges és masodlagos palcikapalyak Cx36 fuggéek, a Cx36 knock-out
egerek sotétben nem latnak. Bizonyitottuk azt is, hogy a s6tétvaksagnak ez a formaja
az All amakrin sejtek és csap bipolarisok kdz6tt, valamint a palcika és csap receptorok
végtalpai kozotti 1étrejové Cx36 tartalmu gap junctionok hidnya miatt alakul ki. Az All
sejtek egymassal alkotott elektromos szinapszisai esetén megfigyeltik, hogy azok a
primér palcikapalya jel-zaj viszonyéat javitjdk, az OFF ducsejtek ingerkiszobét
csokkentik.

Bizonyitottuk, hogy a fenti Cx36 tartalml réskapcsolatok jelenléte altalanos a
kildonb6z6 emlés fajok esetében, beleértve a humén retinat is. Ezek eloszlasaban
megfigyelheté aprd kilonbségeket az egyes emlds allatok életvitelbeli kuildbnbségeire
vezettik vissza. llyen kulénbségek voltak a ragadozé és ragcséld fajok retinaiban
megfigyelt kulsé retinalis Cx36 plakkok alacsony szama, valamint a tengerimalac és az
emlds retina esetén a tobbi fajénal erételiesebb szubpedikularis Cx36 aggregatumok
jelenléte.

Patkany retinajan végzett egyedfejlédési vizsgalatok soran megfigyeltik, hogy
az All-All és All-ON csap bipolaris réskapcsolatok a tizedik posztnatalis napon jelennek
meg. Ugyanakkor a Cx36 fehérje (WB) és az atirasért felelés Cx36 mRNS (qPCR) mar
a szuletést kovetéen megfigyelhetd a retinaban. Valdszinl, hogy a korai Cx36 termelés
ellenére a miikodbképes réskapcsolatok kialakitasa csak a szemek kinyilasat kdvetéen
indul meg.

Az All amakrin sejtek réskapcsolatainak nyitdsat a dopamin medialja, mely a
fényadaptacié soran szabadul fel a dopaminerg amakrin sejtekbél és diffazidval jut el a
tobbi idegsejthez. A parakrin mechanizmus ellenére az All sejteket elsédleges dopamin
célpontnak tekintik, mert a dopamintermel6 sejtek axonjai gylrliszer( szdévedéket
képeznek az All amakrin sejttestek korll. Bizonyitottuk, hogy a dopaminerg sejtek
axonjai az All amakrin sejteken egy masodik tdmadasi ponttal is rendelkeznek a
transzverzalis nyulvanyok eredési pontjanal, ill. a gylriszer( beidegzés mas amakrin
sejtekre is jellemz6é. Bizonyitottuk, hogy a periszomatikus dopaminerg bemenet révén
nemcsak az All-, hanem mas tipusu amakrin (ducsejt kapcsolt széles dendritmezeji
amakrin sejtek) sejtek réskapcsolatainak kapuzasa is szabalyozott.

Megfigyeltiik, hogy a periszomatikus dopaminerg gyUridk tartalmaznak VGAT
jelolt plakkokat és ezek néha GABAARal jeldlt posztszinaptikus terllettel szemben
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helyezkedik el. Ezek gyakorisaga nem haladja meg a negativ kontroll mérésekét, ami
megkérddjelezi a periszomatikus gylirlkrdl alkotott korabbi elképzelést, miszerint ezek
specialis GABA/dopamin felszabaditasi teruletek, axo-szomatikus szinapszisok helyei.

A DUC- ES AMAKRIN SEJT RESKAPCSOLATOK
Az amakrin sejtek réskapcsolatai

Az emlbés retina 30-40 kil6nb6zé amakrin sejttipusa kozul a legtobb
réskapcsolatot tart fenn. Kisérleteinkben a széles dendritmezejli és a poliaxonalis
amakrin sejteket vizsgaltuk. Azt lattuk, hogy a széles dendritmezeji amakrin sejtek
korkoros dendritfaval rendelkeznek, atmérdik akar a milliméteres nagyséagot is elérik,
szomszédaikkal réskapcsolatokon keresztll tart kapcsolatot. Leirtuk, hogy a
szomszédos sejtek kozotti elektromos szinapszisok nem a dendritek végén, hanem
fé6leg a proximalis dendriteken helyezkedtek el. Ezek az amakrin sejtek ON és OFF
polaritasi fényvalaszokat is produkaltak, melyek egymastél fliggetlenek. A széles
dendritmezeji amakrin sejteket 6sszekapcsold homolég elektromos szinapszisokkal
kapcsolatban sikertlt bizonyitanunk, hogy ezek a sejtek receptiv mezéit megndvelik, de
egyeéb, latasban betoltétt funkciojukat egyelére homaly fedi.

A poliaxondlis sejtek, ellenben a tobbi amakrin sejttel, dendritekkel és axonalis
nyulvanyokkal is rendelkeznek. A poliaxondlis sejtek receptiv mezéi relative kicsik
voltak. Ezért valoszinUsitjuk, hogy bemeneteiket csak a dendritek felél kapjak, mig az
axonalis nyulvanyok kimenetekként szolgalnak. Ez utdbbi feltevést bizonyitottuk az
axonokra jellemz6 magasan foszforilalt neurofilament-H citoszkeletalis elemek
meglétével a poliaxonalis sejtek axonjaiban. A poliaxondlis sejtek réskapcsolatokat
hoznak létre szomszédaikkal, mely kapcsolatok a dendriteken talalhaték. Egyes
sejtekr6l ismert, hogy funkcidjuk a gyors szemmozgasok alatti ducsejtszignal
blokkolasa, az objektum-hattérmozgas elkilonitése ill. a képi folytonossag kddolasa.
Ugyanakkor nem tisztazott, hogy ezekben a jol korulirhatd latasi funkcidkban a sejtek
homolég elektromos szinapszisainak milyen szerep jut.

Az egérretina ducsejtjeinek kategorizalasa és tracer-kapcsoltsaga

Kisérleteinkben egérretinaban talalhaté ducsejteket toltottiink fel Neurobiotinnal,
majd azokon részletes morfologiai és tracer-kapcsoltsagi vizsgalatokat végeztiink.
Morfolégiai jegyeik alapjan sikerllt 22 ducsejt-populaciot elkiloniteni, melyek jol
Osszeegyeztethet6ék voltak korabbi leirasokban talalhatd tipusokkal. Els6ként
jellemeztik ezeket a ducsejteket réskapcsolataik (megfigyelt tracer-kapcsoltséag)
alapjan. Nyilvanvaléva valt, hogy a kulonféle ducsejt-tipusok egymastol kilénb6zd, de
tipuson belll allandé kapcsoltsagi mintdzatot mutatnak. A leirt 22 ducsejt-tipus kozil 16
homolog és/vagy heterolog kapcsoltsagot mutatott kdrnyezd duc- és amakrin sejt
szomszédokkal. A kapcsoltsagi mintazatok valtozatossaga ellenére altalanos
szabalyszeriiségeket is megfigyeltink: (1) az ON ducsejtek mindig displaced amakrin
sejtekkel tartottak kapcsoltsagot; (2) az OFF ducsejtek klasszikus elhelyezkedésli
amakrin sejtekkel kapcsolodtak, melyek sejttestjei az INL-ben voltak; (3) az ON
ducsejtek féként poliaxonalis, az OFF dulcsejtek sejtek széles dendritmezejli amakrin
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sejtekkel tartottak fent tracer-kapcsoltsagot; (4) homoldg duc-duc kapcsoltsagot csak
OFF és ON-OFF ducsejtek mutattak. Az intenziv és altalanosnak mondhatd ducsejt
kapcsoltsag arra utal, hogy a ducsejt réskapcsolatok a gerincesek latasaban
meghatérozé szerepet latnak el.

A Cx36 szerepe a ducsejt réskapcsolatok felépitésében

Kisérleteinkben Cx36 immunjeldléssel bizonyitottuk, hogy a patkany-, egér- és
nyulretindkban az IPL minden alrétege szamos Cx36 immunjel6lt plakkot tartalmaz.
Annak vizsgélatara, hogy ezek kozott ducsejt réskapcsolatok is taldlhatok-e, ducsejt
Neurobiotin injekcidt kdveté Cx36 immunjeldlést alkalmaztunk. Megfigyeltik a Cx36
immunijelolt plakkok és a Neurobiotin injektalt ducsejt dendritek gyakori kolokalizaciéjat,
ami valoszinlsitette a Cx36 szerepét a ducsejt réskapcsolatok felépitésében.
Megfigyeltiik, hogy az injektalt ducsejt és a tracer-kapcsolt amakrin és/vagy ducsejt
nyulvanyainak keresztez6déseiben is Cx36 plakk talalhaté. Ez bizonyitotta, hogy a
Cx36 alegység tobb ducsejt elektromos szinaptikus kapcsolatban aktiv résztvevé.

Cx36 KO egér retinan is Neurobiotin injekcidkat hajtottunk végre és morfoldgiai
jegyek alapjan itt is sikeresen elkllonitettiik a WT retinan korabban leirt tipusokat. A KO
retindban tehat a ducsejtek morfolégiaja nem, de tracer-kapcsoltsaga jelentésen
megvaltozott. Ezek a valtozasok a kovetkez6k voltak: (1) a WT retina kapcsoltsagot
nem mutat6 ducsejtjei a Cx36 KO egér retinaban is kapcsolat nélkiliek maradtak; (2) a
duc-duc tracer-kapcsoltsag a Cx36 KO retindban nagyrészt valtozatlan és (3) a duc-
amakrin tracer-kapcsoltsag csak egy ducsejt tipus esetében maradt valtozatlan, mig a
tobbi tipusnal a kapcsoltsag az amakrin sejtekkel megszint. Ezek a megfigyelések arra
utalnak, hogy a duc-amakrin réskapcsolatok j0 része Cx36 fehérje egységekbdl épul
fel.

Megvizsgaltuk a ducsejt réskapcsolatok eloszlasat a ducsejtek dendritfain.
Egyes Kkisérleteinkben transzgénikus parvalbumin-GFP  (PV-GFP) egereket
hasznaltunk, ahol a leger6sebb GFP jelet az OFF alpha sejtek mutattak. Ezek
dendritiein a Cx36 plakkok relative gyakran megfigyelheték dendritelagazasok
kbzelében. A human retinan Lucifer Yellow (LY) festékkel injektalt ducsejtek esetében a
dendritek szintén szamos Cx36 réskapcsolattal rendelkeztek, azok gyakran dendritikus
végagakon helyezkedtek el, és sok esetben parosaval vagy harmaséaval voltak
megfigyelheték. A dendritvégeken elhelyezkedd elektromos szinapszisok valészinileg
a homolog duc-duc elektromos szinapszisok helyei, de egyelére nem vilagos, hogy a
Cx36 plakkok csoportosulasa milyen funkcionalis jelentéséggel bir.

Az egérretina ducsejtek akcios potencial szinkronizaciés mintazatai

Szomszédos ducsejtek spontan akciés potencialjainak egymashoz vald
viszonyat vizsgaltuk extracelluléris elvezetéseken alapuld keresztkorrelacids analizis
segitségével. Medfigyeltink egy- és kétcsucsu keresztkorrelaciés gorbéket. Az
egycsucsu gorbék a csucs amplitidok és a szélesség tekintetében is valtozatosak
voltak. A korrelaciot mutaté ducsejtek sejttestjei minden esetben < 400 um kézelségben
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voltak és az interszomatikus tavolsag forditott ardnyossagot mutatott a korrelacid
erésségével.

A szinkronizaci6éban részt vevo retinalis halézatok

Farmakologiai kezelések sordn a retinakat egy kémiai szinaptikus
antagonistakat tartalmazo6 koktéllal inkubaltuk, és azt vizsgaltuk, hogy a kontroll
elvezetéseknél észlelt keresztkorrelaciés csucsok mérete hogyan valtozik.
Megfigyeltiik, hogy a koktélkezelés hatasara a bimodalis cslcsok alakja és nagysaga
nem valtozott, ami arra utal, hogy létrehozasuk a kémiai szinaptikus ingeriletatviteltél
flggetlen. Az unimodalis keresztkorrelacidos csucsok koktélkezelés hatasara eltérd
modon viselkedtek. A keskenyebbek a bimodalis csicsokhoz hasonldéan érzéketlenek
voltak. Ugyanakkor a koktélkezelés teljes mértékben eltiintette a szélesebb unimodalis
cslcsokat. Ezek a megfigyelések bizonyitottak, hogy a bimodalis és a keskeny
unimodalis aktivitasi korrelaciok létrehozaséért a réskapcsolatok felelnek, mig a széles
unimodalis korrelacios csucsok keletkezésében a kémiai szinapszisok is szerepet
jatszanak.

Tovabbi kisérleteinkben bimodalis és keskeny unimodalis keresztkorrelaciés
csucsokkal rendelkezé ducsejt parokat réskapcsolatot gatld szerrel kezeltiink. Ennek
hatasara mindkét Kkorrelacios mintazat eltiint, ami egyontetlen tisztazta a
réskapcsolatok szerepét ezen csucsok keletkezési mechanizmusaban. Ugyanez a
farmakoldgiai kezelés eliminalta a ducsejtek tracer-kapcsoltsagat is, bizonyitva azt,
hogy a bimodélis és keskeny unimodalis Kkorrelaciés mintdzatok mellett a
réskapcsolatok szerepe elengedhetetlen a ducsejt tracer-kapcsoltsag szempontjabdl is.

Kettés elvezetéseket a Cx36 KO egér retinan is végrehajtottunk. Megfigyeltik,
hogy a duc-duc sejtkapcsolatok nem, de a duc-amakrin sejtkapcsolatok jelentds
mértékben karosodtak a KO allatok retinain. A KO allatoknak a retindiban a ducsejt
akcios potencial mértéke joval alacsonyabb volt a WT allathoz képest. Kulénbésen a
keskeny unimoddlis keresztkorrelaciés csucsok szama csokkent, mig a bimodalis
cslcsok aranya nagyjabdol hasonlé volt a WT egerekben megfigyeltekkel.

Tovéabbi kisérleteinkben OFF alfa dicsejtek akcidés potencidljait rogzitettik
szimultdn moédon. Medgfigyeltik, hogy a WT egerek retindiban az alfa ducsejt parok a
komplex keresztkorrelaciés mintdzatot mutatnak, keskeny unimodalis és bimodalis
csucsokkal is rendelkeznek. A WT OFF alfa ducsejtek réskapcsolat permedbilis
festékkel torténd feltdltést kovetéen dsszetett kapcsoltsagi mintazatot is mutattak, mind
ddc- mind amakrin sejtekkel kapcsolédtak réskapcsolataikon keresztil. A Cx36 KO
egér retingjaban ugyanakkor az OFF alfa ducsejtek kizarolag duc-duc sejtkapcsolatokat
alkottak (duc-amakrin kapcsolatok hianyoznak) és a sejtparok csak bimodalis
keresztkorrelacios csuccsal rendelkeztek. Ez alapjan nyilvanval6 volt, hogy az OFF alfa
sejtek esetében a bimodalis csucsok létrehozaséaért a duc-duc, a keskeny unimodalis
csucsért pedig a dic-amakrin sejt réskapcsolatok felelnek. Bebizonyitottuk, hogy ez a
megfigyelés altalanos, igaz a tobbi (nem OFF alpha) retindlis ducsejt kapcsoltsagi
viszonyaira is.
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A RETINALIS ELEKTROMOS SZINAPSZISOK KEPI INFORMACIO FELDOLGOZASABAN
BETOLTOTT SZEREPE

Az elektromos szinapszisok és a halalszignal terjedése

Kisérleteinkben intracellularis cytochrome C (CytC) injektalas végeztiink
retinalis neuronokon és Miuller glia sejteken. A kisérletben nemcsak az injektalt sejt
pusztult el, hanem azok a sejtek is, melyek az injektalt sejttel gap junction kapcsolatban
voltak.

NMDA indukélta sejtpusztulast kovetéen TUNEL pozitiv sejtszamolast
végeztink kontroll és réskapcsolat blokkolt retindkon. Megdallapitottuk, hogy a
réskapcsolat blokkolt mintak esetében szignifikansan alacsonyabb volt az elpusztult
amakrin sejtek szama.

Indukalt retinalis iszkémia esetén megszamoltuk a pusztul6 sejteket vad tipusu,
Cx36 -/+, homozigota Cx36 -/- Cx36 KO és Cx45 KO egereken. A vad tipusu iszkémias
allathoz hasonlé szadmu elpusztult sejt volt a hetero- és homozigéta Cx36 KO retindk
esetében, mig a Cx45 KO retinakon a szam jelent6sen visszaesett. A réskapcsolat
medialta masodlagos sejthalal tehat a retinaban a Cx45 réskapcsolatokon keresztil
valésul meg.

A ducsejt elektromos szinapszisok szerepe aretindlis kod kialakitasdban

Az egyik kisérletben ON iranyszelektiv ducsejteket vizsgaltunk és megfigyeltik,
hogy GABAAx receptor blokkolas hatdsara ezek a sejtek OFF valaszkomponenssel is
rendelkeznek. Ennek a maszkolt OFF valaszkomponensnek az iranyszelektivitasa
ellentétes volt a klasszikus ON valaszéhoz képest és kialakitAsaban kimutattuk az
acetilkolin-termelé starburst amakrin sejtek szerepét. Megfigyeltik, hogy a
réskapcsolatok farmakoldgiai blokkolasat kovetéen a tracer-kapcsolt poliaxonalis
amakrin sejtek és maszkolt OFF valasz is eltlinik, tehat az OFF valaszért felelés
ionaram az elektromosan kapcsolt ON-OFF poliaxonalis amakrin sejtekt6él szarmazott.
Valészinlnek tartjuk, hogy létezik olyan fénystimulalasi paradigma, amely fiziologias
korilmények kozoétt ennek a valaszkomponensnek az aktivacidjaval kodolja egyes
objektumok (vagy hattér) mozgasanak iranyat.

A GABA inhibici6 farmakol6giai blokkolasa a nyulretina OFF alfa ducsejtjei
esetében a klasszikus OFF polaritasu fényvalasz mellett egy ON valaszkomponenst
fedett fel. Kisérleteinkben bebizonyitottuk, hogy ennek a valaszkomponensnek a
kialakitasaért felelds ionaramok réskapcsolatokon keresztll jutnak az OFF alfa
ddcsejtekre széles dendritmezejii ON-OFF amakrin sejtek fel6l. Sokelektrodas
elvezetésekkel igazoltuk azt is, hogy a GABA inhibicié feloldasa nem csak az OFF alfa
sejteknél, hanem a ducsejt-populacié6 mintegy harmadaban hasonld, ellenkezé
polaritdsu fényvélasz komponenseket jelenit meg. Ez arra utal, hogy e fenti altalunk
cross-over serkentésnek elnevezett jelenség altalanos mindkét (egér és nyul) modell
allatunk retinéin.



dc_1575_18

A ducsejt elektromos szinapszisok szerepe aretinalis adaptacioban

Kisérleteinkben azt is vizsgaltuk, hogy a fényadaptacié hogyan valtoztatja a
nyal- és egérretina OFF alfa dacsejtek Aaltal létesitett gap junctionok
ateresztéképességét. OFF alfa ducsejteket injektaltunk Neurobiotinnal sotét- és
adaptalt fényadaptalt retinakon. Medfigyeltik, hogy a fényadaptacié hatdsara az OFF
alfa ducsejtek tracer-kapcsoltsaga jelentdsen megnovekszik mind a kapcsolt sejtek
jelélési intenzitasanak, mind a kacsolt sejtek szaméanak tekintetében.

Szomszédos OFF alfa ducsejtek soOtét- és fényadaptalt regisztratumain
keresztkorrelacios analizist végeztiink. Allatmodelleinkben (nyul, egér) megfigyeltik a
fényadaptacié hatdsara a korrelaciés csucsok erésddését, azaz a sejtek kdzotti korrelalt
aktivitds ndvekedését, ami a masodik szomszéd sejtekre is atterjedt. Azt is kimutattuk,
hogy a réskapcsolatok atereszt6képességének ezt a novekedését a fény hatasara
felszabadulé dopamin indukalja.

Legujabb vizsgalatainkban a ducsejt réskapcsolatok farmakoldgiai zarasakor
torténd kbdolasi valtozasokat tanulmanyoztuk. Megfigyeltik, hogy az OFF alfa ducseijt
réskapcsolatok farmakolégiai zarasa amellett, hogy megsziinteti a szomszédos
ducsejtek aktivitasi szinkronizacidjat, azok spontan aktivitdsat is csokkenti, a
fényvalaszok amplitudojat noveli, ezzel a jel-zaj viszonyt javitia. Tehat az OFF alfa
sejtek egyedi fényvalaszai a réskapcsolatok zardédasaval javulnak, mig a
szomszédokkal mutatott akcidés potencial szinkronizacié mértéke éppen ellenkezbleg a
réskapcsolatok nyitasakor jelentds.

Ez utobbi vizsgalatok alapjan egy hipotézist llitottunk fel, mely szerint az OFF
alfa ducsejtek két alapveté allapotban mikodhetnek, amely két kiilénb6zd kdédolasi
mechanizmust feltételez. Az egyik kddolasi mechanizmus fényszegény kérnyezetben
kerll el6térbe, amikor a réskapcsolatok atereszt6képessége alacsony. llyenkor a
bipolaris sejtek altal kivaltott EPSC nagyobb része konvertalodik akciés potencial
sorozattd, kisebb része szivarog a szomszéd sejtekbe a réskapcsolatokon keresztil. A
fényadaptélt retina esetében viszont a ducsejt réskapcsolatok ateresztéképessége
megnd, a fénystimulus kivaltotta EPSC-k jelentésebb része a réskapcsolatokon
keresztil a kapcsolt sejtek felé elszivarog. Ebben az esetben a jel-zaj viszony ugyan
romlik, de a kapcsolt duc- és amakrin sejtekkel torténé kommunikacio javul, lehetéség
nyilik az akcids potencial korrelacio altal egyes képi aspektusok populacios kédolasara.
A hipotézis alapjan az OFF alfa sejtek a képi kdrnyezet két egymastol kulénb6zé
aspektusat képesek kédolni a megvilagitas figgvényében (pl. kontraszt és mozgas).
Ennek a hipotézisnek az igazolasan és a jelenségnek az eml8s latérendszer
mikodésében betoltott szerepén jelenleg is dolgozunk.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A disszertacid témajaban végzett kutatdsaink legfontosabb eredményei a
koévetkez6k:

1. A csaprendszer elektromos szinapszisai. Csappalyak esetén az egér- és a
human retindban a Cx36 réskapcsoltok jelen vannak a csap-csap kapcsolatokban.
A human csap bipolaris sejtek legalabb két dendritikus és egy axondlis elektromos
szinaptikus tipusu kapcsolatot létesitenek egymassal.

2. A pélcika rendszer elektromos szinapszisai. A palcika informéaciés csatornak
esetén a Cx36 gap junctionok jelen vannak az egér All-CB és az All-All
kapcsolataiban, és azok a jel tovabbitasat és a szignal jel-zaj viszonyanak javitasat
végzik.

3. A Cx36 réskapcsolatok eloszlasanak vizsgalata az emlds retindban. A
kilénb6z6 emlbs fajok retinainak Cx36 réskapcsolatai hasonld eloszlast mutatnak,
fajspecifikus jellegzetességekkel. A Cx36 réskapcsolatok a posztembrionalis
fejlédés viszonylag kés6i szakaszaban alakulnak ki és a szem kinyilasaval valnak
éretté.

4. Az emlds bels6é retina neuronjainak kapcsoltsdga. A belsé retina széles
dendritmezejli és poliaxonalis amakrin sejtiei réskapcsolatokon keresztil torténd
kapcsoltsagot mutatnak, és ezek a kapcsoltsagok az amakrin sejtek receptiv mez6it
megnovelik. Leirdsra kerllt 22 egér ducsejt-tipust teljes morfolégiai jellemzéssel és
tipus-specifikus tracer-kapcsoltsaggal. A ducsejtek tobbsége réskapcsolatokon
keresztll kapcsolt, tehat a ducsejt elektromos szinapszisok esszencialisak a latas
szempontjabél. A Cx36 esszencialis épitékdve a dlc-amakrin sejtkapcsolatoknak.

5. Az egérretina ducsejt akcids potencial szinkronizaciés mintazatai. A nem-Cx36
dic-dic és a Cx36 tartalmi dac-amakrin sejt réskapcsolatok kilénb6zé akcids
potencial szinkronizdciés tipusok alapjai. A pélcikak termikus zaja Cx36
réskapcsolatokat é€s kémiai szinapszisokat tartalmazé primer/szekunder pélcika
csatorndkon keresztll jut a belsé retina ducsejtekig és specifikus akcids potencial
korrelaciot general.

6. A ducsejt spike-szinkronizacié latasban bet6ltdtt szerepe. A fény hatasara
felszabadul6 dopamin a ducsejt réskapcsolatok ateresztGképességét, és ezaltal a
sejtek egymashoz kapcsoltsagat noveli. A fényadaptacié soran a ducsejt szinkron
aktivitas ndvekszik, amelynek soran ducsejtek az egysejt kddolasi mechanizmusrol
a populaciés kodolasi mechanizmusra valtanak.
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