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1. BEVEZETES

A latés kétségtelenil a legfontosabb szenzoros folyamatunk, melynek soran a
retina (ideghartya) segitségével a kilvilag ingereinek mintegy 85%-at érzékeljuk. A
retina a szemfenéken talalhato, fényérzékeny idegszovet. Az emberi szem 130 millié
fotoreceptora szabalyos matrixszerli rendben boritja a retina kilsé (inhartya fel6li)
felszinét, igy ezek mindegyike csak a latotér egy-egy kis részletének fényvéltozasait
érzékeli. A latétér képkockakra, “pixelekre” torténd felbontasa miatt gyakran vonunk
funkciondlis parhuzamot az emberi latészerv és a digitalis fényképez6gép kodzott. Az
utobbi esetben a fényképez6 fényérzékeny chipje (CCD; CMOS) altal eléallitott nyers
formatumau pixel-regisztralt adatok tarolasa és tovabbitasa igen nagy kapacitast igényel,
ami a modern digitalis fotétechnika korlatait is jelenti. Emiatt elengedhetetlen, hogy a
képi informacié méretét egy erre alkalmas tomorité algoritmus a téredékére csokkentse
még miel6tt a regisztralt adattdmeg tovabbi felhasznalasra kertilne. Az emberi szem
hasonlé problémaval all szemben, amikor a fotoreceptorok mintegy 130 megapixelnyi
informacidjat az alig 3 mm atméréji latéidegen keresztil kell id6ben folyamatosan
tovabbitani az agy felé. Az adattomeg meéretének csokkentésében a retina
interneuronjainak és ezek kapcsolatrendszereinek kiemelten fontos szerep jut. Az
interneuronok kdzremiikddése segitségével a kimeneti ducsejtek mar nem
fotoreceptorszerli pixel-informaciét, hanem ducsejt-tipustél fliggd mintazatinformaciot
(luminancia-kontraszt; szin-kontraszt; orientacio; mozgdas; mozgas iranya; sottétedés
stb.; Sanes és Masland 2015; Seabrook és mtsai 2017) kildenek az agy felé. Az egyes
mintazatinformacié-elemek kodolasaért tehat kilénb6z6 ducsejt-tipusok felelnek,
melyek kimenetei parhuzamos informéciés csatorndk mentén jutnak el a latérendszer
felsébb kdzpontjaihoz. A dlcsejtek szama az emberi szemben mintegy 1 millié, ami a
fotoreceptorokbdl szarmaz6 nyers informécio témeg 1/130-adara torténd redukcidjat
jelenti. A modern retinalis neurobiolégia egyik alapvet6 feladata éppen az, hogy feltarja
azokat a retindlis interneuron-hal6zatokat, melyek ezt a rendkivili mértéki tomoritési
mechanizmust lehetévé teszik. Adattdomoritésre ad példaul lehetéséget az, ha a
ducsejtek a latott kép egyes aspektusait egymastol fuggetlendl (aszinkron), mésokat
pedig a szomszédos ducsejtek kozott szinkronizalt akcids potencialok formajaban
kodoljdk és ugyanazon informacids csatornan (multiplexelve) kildik az agy felé (Meister

1996; Brivanlou és mtsai 1998). A kozponti idegrendszer minden terlletén taldlhatdok
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interneuron-hal6zatok, melyek projektoros neuronok aktivitdsat hangoljak 6ssze azzal,
hogy szinkronban oldjak fel ket a gatlas alol (Deans és mtsai 2001; Leznik és Llinas
2005), vagy szinkron serkentést szolgaltatnak (Szabadics és mtsai 2006) kémiai
jelatvivé molekulakkal (transzmitterekkel). Hasonlé kapcsolatok felelések a retinalis
ducsejtek aktivitAsanak szinkronizéciojaért is (Mastronarde 1983a; DeVries 1999;
Greschner és mtsai 2011). Ugyanakkor a ducsejteket (ganglion cell — GC)
Osszekapcsol6 ducsejt-ducsejt elektromos szinapszisok (GC-GC) alapvetd szerepe is
bizonyitasra kerult (Brivanlou és mtsai 1998; Schubert és mtsai 2005a; b; Volgyi és
mtsai 2005; 2009; 2013a; b). A kdzponti idegrendszer kilénb6z6 teriletein eléfordulod
elektromos  szinapszisok (gap junction, réskapcsolat) szerepét  sokaig
elhanyagolhaténak tekintette a szakirodalom. Ugyanakkor az utobbi két évtized ez
irAnyl kutatbmunkaja bizonyitja, hogy az elektromos szinapszisok szerepe
elengedhetetlen nemcsak a fent emlitett aktivitasi szinkronizaciéban, hanem a
neurondlis halézatokon tovabbitott informéacié jel-zaj ardnyanak javitasaban és az
informaci6 tovabbitasaban is (Bloomfield és Volgyi 2009). A disszertaciéban a
tovabbiakban azt részletezem, hogy a mintegy két évtizedes kutatbmunkank hogyan

jarult hozza a fenti témakor ismereteinek bévitéséhez.
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2. ROVIDITESEK

ACh Acetylcholine, acetilkolin

AC amacrine cell, amakrin sejt

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid

AP4, APB 2-amino-4-foszfonobutirat

BC bipolar cell, bipolaris sejt

B-gal B-galaktozidaz

BSC broad spike correlation, széles akcios
potencial szinkronizacio

BSA bovine serum albumin

C cone, csap

cAMP ciklikus adenozin-monofoszfat

CaR calretinin

cDNS komplementer DNS

CCEF cross correlation function,
keresztkorrelacids gorbe

CGL corpus geniculatum laterale, oldalsé
térdes test

cGMP ciklikus guanozin monofoszfat

CT circadian time

Cx connexin

CytC cytochrome C, citokrom C

D1, D2 1 és 2 tipusu dopamin receptorok

DAB diamino-benzidin

DAPI diamino phenil indol

DB3 diffuse bipolar type 3, 3 tipusu difuz
elagazasu bipoléaris sejt

DEPC dietilpirokarbonat

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

FMB flat midget bipolar cell, lapos
szinapszist Iétrehozo kis bipolaris sejt

GABA y-aminobutyric acid, y-amino-vajsav

GBB giant bistratified bipolar cell, érias

kett6s elagazasu bipolaris sejt

GC ganglion cell, ganglion sejt (ducsejt)

GC-GC ducsejt-ducsejt réskapcsolat

GC-AC ducsejt-amakrin sejt réskapcsolat

GCL ganglion cell layer, ganglion sejtek
rétege

GFP green fluorescing protein, zold
fluoreszkalo fehérje

GJ gap junction, réskapcsolat vagy
elektromos szinapszis

H20- hidrogén peroxid

HRP horse radish peroxidase, torma-
peroxidaz

HC horizontal cell, horizontalis sejt

IC immuncitokémia

INL inner nuclear layer, belsé sejtes réteg

IPL inner plexiform layer, belsé rostos réteg

ISI interspike interval, inter-spike id6k6z

KO knock-out, génkiltott

L cone z6ld (kbzepes hullamhossz) fényre
érzékeny csapreceptor

L/M opszin zo6ld/piros opszin

LY Lucifer Yellow, Lucifer sarga festék

M cone piros (hosszl hulldmhossz) fényre
érzékeny csapreceptor

MEA multielectrode array, sokelektrodas
rendszer

MGIuR6 6-0s tipusl metabotrop glutamat
receptor

MSC medium spike correlation, k6zepes
akcibs potenciél szinkronizacié

MRNS hirvivé RNS

MT és V5 fels6bb agykérgi latékdzpontok

NF narrow-field, keskeny dendritmezejii

NFL neurofibrillar layer

NJ neighbor-joining
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NPY Neuropeptide Y

NSC narrow spike correlation, keskeny
akcids potencial szinkronizacié

OFL optic fibers layer

ON DS ON direction selective, ON
iranyszelektiv

ON-OFF DS ON-OFF direction selective,
ON-OFF irdnyszelektiv

ONL outer nuclear layer, kilsé magvas
réteg

OPL outer plexiform layer, kilsé rostos
réteg

PA poliaxonalis amakrin sejt

PBS phophate buffered saline, foszfat
pufferelt séoldat

PBST PBS, Tween-20-val

PCR polimeraz lancreakcio

PE pigment epithelial layer, pigmentham
réteg

PFA paraformaldehid

PLAP illetve placentdlis alkalikus
phosphatase

PR fotoreceptorok rétege

PV parvalbumin

PVDF polyvinylidene difluoride

gPCR kvantitativ real-time polimeraz

lancreakcio

R rod, pélcika

Rec recoverin

RFP red fluorescing protein, vorés
fluoreszkal6 fehérje

RGS retinalis ganglion sejt

RNS ribonukleinsav

RIPA radioimmunoprecipitation assay puffer

ROX 5-carboxy-X-rhodamine, gPCR festék

Rpl13a 60S riboszomalis fehérje L13a
alegység

S cone kék (révid hullamhossz) zoéld fényre
érzékeny csapreceptor

S opszin kék opszin

SIM structured illumination microscopy

S/N signal/noise ratio, jel-zaj arany

TBST Tris-pufferelt sboldat Tween-20-val

tdTomato voros fluoreszkalo festék

Triton-X 100 4-(1,1,3,3-
Tetramethyl(butyl)phenyl-
polyethylene glycol

VGAT vezikularis GABA transzporter

VIP vasoactive intestinal peptide

WB western blot

WF wide-field, széles dendritmezeji

ZT zeitgeber time
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3. IRODALMI ATTEKINTES

A RETINA SZERKEZETE A GERINCES ALLATOKBAN

A latérendszer az emberi szervezet legdifferencialtabb és egyuttal a legnagyobb
fontossaggal birdé érzékszervrendszere. Emiatt a gerinces allatok retinaja a modern
neurobiol6gia egyik kedvelt vizsgélati objektuméava valt. Az ideghéartya szerkezete
ugyan valamelyest alkalmazkodott az egyes gerinces fajok eltérd életkdrilményeihez,
de a legalapvet6bb alaktani és mikdodési elvek a tobb szazmillio éves evollucié soran
sem valtoztak (Wéssle és Boycott 1991). A retina szintjén a fényinger kodolasa mellett
mar informaciofeldolgoz6 folyamatok is zajlanak, melynek alapjat a retina rendkivl
bonyolult neuronhalézata szolgéltatja. Az ideghartya a fényfelfogd fotoreceptorokon,
valamint az efferens rostokat szolgaltaté ducsejteken kivill hdrom interneuron osztaly
képviseldit tartalmazza, a bipoléaris- (bipolar cell - BC), a horizontalis- (horizontal cell -
HC) és az amakrin sejteket (amacrine cell — AC), melyek minden gerinces retindban
megtalalhatok. Ugyancsak egységes a kulonb6zé gerinces osztalyok esetében az a

rendezd elv, amely a szigortan rétegzett szerkezetet alakitja ki (Rodieck 1988).

RETINA RETEGEI

A retina szerkezeti felépitésére és sejtjeinek osztalyozasara vonatkoz6
vizsgalati eredmények Schultze (1866), Ramon y Cajal (1893) és Polyak (1941)
munkassaga nyoman mar régéta ismertek. Ezek alapjan harom, az idegsejtek
sejttesttjeit  tartalmazé és az ezeket hatarold/elvalasztd rostos  réteget
kulénbdztethetlink meg. Az elfogadott nevezéktan szerint minden esetben az inhartya
fel6li részeket kilsé-, az Uvegtest felélieket pedig bels6é rétegeknek nevezzik. Ennek

megfeleléen a kdvetkezd rétegeket kulonitjuk el (1. abra):

1. A pigmentham réteg (pigment epithelial layer — PE; megjegyzés: ezek az
1.abran nincsenek feltiintetve) szorosan egymas mellett allé hamsejtekbdl all, melyek
elszigetelik a retindt az érhartyatdl. A sejtek melanintartalma a szemfenékre érkezd
fény egy részének elnyelésében jatszik fontos szerepet. A pigmenthdm fényelnyelése
megakadalyozza a szemen Dbellli fényvisszaver6dést (ezt a funkcidt a
fényképezdgépek esetében a test matt-fekete belsd felllete biztositja). A hamsejtek
apikalis felszinén medfigyelhetd ujjszerl nyulvanyok a fény-indukal6 hatasara a csapok

(cone — C) és palcikak (rod — R) k6zé ékelédnek. Ezzel a folyamattal a pigmentham
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sejtiei a fotoreceptorok szaméra ingerként haté fénysugarak mennyiségét
szabalyozzak, igy a fényadaptécio folyamataban vesznek részt. A pigmentham sejtjei
trofikus tényezéket termelnek (Hicks és Curtois 1992), melyek jelenléte elengedhetetlen
a fotoreceptorok szabalyos miikodéséhez. A hamsejtek a fotoreceptorok degeneralédo
kiuls6 szegmenseinek a fagocitozisat is ellatjak, valamint méregtelenitési folyamatokban

is részt vesznek.

palcika
PR
ONL csap(
OPL
» G SV Lgos’® et
horizontalis sejt
It csap palcika
bipolaris bir_)oléris
sejt sejt
IPL TN R T : - .
p amakrin Sejt = \ amakrin sejt
%
GCL

OFL "{Jﬁjt/

1. 4bra. Az eml0s retina f6 rétegei és sejttipusai

GCL - ducsejtek rétege, INL — belsé sejtes réteg, IPL — belsé rostos réteg, OFL —
optikus rostok rétege, ONL - kuls6 sejtes réteg, OPL - kiils6 rostos réteg, PR —
csapok és palcikak rétege.

2. A csapok és palcikak rétege (photoreceptors layer - PR) a receptorsejtek
kiilsé nyulvanyait tartalmazza, melyek ultrastrukturalis képén jellegzetes, szorosan
egymasra rétegzett membranzsakok (palcikak) vagy membranbetlirédések (csapok)
figyelhet6k meg. Ez a membranrendszer ad helyet az 6sszetett pigmentmolekulaknak
és a kulonleges fényatalakitd biokémiai kaszkadrendszer tagjainak. Ezek alapjan

elmondhaté, hogy a PR a fototranszdukcié helye.

3. A kuls6 sejtes rétegben (outer nuclear layer - ONL) helyezkednek el tobb

sorban a fotoreceptorok sejttestjei.
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4. A kllsé rostos réteg (outer plexiform layer - OPL) a receptorok terminalisait, a
masodlagos neuronok (bipolaris- és horizontalis sejtek) nyulvanyait és az ezek altal
létrehozott szinapszisokat tartalmazza. A bipolaris sejtek a vertikdlis informéacio
tovabbitasban fontosak és a fotoreceptorok impulzusait tovabbitjak a ducsejtek felé. A
horizontélis sejtek ellenben gatlé interneuronok, melyek negativ visszacsatolasa
(feedback) alapvet6 fontossagu a retinalis sejtek kdzpont-kornyéki receptiv mezejének

kialakitasaban.

5. A belsd sejtes rétegben (inner nuclear layer - INL) a retindlis interneuronok
(bipolaris-, horizontalis-, interplexiform és amakrin sejtek) sejttestjei foglalnak helyet
ugy, hogy a horizontalis és bipolaris sejtek szomai az INL kulsé (fotoreceptorokhoz
kozelebbi), mig az amakrin és interplexiform sejtek sejttestjei a belsd (ducsejtekhez
kozeli) INL félben talalhatok.

6. A bels6 rostos réteg (inner plexiform layer - IPL) a masodlagos szinaptikus
kapcsolatok helye, ahol az informacié alapvetéen a bipolaris sejtek fel6l a ducsejtek
irAnyadba aramlik. Ugyanakkor ebben a rétegben kapjak bemeneteiket az amakrin
sejtek is, melyek féleg gatld kimenetet szolgaltatnak a duc-, bipolaris és egyéb amakrin
sejtek szamara. Az IPL allomanya egy disztalis "a" (IPL kulsé 2/5-e) és egy proximalis
"b" (IPL belsé 3/5-e) alrétegre oszthatd. Egy alternativ felosztas szerint az IPL teriletét
Ot egyenlé alrétegre (sztratum) oszthatjuk, melyeket az INL felél (sztratum 1 - 5)
szamokkal jeldlik. Az a-alréteg a sztratum 1 és 2, a b-alréteg a sztratum 3, 4 és 5 -t
tartalmazzak.

7. A duacsejtek rétegében (ganglion cell layer - GCL) a ducsejtek és a

rendellenes helyzet( (displaced) amakrin sejtek sejttestjei talalhatok.

8. Az optikus rostok rétegében (optic fiber layer - OFL) a ducsejtek axonalis
nyulvanyai figyelheték meg, amelyek a vakfolt terlletén elhagyjak a retinat, majd a

szemet.

9. A Muller-sejtek a retina gliasejtjei (megjegyzés: ezek a sejtek az 1.abran
nincsenek feltliintetve). A retina idegsejtjeivel ellentétben nem alkotnak kilon réteget.
Sejttestjeik az INL-ben taldlhaték az interneuron szémak kozott. A vertikélisan haladé
Muller-sejt nyulvanyok végtalpai a retina két felszinén (Uvegtest és pigmentham fel6li)
hatarol6 membranokat képeznek. A proximalis (az uvegtest fel6li) hatarolo6 membran
folytonos, igy kémiailag is izolalja a retinat, ezzel szemben a disztélis membran nem

Osszefiliggé és a Muller-sejtek végtalpai k6zott megfigyelhetd résekben a receptorsejtek

7
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nyulvanyai helyezkednek el. A Miuller-sejteknek Iényeges szerepe van a retindlis
neuronok normalis anyag- és ionforgalméanak fenntartdsaban, kilonds tekintettel a
kalium ion (K*) homeosztazisra (Newman és mtsai 1984).

Az aldbbiakban az egyes sejtosztalyok részletesebb leirasa kdvetkezik, melynek
célja a fontosabb csoportok, alcsoportok bemutatisa és filogenetikai 6sszehasonlitasa.

AZ IDEGHARTYA SEJTTIPUSAI

Fotoreceptorok. Transzmitterként glutamatot termelnek és szabaditanak fel.
Alaktani és mikodési szempontbdl két altipusuk van, ezek a pélcikak és a csapok. A
palcikak hosszu kilsé szegmensekkel rendelkeznek, terminalisaik (rod spherules)
kicsik, gdmb alakuak. Ezzel szemben a csapok rdvid kilsé szegmensekkel és nagy,
lapos végtalpakkal (cone pedicles) jellemezheték. Mindkét receptortipus a receptiv
mezejére es6 fény hatasara hiperpolarizaciéval valaszol. Bar a palcikak és a csapok
egyarant 3-4 nagysagrendet atfogd fényintenzitas-tartomanyban mikoédnek (a
detekcibs alsé hatartél a szaturacibig), a palcikak fénnyel szembeni érzékenysége jéval
nagyobb (Hecht és mtsai 1942). Sotétadaptalt retina esetén akar egyetlen foton
abszorbcidja is fényvalaszt alakithat ki a palcikareceptorokban, mig a csapok esetén
10-100 foton egyittes abszorpcidja valt ki valaszt. A csapok ingerkiszobe tehéat
nagysagrendekkel magasabb, mint a palcikaké, emiatt a palcikak alacsony
fényintenzitds mellett (sotét, szirkilet, szkotopikus korilmények), a csapok pedig
magas fényintenzitas (nappali megvilagitas, fotopikus kortlmények) mellett aktivak
(Fain és Dowling 1973). Ez a megosztottsag a legtdbb gerinces allatra jellemzé.
Ugyanakkor akad néhany kivétel is, példaul a rajak ideghéartyaja csak palcikakat
tartalmaz (Dowling és Ripps 1970), mig egyes gyikok retindjaban csak csapreceptorok
talalhatok (Walter és mtsai 1986). Ezen kivil megfigyelheté kilonbség az egyes
allatcsoportok csapjainak kromatikus tulajdonségaiban is. A csapok a bennik talalhaté
szinanyagok fényelnyelési maximumai alapjan az emberi retinaban haromfélék
lehetnek: a kék (révid hulldamhosszu ~ 420 nm, S csap), a zold (kb6zepes hullamhosszu
~ 531 nm, L csap) és a piros (hosszu hullamhosszu ~ 558 nm, M csap) fényre
érzékenyek (Dartnall és mtsai 1983). A harom eltérd csap jelenléte folytan kialakulod
trikromécia az emlésok korében filogenetikailag Uj jelenség, csak az 6vildgi majmokra
jellemzé (Dartnall és mtsai 1983). Az eddig vizsgalt tébbi emlésfajban egy hosszu és
egy rovid hullamhossz-tartomanyra érzékeny csaprendszer mikdodik (Perlman és Daw

1970; Caldwell és Daw 1978), igy ezek az allatok dikromatdk. Alacsonyabbrendi
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gerincesek esetében tovabbi diverzifikacio figyelhet6 meg a halak iker- és kett6s-
csapjai (Walls 1942), a kétéltliek vords és zold pélcikai (Ramon y Cajal 1893), valamint
a hullék és a madarak retingjaban el6forduld olajcsepp tartalmu csapok (Walls 1942)

tekintetében.

Horizontélis sejtek. A horizontalis sejtek y-amino-vajsavat termeld, un. GABA-
erg interneuronok. A legtébb vizsgalt emlésfajban két tipusat kilénithetjik el. Az egyik
tipus képvisel6i dendrit és axon nyulvanyokkal egyarant rendelkeznek (axon bearing,
B-tipust horizontalis sejtek). Dendritieik a csapreceptorokkal, a sejttesttél akar
milliméterekkel tavolabbra esd axontermindlisaik pedig kizarélag palcikakkal
szinaptizalnak (Kolb és Famiglietti 1974; Dacheux és Raviola 1982). A masik tipus
sejtiei axon nélkiliek (axonless, A-tipust horizontalis sejtek), nyulvanyaik csak
csapreceptorokkal tartanak kapcsolatot (Gallego 1971; Kolb 1974; Dacheux és Raviola
1982). A ragcsalok egy része (egér, patkany), valamint a féeml6sok csak B-tipusu
horizontélis sejtekkel rendelkeznek (Polyak 1941; Stell 1965; Kolb 1970, Kolb és mtsai
1980; Peichl és Gonzéalez-Soriano 1994). Szubmammadlis gerincesekben az
emlitettektdl tobb-kevesebb eltérés figyelhetd meg. A halak, kétéltliek és madarak
tobbségében tébb hullamhosszfiiggetlen (luminozitds-) és hullamhosszfiiggé
(kromatikus-) horizontalis sejttipus is talalhato (Stell 1967).

Bipolaris sejtek. Az emlés bipolaris sejtek f6 bemeneteik alapjan
palcikabipolaris és csapbipolaris altipusokba sorolhatdk, de minden tipusuk glutamatot
termel, igy serkent6. A palcikabipolaris sejtek posztszinaptikus felszinként szolgald
dendritagai a fotoreceptorok axontermindlisaiba mélyen benydlva an. invaginacios
szinapszisokat alkotnak (Kolb 1970) és a receptiv mezejiket ért fény hatasara
depolarizacoval (Dacheux és Raviola 1986) valaszolnak. A palcikabipolaris axonok az
IPL legproximdlisabb rétegében agazédnak el. A csapbipolaris sejteket fényvalaszuk
alapjan ON (depolarizald) és OFF (hiperpolarizald) csoportokra lehet osztani. Az el6bbi
csoport tagjai az OPL-ben a csapreceptorokkal szintén invaginacios szinapszisokon
keresztll tartanak kapcsolatot. Az OFF csapbipolaris sejtek dendritvégagai nem
hatolnak be a fotoreceptorok végtalpaiba, hanem nagy felszind, elterGld, un. lapos (flat)
szinapszist alkotnak. Az ON sejtek az IPL 3-4, az OFF sejtek az IPL 1-2 alrétegében
végzddnek és kimeneteiket kiilonb6z6 dic- és amakrin sejtek felé tovabbitjak. Alaktani
és neurokémiai szempontb6l a bipolaris sejtek 9-12 altipusa kulonitheté el minden

emldsfajban (Boycott és Wassle 1999; Haverkamp és mtsai 2003; Ghosh és mtsai
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2004; Euler és mtsai 2014). A szubmammalis gerincesekben szervezédésik és
mikodésik eltér az emlésokétdl, ugyanis ezeknél az allatoknal féleg kevert (csap és
palcika) bemenettel rendelkezd bipolaris sejtek talalhatok (Lettvin és mtsai 1961),
valamint el6fordulnak olyanok is, amelyek ellentmondanak az ON-OFF szegregécio
elvének (Witkovsky és mtsai 1994; Ammermiller és Kolb 1995). Alaktanilag a
szubmammalis bipolaris sejtek 12-nél tdbb tipussal rendelkezd, diverzebb sejtosztalyt
alkotnak (Shkolnik-Yarros és Podugolnikova 1977; Zhang és Wu 2009).

Amakrin sejtek. Morfologiai szempontbdl a gerinces retina legdiverzebb
populacidja és mintegy 25-30 (vagy tobb) sejttipust tartalmaz. Seijttestjeik
elhelyezkedhetnek az INL-ben vagy a GCL-ben (displaced amakrin sejt). A legtobb
amakrin sejt csak dendritfaval rendelkezik, de léteznek tébb axont is tartalmazd6 Un.
poliaxonalis amakrin (PA) sejtek. A nyulvanyok arboriziciéjukat tekintve tipustdl
fuggbéen az IPL egész keresztmetszetén atnyulé (diffaz) vagy egy, két, illetve tébb
keskeny savban elagazéak lehetnek. A dendritfa kiterjedése alapjan széles
dendritmezeji (wide field, WF) és keskeny dendritmezeji (narrow field, NF) amakrin
sejteket kilonboztetink meg. A csoport fiziolégiai szempontbdl sem egységes,
fényvalaszuk lehet fazisos vagy ténusos, illetve ON-, OFF- és ON-OFF (a fényimpulzus
be- és/vagy kikapcsolasara érzékeny). Az amakrin sejtek alapvetéen gatlo
interneuronok, transzmitteriik glicin vagy y-amino vajsav (GABA), melyek mellett egyes
amakrin sejt tipusok még egy-egy neuroaktiv anyaggal is jellemezhetéek (acetilkolin,
dopamin, szerotonin, vazoaktiv intesztinalis polipeptid, P anyag, szomatosztatin,

neuropeptid Y, enkefalin, kalcitonin gén fugg6 peptid stb).

Ducsejtek. A retina efferens sejtjei. Axonjaik egy kétegben az optikus idegen
keresztul hagyjak el a szemet, és a fels6bb latokdzpontok felé haladnak. Morfolégiai
alapon mintegy 20 altipusuk kuldnbdztetheté meg (Badea és Nathans 2004; Kong és
mtsai 2005; Coombs és mtsai 2006; Volgyi és mtsai 2009; Farrow és Masland 2011,
Baden és mtsai 2016). A ducsejtek dendritikus eldgazasaik és fényvalaszuk alapjan
ON, OFF és ON-OFF tipusuak lehetnek. A ducsejtek a latott képet elemeire bontjak,
minden egyes tipus a latott kép egy-egy specifikus aspektusanak (luminanciakontraszt,
szinkontraszt, orientaci6, mozgas, mozgas iranya, objektum kozeledése stb.)
detektalasara specializalédott. A duacsejtek altipusainak szama tehat megszabja
azoknak az informacids csatornaknak a szamat, melyeken keresztil a latasi informacio

elemeire bontva parhuzamosan halad az agy felé.

10



dc_1575_18

AZ ON-OFF REGULACIO

Mig a fotoreceptorok fényvalaszuk alapjan homogén csoportnak tekintheték
(mindegyik hiperpolarizaciéval vélaszol a receptiv mezejére esé fényre), addig a tobbi
retinalis sejt nem. Hartline (1938) uttéréd munkaja eredményeképpen valt ismertté, hogy
az optikus kotegben futé ducsejt axonok fényvalaszuk alapjan harom csoportra
oszthatdk. Az ON rostok a fény bekapcsolasakor, az OFF rostok a kikapcsolaskor, mig
az ON-OFF rostok mindkét esetben megndvekedett frekvencigju akciés potenciél
sorozattal valaszolnak. Arra is fény dertlt, hogy minden egyes ducsejt a retina egy
bizonyos kis terlletére es¢ fény be- és/vagy kikapcsolasara vélaszol megvaltozott
kisulési frekvenciaval. Tovabbi vizsgalatok kideritették, hogy a dicsejtek esetében ezek
a mez8k koncentrikusak, és a sejtek ellentétesen valaszolnak a kdzpontjukra esd
fénypont, illetve a perifériara es6é fénygylri hatasara (Kuffler 1953). Azt a terlletet,
melynek ingerlésével a vizsgalt neuronban potencialvaltozasok mutathatok ki, a sejt
receptiv. mezejének nevezik (Barlow 1953). Ez a fogalom minden szenzoros
rendszerbeli neuronalis struktura egyik f6 funkcionalis jellemz&je. A hatvanas években
megfeleld mikroelektrodakkal a tobbi retinalis sejttipus fizioldgiai tulajdonsagai is
vizsgalhatéva valtak. Ekkor derllt ki az is, hogy a bipoléaris sejtek az informacidaramlas
utjaban a legelsé retinalis sejtek, melyek ON-OFF regulaciéval rendelkeznek (Werblin
és Dowling 1969), igy ezek a neuronok azok, amelyektél a két csatorna (ON és OFF) a
kezdetét veszi. Ez a funkciondlis elkilénilés fennmarad az atkapcsolasok utan,
talamikus és kortikalis szinteken egyarant (Horton és Sherk 1984, Schiller 1992).
Legkorabban az extrasztriatdlis latokérgi terlileteken kapcsolédik 6ssze Ujra a két palya.
Mivel a fotoreceptorok nemcsak fényvalaszuk alapjan, hanem az altaluk termelt
transzmitter tekintetében is homogének, igy a bipolarisok két csoportjanak eltérd
fiziologiai tulajdonségai csak a posztszinaptikus oldalon talalhat6 receptorok eltérésével
magyarazhatok. Alatamasztotta ezt az elképzelést az is, hogy a glutamat agonistaként
ismert 2-amino-4-foszfonobutirat (AP4 vagy APB) kiilénb6z6képpen hat az ON és az
OFF bipolaris sejtekre (Slaughter és Miller 1981). Az is bebizonyosodott, hogy az ON
csap-bipolaris és a pdélcika-bipolaris sejtek dendritjein jelfordit6 metabotrép
glutamétreceptorok (MmGIuR6), mig az OFF csapbipolarisokon jeltarté ionotrép
receptorok (AMPA, kainat) talalhatok (Nelson és mtsai 1976; Stell és mtsai 1977,
Dacheux és Raviola 1986; Nawy és Jahr 1990). Nagy el6relépést jelentett a retina
kutatasaban annak a ténynek a felfedezése, hogy a két csatorna elemei morfoldgiai
alapon is jol elkulonithet6k egymastdl, ugyanis a fotoreceptorok a kilsé rostos rétegben
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az ON elemekkel ribbonszinapszist, mig az OFF elemekkel bazalis szinapszist alkotnak
(Nelson és mtsai 1976). Az IPL-ben nem a szinapszisok morfolégidja az Utmutato,
hanem azok lokalizaci6ja. Az OFF bipolarisok és OFF ducsejtek az IPL disztalis
harmadaban létesitenek kapcsolatot egyméassal, mig az ON bipolaris-ducsejt szinapszis
a proximdlis IPL-ben jon létre (Kolb és Famiglietti 1974; 1976). A rendezettség
szembetlind, de felmeril a kérdés, hogy miért kellett kialakulnia a két parhuzamos
rendszernek. Talan a legkézenfekvébb magyarazat az, hogy a latasérzet kialakulasa
szempontjabél mind a ndvekvé, mind a csbékkend fényintenzitasokrol szikséges
excitatorikus informaciot szallitani a latokéregbe. Iigy minimalizalhato leginkabb az

informaciovesztés lehetésége (Schiller 1992).

A RESKAPCSOLATOK SZEREPE AZ NEURONOK KOZTI KOMMUNIKACIOBAN

A kozponti idegrendszer szerkezeti egységeiben az idegsejtek kozotti
kommunikacio féleg kémiai ingerlletatvitel segitségével zajlik. Itt a preszinaptikus sejt
neurotranszmittert szabadit fel, mely receptor molekulakon keresztil ingerli a
posztszinaptikus idegsejtet. Ugyanakkor az utébbi 40 év kutatasai egyértelmiivé tették,
hogy létezik az idegsejtek kozoétti kapcsolattartasnak egy masik formdja is. Ez utébbi
esetben az egymassal kommunikalé idegsejtek citoplazmaja specializalt fehérje-
csatorndk, réskapcsolatok segitségével atjarhaté ionok és kisebb molekuldk (<1000

Dalton) szamara (2. abra; Goodenough és Revel 1970).
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2. 4bra. A réskapcsolat szerkezete

a. Egy réskapcsolat szerkezetének rajza a lehetséges connexin alegység
konfiguraciokkal. b. A 4 transzmembran domént tartalmazé connexin fehérje
szerkezete és sejtmembranban valé elhelyezkedése. C — C-terminalis, E1 és E2 —
extracellularis hurkok, M1-M4 - transzmembradn domének, N — N-termindlis
(Bloomfield és Vélgyi 2009).
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Korai elektronmikroszk6pos munkékban ritkan figyeltek meg réskapcsolatokat,
ami miatt szerepik masodrendiinek tint. Ez a mar tankdnyvi adatként sem helytallo
kép napjainkra jelentésen megvaltozott, melyben nagy szerepe volt a réskapcsolat
alkoté connexin (Cx) fehérjék felfedezésének (Beyer és mtsai 1990; Kumar és Gilula
1996) és a réskapcsolaton keresztili diffaziora képes biotinilalt tracer-molekuldk
alkalmazasanak. Mara nyilvanvaléva valt, hogy elektromos szinapszisok minden
idegrendszeri struktGrdban jelen vannak, és feltehetéen aktivan részt vallalnak a
legtébb idegi folyamatban. Az elektromos szinapszisok tanulmanyozasara
kétségtelenlll az egyik legalkalmasabb objektum a gerinces allatok retinaja, melyben az
Ot idegsejtosztdly elemei egymassal elektromos szinapszisokon keresztil
kommunikalnak, azaz GJ-kapcsoltak. Ez a kapcsoltsag lehet homoldg, amikor egyazon
idegsejt-tipus (pl. két azonos tipusu ducsejt) sejtjei létesitenek elektromos szinapszist,
ill. lehet heterol6g, mely kapcsolat esetében eltérd tipusu (pl. kilénb6zé tipusu amakrin
sejtek), vagy akar eltéré osztalybeli sejtek (pl. dic és amakrin sejtek) kommunikalnak
egymassal (Raviola és Gilula 1973; 1975; Marc és mtsai 1988; Vaney 1991; Mills és
Massey 1995; Xin és Bloomfield 1997). A retinalis GJ-ok nagy szama, és a diverz
connexin expresszios mintazat alapjan nyilvanvalo, hogy az elektromos szinapszisok
fontos és véltozatos funkciét toltenek be a latési informacié feldolgozasaban. A palcika
és csap fotoreceptorok elektromos kapcsoltsdga példaul a konvencionalis
palcikacsatorna mellett egy alternativ Utvonalat biztosit a palcikak altali latasérzet
tovabbitasaban. Ezzel szemben a csap-csap elektromos szinapszisok a jel-zaj viszony
javitasaban jatszanak fontos szerepet (Raviola és Gilula 1973; Nelson 1977; Dacheux
és Raviola 1982; Schneeweis és Schnapf 1995; Smith és Vardi 1995; Bloomfield és
Volgyi 2004; Volgyi és mtsai 2004). Az elektromos szinapszisok mikddését eddig
legintenzivebben a horizontdlis sejtek esetében vizsgaltak, mely sejtek térben kiterjedt
elektromosan kapcsolt szinciciumokat alkotnak. A horizontalis sejtek kozoétti GJ-k
relative nagy ateresztéképességgel rendelkeznek, és feladatuk az, hogy a szomszédos
horizontélis sejtek membranpotencialjait nagyjabdl egyenldé szinten tartsék mind
nyugalomban, mind aktivaciokor. Az izopotenciél kialakitasa a horizontalis sejtek
szinciciumaban pedig az egységes hattérilluminacio esetén biztositja az erre vonatkozo
szigndlt a bipolaris sejtek szdmara. A fentiek alapjan elmondhatjuk, hogy az ideghértya
elektromosan 0dsszekapcsolt idegsejthalézatai legaldbb annyira 6sszetettek,
dinamikusan valtozok és funkcionalisan diverzek, mint az els6sorban kémiai

szinapszisok Aaltal felépitett retinalis neuronhal6zatok. Ennek ellenére igen keveset
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tudunk az elektromos szinapszisok el&fordulasarél, és még kevesebbet arrdl, hogy
ezek milyen szerepet toltenek be a latasi informacié feldolgozdsadban és
tovabbitdsaban. A retina elektromos sejthéloinak feltérképezése munkank jelentés
részét képezi.

A DUCSEJTEK TRACER-KAPCSOLTSAGA

A legvéltozatosabb elektromosan kapcsolt idegsejthalézat rendszert a belsé
retindban talaljuk. Sejtjelolésre a 90-es évek elejétél kezdédéen a gap junction
permeabilis biotinilalt tracer-molekuldk hasznélatosak. Amikor Neurobiotint (vagy mas
biocitin szarmazékot) alkalmaztak retindlis idegsejtek jelolésére, akkor valt
egyértelmiivé, hogy a duc-, amakrin-, valamint bipolaris sejtek homol6g és heteroldg
elektromos kapcsolatrendszert egyarant kiépitenek (3. abra; Vaney 1991; Mills és
Massey 1995; Xin és Bloomfield 1997).

3. dbra. A ducsejtek tracer kapcsoltsiga

G1 (a) és OFF alfa (b) ducsejtek Neurobiotin tracer-kapcsoltsagot mutatnak amakrin
(nyil) és ducsejtekkel (Ures nyil) az egérretinaban. Aranymérték: a, b 100 pm.

Mindazonaltal macska- és nyulretinaban mar a kilencvenes évek eleje O6ta
nyilvanvalova valt, hogy néhany kivételtdl eltekintve (pl. starburst amakrin sejtek és -
ducsejtek) majdnem minden retinalis amakrin- és ducsejt tracer-kapcsolt a szomszédos
idegsejtekkel (Vaney 1991; 1994; Dacey és Brace 1992; Penn és mtsai 1994; Huxlin és
Goodchild 1997; Xin és Bloomfield 1997; Hu és Bloomfield 2003; Hidaka és mtsai
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2004). A jelen értekezés egyik f6 témaja éppen ezeknek az elektromosan kapcsolt
retindlis duc-, bipolaris- és amakrin sejt halézatoknak a bemutatasa, igy ezekrdl a

hélézatokrol az Eredmények fejezetben lesz bévebben szé.

A CONNEXIN FEHERJEK EXPRESSZIOJA

A gerinces GJ-k mint intercellularis hidak mikodnek, és szabad mozgast
tesznek lehetéveé ionok, ill. kisebb tdmegl (<1kD) molekuldk szdmara a kapcsolt sejtek
citoplazmai kozott. A GJ-k két egymassal szemben fekvé connexon félcsatornabdl
(hemichannel) épllnek fel, melyek egyenként 6 transzmembran fehérjébdl (connexin —
Cx) éllnak (2. 4bra). Mintegy 20 kulénbdzé emlés Cx fehérje valt napjainkig ismerté,
melyek kdzul a Cx26, Cx30.1, Cx36, Cx43, Cx45, Cx50 és Cx57 (a szamok a kD-ben
kifejezett tomeget jel6lik) kimutathaté idegsejtekben. A retinaban a Cx36 mindkét rostos
rétegben (Glldenagel és mtsai 2000), mig a Cx45 (Petrasch-Parwez és mtsai 2004)
kifejezetten a belsé rostos réteghen, a Cx50 és Cx57 (Massey és mtsai 2003; Hombach
és mtsai 2004) pedig a kiilsé rostos rétegben talalhaté. Szamos retinalis neuronhalézat
esetében mar azonositottak a GJ kapcsolatok Cx fehérjéit. Ismert az, hogy a palcika-
csatorndk esetén a palcika/csap, ill. az All-amakrin/ON bipolaris sejt GJ kapcsolatok
Cx36 tartalmuak (Feigenspan és mtsai 2001; 2004; Mills és mtsai 2001; Gildenagel és
mtsai 2001; Deans és mtsai 2002; Lee és mtsai 2003; Volgyi és mtsai 2004; Han és
Massey 2005). Ez utébbi kapcsolat némelyikében Cx45, masokban Cx36 talalhat6 a
bipolaris sejtek axonterminalisain, mig az All amakrin sejtek minden esetben Cx36-ot
expresszalnak (Lin és mtsai 2005; Maxeiner és mtsai 2005). Ugyancsak tisztazott, hogy
az emldés horizontdlis sejtek  kiterjedt  szinciciumait létrehozd, nagy
ateresztéképességgel biré axo-axonikus és dendro-dendritikus GJ-k Cx50 és Cx57
fehérje tartalmuak (O'Brien és mtsai 2006; Shelley és mtsai 2006). Ugyanakkor
kisérletes munkank kezdetekor viszonylag keveset tudtunk az emlds retinaban
megfigyelt szamos GC-GC és GC-AC kapcsolatok réskapcsolatainak Cx 6sszetételérdl.
A jelen disszertacioban azokat az eredményeinket mutatom be, amelyekkel a fenti

témakor ismereteit sikerdlt bdviteni.

A DUCSEJTEK AKCIOS POTENCIAL SZINKRONIZACIOJA

Az a tény, hogy a ducsejtek egymassal és amakrin sejtekkel kiterjedt elektromos
halézatokat alkotnak, nehezen magyarazhaté. Elsé megkoézelitésben ugyanis arra

enged kovetkeztetni, hogy a réskapcsolatok révén a szomszédos ducsejtek receptiv
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mez6k keverednek és ezaltal a latasélesség romlik. Ugyanakkor az is nyilvanvalo volt a
korai tracer-injektalasos kisérletek alapjan, hogy a ducsejtek altal létrehozott lokalis
elektromosan kapcsolt sejtcsoportosuldsok alapvetéen mas felépitésiiek, mint az akar
tobb szaz sejtre is kiterjedd horizontalis sejt szinciciumok. A horizontélis sejtekkel
szemben a ducsejtek tracer-kapcsoltsdga tébbnyire csak a kozvetlen szomszédokra
terjed ki. Erdekes az is, hogy a ducsejt receptiv mezék kézel azonosak a dendritikus fak
méretével, figgetlenll az elektromos kapcsoltsagtol (Bloomfield és Xin 1997; Volgyi és
Bloomfield 2000). Mivel a horizontdlis sejtek receptiv mezeje kdzel akkora, mint a
tracer-kapcsolt szincicium atmérdje, ezért valoszinl, hogy a ducsejtek moderalt
kapcsoltsaga nemcsak kinézetében, hanem alapveté mikodésében is kuldnbdzik a
horizontalis sejtekétél. Ujabb vizsgalatok arra utalnak, hogy a ducsejtek elektromos
szinapszisai az akcidos potencialok szinkronizaciéjaért felelnek, vagy azt befolyasoljak
(Brivanlou és mtsai 1998; Mastronarde 1983a; b; c; DeVries 1999). A szomszédos
ducsejtek spontan generalt (fénystimulus nélkil) akciés potencialjainak (spike) idébeni

korrelaltsaga (szinkronizacidja) alapvetéen haromféle mintdzatot mutathat (4. abra).

NSC MSC BSC

-0,1 0 0,1 -0,1 0 0.1
idé (masodperc)

4. abra. A ducsejtek akcios potencialjainak szinkronizacios tipusai

BSC - széles akciés potencial szinkronizacio, MSC — kozepes akciés potencidl
szinkronizacidé, NSC — keskeny akciés potencial szinkronizacio.

Az an. széles korrelaciés tipus (broad spike correlation — BSC) esetén a
szomszédos ducsejtek akcios potencidljai akar 100 ms-os késéssel is kdvethetik
egymast. A BSC-t mutatd ducsejt-par kereszt-korrelacios gorbéje (cross-correlation
function — CCF) egy korulbeltl 0 ms-nal tet6zd és 50-100 ms széles Gauss-gorbével
modellezhetd. A kdzepes korrelacioval (medium spike correlation — MSC) jellemezhetd
sejtparok CCF-je szintén egycsucsu Gauss-gorbe alaku, 0 ms-nal éri el maximumat, de
a BSC-vel ellentétben csak 5-40 ms széles. A harmadik korrelacios tipus esetén a CCF

kétcsucsu, mely csucsok egyenként egy-egy Gauss-gorbével modellezhetéek. Ez
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utébbi gorbék rendkivil keskenyek (1-2 ms) és ellenben az el6z6 két szinkronizacios
tipussal, nem O ms-nal, hanem korilbeltl -1,2 és +1,2 ms kornyékén érik el
maximumaikat. Az akciés potencidl szinkronizaci6 ezen fajtajat keskeny
szinkronizacionak (narrow spike correlation — NSC) nevezzik. A BSC lassu kinetikaja
alapjan ugy gondolték, hogy az akcids potencidlok generaldsdhoz hozzajarul6 ingerilet
valGszinilileg a palcika fotoreceptorok spontan aktivaciéjabdl ered (termalis zaj), mely
tébbnyire kémiai szinapszisokon keresztil jut el a ducsejtekig. Ezzel szemben az MSC
és a NSC létrehozasaért felelés neuronhalézat valdszinileg elektromos szinapszisokat
is tartalmaz. Az elmélet szerint egyes amakrin sejtek szolgaltathdnak szimultan
serkentést a vellk elektromos kapcsolatban 1évé szomszédos ducsejteknek, melynek
soran a ducsejtekb8l parhuzamosan elvezetett akciés potencial-sorozat CCF-je a
megfigyelt kbzepes unimodalis spike-korrelaciot adja. Ugyanakkor a ducsejtek kozotti
GJ-k lehetbveé teszik, hogy az egyik sejt akcios potencialja depolarizaciot keltsen a
szomszéd ducsejtben, ezzel ndvelve a recipiens sejt akciés potencial generalasanak
esélyét. Mivel az informéacidaramlas rendkivil gyors és kdlcsonds, ezért a CCF-nél két
egymassal atfedd nagyon keskeny Gauss-gorbe varhatd, csakugy, mint a fentiekben
leirt NSC-k esetében. Brivanlou és munkatérsai (1998) emellett azt is megfigyelték,
hogy mind az MSC és az NSC fliggetlen a kémiai szinaptikus ingerlletatviteltél, mivel a
szinaptikus transzmitter felszabadulast blokkolé kadmium klorid (CdCl,) alkalmatlan volt
ezek eltlintetésére. Ezzel szemben a CdCl, hatasosan eliminalta a BSC-t. Ezen korai
munkak eredményei kivaléan alatdmasztjdk az el6bbiekben ismertetett elméletet,
ugyanakkor nagy hianyossaguk az, hogy egyetlen esetben sem tortént meg az
elvezetett sejtek és a velik elektromosan kapcsolt sejtek alaktani azonositasa. Ezért
munkank kezdetekor nem volt bizonyitott, hogy a spike-korrelaciéban részt vevé duc-
és amakrin sejtek azonosak-e az alaktani munkak tracer-kapcsolt neuronjaival. A
kovetkez6kben ebben a témakodrben elért eredményeinkrél is részletesen

beszamolunk.
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4. CELKITUZES

A disszertacio témajaban végzett kutatasainkat harom - megitélésem szerint

fontos - téma koré szerkesztettem:

1. Célul taztiik ki az elektromos szinapszisok szerepének tisztazasat az
informacié feldolgozasaban és tovabbitasaban az emlds retina parhuzamos

palyarendszerein.

A munka soran vizsgalni kivantuk a retinalis réskapcsolatok szerepét a palcika
informaciés utvonal miikddésében; a részt vevd elektromos szinapszisok
mikoédésének plasztikussagat és tobb palcikapalya alkoté neuron pontos szerepét.
Kivancsiak voltunk arra is, hogy a kornyezeti tényez6k valtozasai (egyedfejlédés,
cirkadian ritmusossag, fényadaptacid) miként befolyasoljdk az elektromos

szinapszisok mikodeését.

2. Meg akartuk ismerni a duc-dic, dac-amakrin és amakrin-amakrin sejtek
kozti elektromos szinapszisok szerkezetét, eloszldsdt és azok szerepét a

parhuzamos retina-agy csatornak kezdetét jelent6é dlcsejt szignal kialakitdsdban.

A vizsgalatok mind modell allatokon, mind posztmortem human ideghartyan
torténtek, ami kivételes lehetéséget nyujt azok felépitésének és mikddésének

0sszehasonlitasara.

3. Végul vizsgaltuk a retinalis elektromos szinapszisok szerepét a képi

informécio tovabbitasban.

Ezekben a kisérletekben bizonyitasra kertlt a dac-duc és duc-amakrin sejtek
kozotti elektromos szinapszisoknak az akciés potencial szinkronizacidban betdltott
esszencialis szerepe. Kitériink a ducsejt deszinkronizacié iranyszelektivitasban betoltott
szerepére és a ducsejt réskapcsolatok kornyezetfliggé modulalhatésaga terén tett
megfigyeléseinkre. E mellett a vizsgélat targyat képezték a belsd retina un. széles
dendritmezeji és poliaxonalis amakrin sejtjei, valamint ezen sejtek réskapcsolatai altal

|étrehozott bels6 retinalis haldzatok is.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

A KISERLETEKHEZ HASZNALT ALLATOK

Munkankban olyan Kkisérleti eredményeket mutatunk be, melyeket nyul
(Oryctolagus cuniculus; New Zeland albino és Dutch belted térzsek), patkany (Rattus
norvegicus; Wistar t6rzs) és egér (Mus musculus) szerepeltek modellekként. Az egerek
esetében kifejlett (> 6 hetes) vad tipusu (C57BL6 hattér), valamint Cx36 knock-out (KO),
€s Cx45 KO egyedekkel (C57BL6/129SVEV hattér) végeztik a kisérleteket.

A munka soran 6sszehasonlitd vizsgalatokat is veégeztiink egér (Mus musculus,
C57BL/6, 10 him, 3 honapos), patkany (Rattus norvegicus, Wistar, 5 him, 4-6 h6napos),
tengerimalac (Cavia porcellus, 5 him, 10 hénapos), nyul (Oryctolagus cuniculus, NZ
white, 2 him és 1 ndstény, 5 honapos), aranyhdrcség (Mesocricetus auratus, Charles
River Laboratories, 5 him), barany (Ovis aries, Merino, 2 him és 1 néstény, 6 hénapos),
macska (Felis silvestris catus, 2 him és 1 néstény, 10 hénapos), kutya (Canis lupus
familiaris, beagle, 2 him és 1 néstény, 14-20 h6napos), vadaszgorény (Mustela putorius
furo, 2 him és 1 néstény, 10 hénapos), mékusmajom (Saimiri sciureus, 1 him, 1
néstény, 4 és 9 éves), sertés (Sus scrofa domesticus, him, OSSKI) allatok retindin.
Minden allat fiatal, ivarérett, egészséges egyed volt, melyek mas tanulmanyokban
kezeletlen negativ kontrollként szerepeltek. A vizsgalt emberi (Homo sapiens sapiens)
retina metszetek a centralis régiotél nazalis iranyban 2-4 mm-re készlltek, 3 0Oras
poszt-mortem, fixalt, 27 éves polytraumas férfib8l szarmazé anyagon. Az
O0sszehasonlit6 vizsgalatokhoz felhasznalt allatok retinait (a patkanyon és egéren kiviil)
tovdbb4 a huméan metszeteket Dr. Kantor Orsolya* (Bp., SE-AOK) biztositotta
szamunkra. Az allatok altatasa intravénas ketamine-xylazine (10 mg/kg-1 mg/kg)
injekcidval tortént, majd intravénas (kutya, macska, barany), vagy intrakardialis (egér,
patkany, horcsoég, vadaszgorény, nyudl, tengerimalac) T-61 (Bayer Hungaria Kift.,
Budapest, Mo.) adagolassal végzett eutanaziara kerilt sor. Western blothoz hasznalt
mintak esetében egész retinakat hasznaltunk (kivéve a barany, macska és kutya, ahol
centralis és periférids darabbal dolgoztunk). Ezeket folyékony nitrogénes fagyasztast
kovetéen szarazjégen szallitottuk, és -80°C-on taroltuk feldolgozasig. Az
immuncitokémiai vizsgalatokra hasznalt mintak esetén 4% paraformaldehid (PFA) fixalt,
krioprotektalt (PBS-Szachar6z: 15, 30%,) egész szemserleget kaptunk szarazjégen,

beagyazva (Tissue-Tek; Sakura Finetek, USA).
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A FUNKCIONALIS VIZSGALATOK MINTAINAK ELOKESZITESE

Az dllatokat intraperitonealis injekcioval (egér és patkany- Nembutal 0,08g/g
testsuly; nyul - 40% etil karbaméat, 2.0 gm/kg testsuly) injekcidval altattuk, valamint helyi
érzéstelenitésként 2% Lidokaint injektaltunk a szemhéjakba. A fiziologiai kisérletekhez
hasznalt szemeket sottétben vords fény mellett (az egér nem rendelkezik voros
érzékeny csapreceptorral) kiemeltik a szemiregbél, majd az ora-serrata mentén
kettévagtuk. A szem optikai készlulékét (szaruhartya, szemlencse, Uvegtest)
eltavolitottuk és a fennmaradt szemserlegen radidlis vagasokat ejtettiink, ami lehetévé
tette a preparatum Kkiteritését és elvezet6 kamraba helyezését. Ezt kdvetben a
preparatum a kamraval egyutt a Faraday-ketrecben talalhaté mikroszkép targyasztalara
kertlt, ahol folyamatosan oxigenizalt 35°C-os Ringer oldattal szuperfuzionaltuk. A
Ringert magas ratan 25-30 ml/perc aramoltattuk at a preparatumon, majd egy
perisztaltikus pumpaval recirkulaltattuk. Az igy elkészitett in vitro eye-cup preparatum
tébb mint hat 6ran keresztil hasznéalhato fizioldgiai mérésekre anélkil, hogy morfologiai
vagy fiziolégiai degradacié jelei mutatkoznanak. A Kkisérletek soran tbrekedtink a
kisérleti allatok szamara okozott fajdalom és stressz minimalizalasara. Kisérleteinket
vagy a NIH el6irasok alapjan (az USA-ban végzett kisérletek), vagy a Pécsi
Tudomanyegyetem Allatetikai Bizottsaga (BA02/2000-6/2006) altal jévahagyott, az
allatok kezelésére vonatkozd engedély alapjan végeztik (Magyarorszagon végzett
kisérletek). Az allatok kezelése minden tekintetben megfelelt az “ARVO Statement for
the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research” feltételeinek.

Az egyedfejlédéses kisérletek soran PO, 1, 3, 5, 10, 15, 20 napos albiné Wistar
patkanyokat hasznaltunk, melyeket izofluran (Forane; Abbott Laboratories Ltd.,
Queenborough, UK) inhalacios anesztéziat kovetéen dekapitaltuk (10 napos korig),
vagy aortalis exsanguinaciot alkalmaztunk. A szemeket eltavolitottuk, a retinakat hideg
(~4-6 °C) nukledzmentes foszfat pufferesséoldatban (PBS) disszektaltuk és a késdbbi
PCR- (polimeraz lancreakcios) valamint WB (Western blot) kisérletekig eppendorf
csbvekben - 80°C-on téaroltuk. Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz a mintavételi
idopontok megegyeztek. A szaruhartya és a lencse eltavolitasaval a szemekbdl

szemserleget készitettlink, majd ezeket PBS + 4% PFA-ban fixaltuk 4°C—on, 1 6ran at.

AZ IN-VITRO RETINA PREPARATUM FENYSTIMULACIOJA
A fénystimulusok egy része homogén, teljes retinat beborité un. full-field
fénystimulus volt, melyet egy z6ld (A=468 nm) LED-el hoztunk létre. A fény er6sségét
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egy LED-szabalyozd egységgel 6 log széles tartomanyban lehetett valtoztatni.
Ugyancsak hasznaltunk dsszetett és természetes fénystimulusokat, melyeket egy arra
alkalmas szoftver segitégével szamitogépen allitottunk el8, és egy projektorral,
valamint Uvegszal optikaval a mikroszkop lencserendszerén keresztil a preparatumra
vetitettiink. Ez utébbi techikaval megfelel6 fényer6sség, szin és nagyitasi kalibracié

utan, barmilyen formaju és idében statikus vagy valtozé stimulus létrehozhato.

TAJEKOZODAS AZ ELO RETINAN

A retina felszinét infravorts fény (> 890 nm filter) segitségével tettik lathatova.
A fény a mikroszk6p kondenzoran és a preparatumon haladt at el6szér, majd az
objektiven keresztlll az infravoros érzékeny kameraba jutott. Ezzel a modszerrel a
fényérzékeny ideghéartya preparatum idegsejtjeit tettik lathatéva anélkil, hogy a
fotoreceptorokat stimulaltuk volna, igy meg6ériztik a retina adaptaltsagi allapotat. A
fluoreszkalé markert (pl. GFP) tartalmaz6 idegsejteket epofluoreszcens fénnyel tettiik
lathatévd, amelynek spektruma a marker abszorpciés maximumanak megfeleld volt
(GFP esetén 488 nm). Ugyancsak ezzel a fénnyel vilagitottuk azokat a preparatumokat,
ahol Lucifer Yellow tartalmu sejteket tettiink lathatéva. Esetenként DAPI (340 nm) vagy
Alexa568 (568 nm) festékeket hasznaltunk vizualiziciéra, ilyenkor a gerjeszté fény
hullamhosszat ezekhez igazitottuk. A megvilagitdé fényforras esetenként vagy egy 100
W-o0s halogén izzé volt vagy egy Polychrom V monochromator (ez utébbi egy 150 W-0s
Xenon lampaval és egy optikai raccsal volt ellatva). Mindkét esetben a mikroszképba
szerelt filterekkel sz(irtlik a preparatumrdl visszavert fényt, igy a detektor (CCD kamera)
fényérzékeny fellletére mar csak a kivant hulldamhosszakat tartalmazé fény kertlt. Az
igy el6allitott képek detektalasara Nikon, Andor 897 vagy Retiga 2000 kamerakat

hasznaltunk.

A PREPARATUMOKON VEGZETT NEUROBIOTIN IONTOFOREZIS ES

INTRACELLULARIS ELVEZETES
Az intracellularis elvezetések boroszilikat tvegkapillarisbél (1,2 mm kilsé
atméré; 0,6 mm bels6 atmér6) huzott magas ellenallasu (150-300 MQ)
mikroelektrédaval torténtek. Az elekrodak hegyét 4% Neurobiotin / 0.1 M Tris puffer (pH
7.6) oldattal toltottuk fel, majd telitett 4 M k&lium-klorid (KCI) s6oldattal szinultig toltottik.

Fiziologiai méréseket kovetéen a vizsgalt sejteket Neurobiotinnal 10 percig
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iontoforetizaltuk, mely id6tartam elegend® arra, hogy az injektalt sejt minden része

maradéktalanul jel6l6djon a tracer-molekulaval (Xin és Bloomfield 1997).

EXTRACELLULARIS ELVEZETES AZ IN-VITRO RETINA PREPARATUMON

Az extracellularis akcidspotencial-elvezetések egy részéhez 1MQ rezisztencigjl
wolfram elektrodat (MicroProbe Inc.) és ISO80 (World Precision Instruments) A.C.
er6sitét hasznaltunk. Az elvezetéseket DigiData 1320 AD konverterrel (Axon
Instruments inc.) 20kHZ-n digitalizaltuk, majd AxoscopelO akviziciés szoftverrel
elektronikusan rogzitettuk. Az adatok analizise, az auto- és krossz-korrelogramok,
raszterek és a posztstimulus hisztogramok generalasa késébb tortént Off-line Sorter
(Plexon Inc.) és Neuroexplorer (Nex Technologies) szoftverekkel. A fiziol6gias mérések
utan egyik vagy mindkét vizsgalt sejtet intracellularis Uvegelektroda segitségével
Neurobiotinnal toltéttik fel morfolégiai identifikacié és analizis céljabdl. A kisérletek mas
részében egy un. “multi electrode array” (MEA, Multi Channels System, Inc.) nevi
miszert hasznaltunk, mely 60 vagy 120 elektrodan keresztil (rendszertél fliggéen)
szimultdn koveti a sejtek aktivitasat. A mérések rogzitése az elektrédarendszer
MC_rack nev(i programjaval tortént, az adatok analizise pedig a fent emlitett Offline
sorter és NeuroExplorer programokkal tortént. A kisérletek kisebb részét
kollaboraciéban (Dr. Evelyn Sernagor; Necastle UK) végeztiik, ahol a kisérletekben
3Brain High-Density (HD) MEA elvezet6 rendszert alkalmaztunk, melynek segitségével

4096 elektrédan lehet regisztralni sejtaktivitast.

SZOVETTANI ES IMMUNHISZTOKEMIAI VIZSGALATOK

Egy 6raval az utols6 Neurobiotin injekcié utan a retinat izolaltuk az eye-cup
preparatum tébbi szdvetétdl (inhartya, érhartya, pigment-réteg), majd hideg 4% PFA-
ben fixaltuk egy éjszakan at. A paraformaldehidet 0,1 M foszfat pufferben oldottuk (pH
7,3) majd a preparatumot alaposan (5-6 alkalommal) 0,01 M foszfat pufferben (PBS; pH
7,5) atmostuk. Moséds utan egy 0,18% H»0,/100% methanol elegyes inkubéacio
kovetkezett (1 h), hogy az endogen peroxidazok k6zombositédjenek. Ezutan a retina
egy éjszakara 1% Triton-X 100 (10 nM PBS-ben oldva) és peroxidaz reagens (Elite
ABC kit, Vector) elegyébe kerilt. Ezt egy 3-3' diaminobenzidin (DAB) hisztokémiai
jelolés, majd dehidralas és targylemezen valé Permount-os lefedés kdvette. Egyes
retinakat ettél eltéréen kezellnk, rovid (20-30 perces) fixadlas és mosas utan
streptavidin konjugélta FITC vagy Cy3 (1:100) reagenssel inkubaltuk Triton-X 100 (1%)
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jelenlétében, majd immunocitokémiai jeldlésre készitettik elé a vizsgalati anyagot. A
jelolt sejteket egy fénymikroszképra szerelt CCD digitalis fényképezével (Spot 2,
Diagnostic Instruments), és/vagy konfokalis mikroszkép (Zeiss LSM 510 Meta)
segitségével vizsgaltuk és archivaltuk.

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a mintdkat 20-30 perces 4% PFA
fixalasat (0,1 M foszfat pufferben oldva; pH 7,3) és PBS-es mosasat kdvetéen legalabb
egy éjszakan at a primér antitest(ek) elegyével, valamint blokkolé elegy (3% normal
goat serum - NGS, bovine serum albumin - BSA) keverékében inkubaltuk (1. tablazat).
Ezt a mintak mosasa és FITC, vagy Cy3 konjugalt masodlagos antitesttel vald
inkubalasa kovette (1. tablazat). Végul a retinat PBS-ben mostuk, majd Vectashield-del

lefedtik (Vector Laboratories, Peterborough, Nagy-Britannia).

1. Tablazat. A kisérletekben hasznalt els6dleges és masodlagos antitestek

Roviditések: Cx36-connexin 36, CaR-calretinin, CaB-calbindin, PV-parvalbumin,
Rec-recoverin, PKCa-protein kinaz C alfa alegység.

elsédleges antitestek gyarté higitas
egér anti-Cx36 Merck Millipore 1:1000
nyul anti-CaR Chemicon/Merck Millipore 1:1000
kecske anti-CaR Merck Millipore 1:3000
tengerimalac anti-CaR Synaptic Systems 1:3000
nyul anti-CaB D28k SWANT 1:10000
nyul anti-PV SWANT 1:10000
nydl anti-Rec ajandék Dr. Karl-Wilhelm Koch-tdl 1:2000
kecske anti-PV SWANT 1:2000
egér anti- PKCa Santa Cruz Biotechniology 1:50000
kecske anti-PKCa Santa Cruz Biotechniology 1:1000
nyul anti-RIBEYE A-domain Synaptic systems, 1:500
masodlagos antitestek gyarto higitas
anti-egér IgG-Alexa488 Life Technologies/Invitrogen 1:1000
anti-nyul 1I9G-Alexa546 Life Technologies/Invitrogen 1:1000
anti-nyudl IgG-FITC Jackson IR Inc. 1:1000
anti-nyul IgG-Cy3 Jackson IR Inc. 1:1000
anti-kecke 1gG-Alexa 555 Life Technologies/Invitrogen 1:1000
anti-tengerimalac IgG- Jackson IR Ltd 1:1000
Rhodamine Red-X
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POLIMERAZ LANCREAKCIOS VIZSGALATOK

A -80°C-on, jeldlt eppendorf csdvekben tarolt retindkat homogenizaltuk, majd
RNazol RT-val (Molecular Research Center, Inc., USA) total RNS extrakciot végeztink.
A gyart6 altal leirt protokoll szerint dolgoztunk, de fél mennyiségeket hasznaltunk (mivel
a patkanyretina nedves sulya kevesebb, kb. 40 mg). A tisztitott és szaritott RNS-t
diszpergaltuk, a total-RNS mennyiségét Eppendorf Biophotometer Plus-val (Eppendorf,
Hamburg, Németorszag) mértik le, majd ezeket -80°C-on téroltuk felhasznélasig. A
PCR reakcidék soran hasznalt primereket az adott génekre terveztuk meg az NCBI
Primer-BLAST segitségével, ezek a 2. tablazatban lathatok.

2. t4blazat. A PCR reakci6 soran haszndlt primerek
(IDT, Bio-Science Kft. Budapest, Mo.)

Primer neve 5’-> 3’szekvencia

Cx36 Fw. GTGGCAGTGGTGGGAGCA
Cx36 Ruv. TGCTGTGCGCAGCCCAGA
Cx45 Fw. GGGTCCTTCCTCCCCGCTTT
Cx45 Ruv. GCCAGTCCCCGAGGACCAAA
Cx57 Fw. GGGTGTCTCCTGCGCACCTA
Cx57 Rv. GCAAGGGGCTTGTGTGCACT

RPL13a Fw. CCAGAGGTTTTGGGGTCAGAA
RPL13a Rv. GCAGTTGCAGACAAACTGGAGG

A primereket validaltuk OneStep RT-PCR-vel (Qiagen Inc.). Elészér OneStep
RT-PCR-vel 50-50 ng total RNS-b6l amplifikaltuk a Cx36, 45 és 57 mRNS
szekvenciakat, ezzel tesztelve az RNS min6ségét és a primerek hatékonysagat. A
terméket agardéz gélelektroforézissel vizsgaltuk GeneRuler 100 bp Plus DNS-létra
segitségével (Fermentas, Biocenter Kft., Szeged, Mo.). A kvantitativ-PCR (qPCR)-ben
hasznalt cDNS-t oligo-dT primerek segitségével allitottuk el 1-1 pg total RNS-t és
Fermentas RevertAid H- RT enzimet (Fermentas, Biocenter Kft., Szeged, Mo.)
hasznalva az étirdshoz. A cDNS-t 25 ng/pl végkoncentraciéra higitottuk, tovabbi
felhasznélasig -20°C-on téroltuk. A Cx36 posztnatalis mintasort Applied Biosystems
(Abi) StepOne Plus (LifeTechnologies Mo. Kft., Budapest, Mo.) gPCR-thermocyclerrel

amplifikaltuk, a tébbi mintdn a kisérleteket Bio-Rad CFX Connect miszerrel (Bio-Rad
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Mo. Kft., Budapest, Mo.) végeztik el. A két mintasor k6zo6tt azonos cDNS higitési soron
optimalizalas tortént. A qPCR reakciékhoz 40 ng cDNS-t tettlink well-enként, minden
mintat triplikdlva. Maxima SYBR-Green-t (Thermo-Scientific, Biocenter Kft., Szeged,
Mo.) hasznaltunk minden esetben. Az Abi Thermocycler alkalmazasakor ROX-val a
Bio-Rad esetében ROX nélkill (a Bio-Rad CFX Connect gyarilag ROX referenciat nem
igényel). Az amplifikacié 45 ciklusos volt, majd minden esetben “melt-curve” analizis
kovetkezett. A keletkez6 fluoreszcencia-gorbék minéségét a szoftveres ellenérzést
kévetéen mindig manudlisan is validaltuk és szelektaltuk. A triplikdtumok kézil mindig
legaldbb két mérés kerllt be az expresszidés vizsgalatba. Az mRNS-ek endogén
kontrolja minden esetben az Rpll3a-volt. Ennek homogenitasat mintasorunkra
elézetes méréssel igazoltuk. A szoftveres analizist a thermocyclerek sajat szoftverjeivel

végeztik.

WESTERN BLOT VIZSGALATOK

A retinakat homogenizalasukig -80°C-on taroltuk jeldlt Eppendorf csévekben.
Hideg (4°C) 300 ul radioimmunoprecipitation assay pufferrel 5 percig, vagy teljes
mértékben homogenizaltuk egy pipetta segitségével. Centrifugalast kovetéen a
(BCA Protein Assay Kit, Pierce, Life Technologies Magyarorszag Kft., Budapest, Mo.)
hataroztuk meg. A tovabbi minta el6készitésnél és a blottolasnal a NuPAGE Instruction
Manual (Invitrogen, Life Technologies Magyarorszag Kft.,, Budapest, Mo.) szerint
jartunk el. Futtatdsonként 20 vagy 25 ug fehérjét vittlink fel a 10%-os poliakrilamid gél
zsebeibe. El6szoér 100 V-tal, majd a ,running” gélbe atlépést kdvetéen 150 V-tal
futtattuk marker létra jelenlétében. A gélr6l a fehérjéket félszaraz blotolassal
polyvinylidene difluoride membranra blottoltuk (130 mAh, 30 perc). 45 perces tejporos,
Tween-20-as, Tris-pufferelt sddldattal (50 mM Tris, 250 mM NacCl, 0,1% Tween-20, pH
7,6, +1% bovine szérum albumin, +5% zsirszegény tejpor) blokkolast kdvetden
elsédleges Cx36 nyul poliklonalis (Abcam: ab86408; 2000x hig) és B- tubulin nyul
poliklondlis (Sigma: T4026; 10000x hig) antitestekkel jeldltik. Ezt a miveletet egy
éjszakan at 4°C-on, horizontdlis razén végeztik. Az antitesteket 0,5% BSA-s, 2,5%
tejporos tris-pufferelt sédldattal higitottuk. A masodlagos anti-nytl HRP (torma-
peroxidaz) konjugalt antitestet 10000x-re higitottuk Tris-pufferelt sédldattal 3 6raig
szobahémérsékleten inkubaltuk rédzatén, majd 4x5 perc mosast kovetben

kemiluminescensziaval detektaltuk (Western Lightning Chemiluminescence Plus

25



dc_1575_18

reagens, PerkinElmer) nagyérzékenységi film (Kodak X-OMAT Blue Film XB, Sigma)
segitségével. Az expoziciés id6k: érintés, 10, 30, 60, 300 mp voltak. Megfelel6 jeldlés
esetén elhagytuk a 60, 300 mp-et. Az elévalogatott és optimalisan jeldlt filmeket magas
min&ségben (600 dpi) digitalizaltuk és a jeleket a 3-tubulinnal, mint endogén kontrollal
normalizalva mértik ImageJ (NIH) denzitometria segitségével. Az adatokat a PO mérés

eredményeihez viszonyitottuk.

MIKROSZKOPOS VIZSGALATOK

Metszeteinket DIC (Differential interference contrast) szlrével fényképeztuk
el6szor Nikon FN1 tipusu mikroszkoppal, Nikon 63x-0s apochromat vizimmerzios
objektivet hasznalva. Az immuncitokémiai jelek detektalasat LSM 710 konfokalis 1ézer-
pasztaz6 mikroszkdppal végeztik; a 488 nm-es argon- és az 543 nm-es Hélium/Neon
lézert hasznalva az Alexa488 és Alexa546-val konjugalt masodlagos antitestek
gerjesztésére. Zeiss Plan Apochromat 63x/1.4 olaj-immerziés objektivet hasznaltuk. Az
utobmunkalatok soran a fotok kontrasztjdnak és fényerejének beallitAsara az Adobe
Photoshop CS3 és ImageJ programokat hasznaltuk és csak globalisan allitottunk a

fenti tényezékon. Abraink vonalrajzai pedig Adobe lllustrator CS3 programmal késziiltek.

A Cx36 jel nagyfelbontasu detektalasara egy Zeiss Elyra Structured Illumination
(SIM) tipusu szuperrezolliciés mikroszkép (Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) szolgalt. A
jelet 488-nm-es lézerrel gerjesztettilk, a mintakat Zeiss Plan Apochromat x63/1.4 olaj
immerziés objektivvel vizsgaltuk. A fényutba helyezett optikai racsot 5 kuldnb6zé
rotaciés szogbe allitva minden egyes bedllitasrél fényképet készitettiink. Ugyanazon
beallitas 5 kulonbdz6 képe alapjan egy algoritmus segitségével a rendszer képes
adatot nyerni a preparatum olyan részleteir6l, amelyek dimenziéi az Abbey-féle elméleti
hatar kozelébe vagy az ala esnek és akar 100-120 nm-es lateralis felbontdssal tud
képet alkotni. Zeiss ZEN szoftert alkalmaztunk a képek el6készitésére, majd ImageJ-t
elemzésikre. Ezért kifejezetten alkalmas az altalunk vizsgélt Cx-ek Aaltal alkotott

plakkok méretének meghatarozéséra.

DENZITOMETRIA ES AZ ADATOK STATISZTIKAI ELEMZESE

Az ideghéartya kozponti részébdl, tokéletes merbleges metszési sikkal
rendelkez6 metszeteket valasztottunk ki a denzitometriai analizishez és a plakk

statisztika elvégzéséhez. A képek elballitasahoz Z-tengely mentén Osszegeztik a
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képsort az imageJ szoftver ,z-projection tool” (maximalis intenzitas beallitasban, 10 ym-
t atfogdan) segitségével. Minden egyes mérés denzitometriai analiziséhez 6t (patkany
egyedfejlédéses sorozat esetén), ill. harom (emlés dsszehasonlitd vizsgalatok esetén)
metszetet valasztottunk, amelyekbdl egyesével 6t, megegyez6 méretli és alaku (150
um x 20 uym, négyszdg) reprezentativ részt valasztottunk, melyekbél a plot profil
analizis funkciéval (Image J) kétdimenzios pozicid/intenzitas gorbéket készitettlink. A
gorbék elhelyezkedését calretinin - marker segitségével normalizaltuk. SIM
technoldgidval készitettiink képet P10, 15, 20 (n=5, n=5, n=11) koru patkanyok
retinajarol, majd ezeken a Cx36 jeldlt plakkok méretét és azok eléfordulasi frekvenciait
elemeztik Imaged szoftver “analyze particles” alkalmazassal majd ANOVA
szignifikancia teszt és Gabriel és/vagy Bonferroni post-hoc analizis segitségével a
kulonbségeket értékeltik. Az emlds allatok retinajaban mért plakkméret eloszlasokat
bemutaté abrank eloszlasat az ImagedJ szoftver ,analyse particles” alkalmazasaval,
allatonként harom metszetbdl atlagolt eredmény alapjan készitettik, feltliintetve a
szorast. Az eredeti képekbdl binaris képet készitettink haromszdgel6 (triangle)
szliréssel. A binaris képen az IPL-t atfogd, ezért valtoz6 magassagu, de minden
esetben egyenl6 horizontalis szélesseégli (134 um) régidban végeztik el, az ellipszoid
alaku (0,4-1-es tlréshatarral) kijelolések szamolasat. Ezt exportaltuk és Microsoft
Excellel 8sszesitettik.

Az adatok statisztikai analizise vagy Origin 6 (Microcal Origin 6.0;
Northhampton, USA) vagy SPSS 19 szoftverrel tortént. A szignifikancia szint
meghatarozasara egytényezds ANOVA analizist (SPSS v19; SPSS Inc., IBM), ezen
Bonferroni, Gabriel és Tukey post-hoc teszteket végeztink (Field, 2013). Tovabba

egyes esetekben Student-féle t-prébat is hasznaltunk.
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6. EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

ELEKTROMOS SZINAPSZISOK AZ EMLOS RETINA PARHUZAMOS
PALYARENDSZEREIBEN

Az eml8s retina fotoreceptorai a kdrnyezetbdl a szembe jutott fény fotonjainak
energiajat alakitjak at elektro-kémiai ingeruletté, amely idegsejtrél idegsejtre tovabbitva
végighalad a latérendszer egyes elemein. Az ideghartya elsé szinaptikus rétegében a
fotoreceptorok altal kodolt képi informacié a masodlagos bipolaris sejtekre jut. Mig
fotoreceptoroknak 3 (palcika, zold és kék csap — dikromatak), vagy 4 (az el6zbek
mellett piros csap is van - trikromatak) kulonb6z6 kromatikus érzékenységgel
jellemezheté tipusa van, addig a bipolaris sejtek sokfélék (9-12 fajta). Csoportositasuk
aszerint torténik, hogy mely fotoreceptoroktél kapjak bemeneteiket, mekkora tertletrél
gyljtik 6ssze az informaciét, és milyen posztszinaptikus receptoraik érzékelik a
fotoreceptorok altal felszabaditott glutaméatot. A 9-12 fajta bipoléaris sejt ugyanennyi
parhuzamos intraretinalis palya kiindul6pontja is, melyeken a képi informéacié elemeire
bontva (be- és kikapcsolas, szkotopikus akromatikus kontraszt, fotopikus akromatikus
kontraszt, piros-zdld kromatikus kontraszt, sarga-kék kromatikus kontraszt stb.),
parhuzamosan halad tovabb a ducsejtek felé. A bipolaris sejtek altal létesitett
kontrasztcsatornak a retina kimeneti ducsejtjeinek szintjén (> 20 tipus; Volgyi és mtsai
2009) tovabbi informacios csatornakka bomlanak. A ducsejt eredetl informacios
csatornak egy része egyszerlien a bipolaris sejtektdl ,0rokolt” kontrasztinformaciot
tovabbitja az agyi latbkozpontok felé. A ducsejtek masik csoportia a bemenetek
felhasznélasaval a latott kép egyéb jellemzbinek kddolasat végzi, és olyan informécios
palyak kiindul6pontjai, amelyek a mozgas, mozgas iranya, orientacid, hattér/objektum
mozgas elkilonitése, sotétedés, objektum kdzeledés detektalasaban fontosak. Ezeken
az informacios csatornakon az ingertlet alapvetéen vertikalis (fotoreceptor # bipolaris
sejt # ddcsejt) iranyban halad és kémiai szinapszisokkal jut egyik idegsejtrdl a
masikra. Ugyanakkor az informacio tovabbitasat nagyban befolyasoljdk a parhuzamos

elemek kozott kialakuld elektromos szinapszisok is.
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Réskapcsolatok a csap palyarendszerben

A parhuzamos csap informacios elektromos szinapszisok segitségével palyak
tébb szinten is érintkeznek egymassal, melynek segitségével oldalirAnyd informacié
atadasra, jelszinkroniziciéra és/vagy szummaciora van lehetéség. Az elsd ilyen
kapcsolatot maguk a csapok k6zott kialakulé elektromos szinapszisok hozzak létre,
melyek létérél tébb mint 50 éves szakirodalmi adatok szamolnak be (Cohen 1965;
Raviola és Gilula 1973; Kolb 1977; Tsukamoto és mtsai 1992; 2001). Kutatisaink
bizonyitottak, hogy az egyik legfontosabb modell allat, az egér retindja hasonl6
kapcsolatokkal rendelkezik (5. abra, Deans és mtsai 2002). Ebben a munkaban [3-
galaktozidaz (B-gal), ill. placentalis alkalikus phosphatase (PLAP) riporter géneket
ultettiink be a Cx36 kodolé szekvencia helyére, és ezzel két riporter egértdzset hoztunk
létre. A két torzs heterozigota egereinek retinajan B-gal vagy PLAP enzimhisztokémiai
eljarassal bizonyitottuk a Cx36 termelését tobb retinalis sejttipusban is, koztik a csap
fotoreceptorokban (5. abra a és b képek). A csap fotoreceptorok mellett csap bipolaris
és All amakrin sejtek is bizonyitottan mindkét markerre pozitivak voltak (a Cx36 termel6
sejtekr6l késdébbi fejezetekben torténik emlités). Az enzimhisztokémiai reakciok
jeler6ssége alapjan valdszinisitettlk, hogy a csapokon kivil palcikak is Cx36 pozitivak.
Ezt a megfigyelést késébbi vizsgalatok nem tamasztottak ala, és a palcikak elektromos
szinapszisainak connexin dsszetétele a mai napig kérdéses.

A fotoreceptorok kozotti réskapcsolatokat nemrégiben sikerllt els6ként
megfigyelnink immuncitokémiai médszerrel human fotoreceptorok kozoétt is (Kantor és
mtsai 2016a), igy feltételezhetd, hogy ezek jelenléte altalanos az emlés retinaban (5.
abra c-l képek). A csapok kozotti elektromos szinaptikus kapcsolatok feltehetéen a
szomszédos csapok impulzusainak atlagolasat, igy a jel-zaj viszony javitasat szolgaljak
(Schneeweis és Schnapf 1995). Az is bizonyitott, hogy a csap-csap elektromos
szinapszisok diszkriminalnak a spektrélis érzékenység alapjan. Eszerint z6ld-zold,
piros-piros és piros-zold kapcsolatok kialakulnak, de a kék csapok vagy izolaltak csak
kék-kék kapcsolatokat létesitenek a modell allatok retindiban (Hornstein és mtsai 2004)
€s a human retinaban (Kantor és mtsai 2016a). Az emberi mintdkon végzett jeldléseink
alapjan valészinlsitjlk, hogy a kék csapok egymassal sem létesitenek
réskapcsolatokat. Ezt azért feltételezziik, mert a kék csapok ritkdk, még a fovea
terletén is csak elszortan helyezkednek el, ami nem teszi lehetévé a kék csapok

végtalpainak fizikdlis kozelségét és réskapcsolatok kialakitasat.
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5. dbra. Cx36 expresszié az emlds retina csap receptoraiban

a-b. Egérretina keresztmetszeti képek a riporter B-gal (a) és PLAP (b)
expressziojat fotoreceptorokban és bipolaris sejtekben (a reporter szekvencia a
Cx36 kodol6 szekvenciahoz kotott). Cx36 expresszié lathaté az egér
fotoreceptorok (csapok és pélcikdk) zomében. c-e. A huméan retindban
medfigyelhetbk az L/M opszin termeld csapok (piros) egymassal alkotott
kapcsolatai és a csap axontermindlisok atfedéseinél megfigyelheté Cx36
immunijelélt plakkok (zo6ld). f-i. Human whole-mount szdveten medfigyelheté a
calbindin termel6 csap axonvégek (piros) és a connexin36 plakkok (z6ld)
egymashoz viszonyitott eloszlasa. A Cx36 plakkok tdbbsége Un. szubpedikularis
aggregatumokba tomoril, kézvetlendl a csapok axonvégtalpai (pedikulusok) alatt.
A csap-csap elektromos szinapszisok joval ritkabbak, a szomszédos
axontermindlisok atfedéseinél talalhatéak (nyilak). Aranymérték: a-g 10 ym, h és |
5um.

Az elektromos szinapszisok jelenlétén kivil a fenti vizsgélatokkal azt is sikerilt

bizonyitani, hogy az egér és az emberi retina esetében a csap-csap elektromos
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szinapszisok alapvetéen Cx36 alegységekbdl allnak (5. dbra, Deans és mtsai 2002;
Kéntor és mtsai 2016a).

A csap eredetl parhuzamos informaciés csatornak kovetkezd kapcsolodasi
pontjai szintén a kulsé retindban talalhatok, ahol a bipolaris sejtek dendritikus
nydlvanyai hoznak létre bipolaris-bipolaris elektromos szinaptikus kapcsolatokat
(Feigenspan és mtsai 2004; O’'Brien és mtsai 2012). Munk&nkban (Kantor és mtsai
2016a) immuncitokémiai jelolésekkel igazoltuk, hogy ezek a kapcsolatok a human
retindban is Iéteznek (5. &bra c-i képek). Ezen felll specifikus bipolaris és csap receptor
markerek segitségével bebizonyitottuk, hogy a bipoléris-bipolaris dendritikus
réskapcsolatoknak két csoportja létezik. Az egyik kapcsolat a csapok alatti bipolaris
dendritvégzddéseket koti 6ssze és un. szubpedikularis Cx36 konglomeratumokat hoz
létre. Ezek a konglomeratumok feltételezéslink szerint olyan elektromos szinapszisok,
melyek egyazon csap posztszinaptikus bipolaris sejtjeinek dendritvégagai kdzott jonnek
létre. A kozelben taladlhaté Cx36 plakkok masik csoportja az aggregatumoktdl kissé
proximdlisabban talalhat6ak és nagyobb bipolaris dendritagakat kotnek dssze (6. abra
a kép, Kantor és mtsai 2016a).

6. dbra. Cx36 expresszid a csap bipolaris sejtekben

a. Kettds jeldlés az emberi retinan mutatja a calbindin termel6 (piros) csap
bipolaris sejtek dendritjeit, a csapok axonterminalisait, valamint a connexin36
plakkok (zold) elhelyezkedését. A csap talpak alatt lathatd (szubpedikuléris)
aggregatumok plakkjai és az ezektdl disztalisabban elhelyezked®, egyedul allé
plakkok kozétt is voltak olyanok, melyek a calbindin jelolt bipolaris sejt
dendritjével kolokalizaltak (nyil). b-d. A harmas jelélések az emberi whole-mount
mintan recoverin (Rec, vilagoskék) és parvalbumin (PV, zdld) termeld bipolaris
sejtek axonjait mutatja az IPL OFF alrétegében. A minta connexin36 plakkjai
(magenta) gyakran megfigyelheték heterolég bipolaris axon keresztez6désekben
(nyilak). Aranymérték: 10 pm.
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Feltételeztlik, hogy az el6bbi (szubpedikularis) kapcsolatok egyfajta “reset”
funkciot latnak el. Ennek a feladata az volna, hogy az egyazon csap receptor felél, de
kilénb6z6 funkcidju csatornakon az informacié szinkronizéltan, egyszerre induljon el.
Vélemeénylnk szerint ez azért fontos, mert a latérendszer végsé integratorai
(valdszinlleg fels6bb kortikalis terlileteken) a latott kép dekddolasat és értelmezését
akkor végzik el hatékonyan, ha a parhuzamos csatornakon érkezd kulonb6zé képi
elemekrél szallitott informacié elemek meghatarozott idérendben (esetleg szinkron)
érkeznek. Ez utdbbi elméletiink egyelére tovabbi kisérletes bizonyitékot igényel, az erre
a kérdéskorre vonatkozo kisérleteink egyelére a tervezési fazisban vannak. A nagyobb
dendritagakat 6sszekotd elekiromos szinapszisokrél a szubpedikularisokkal szemben
azt gondoljuk, hogy az azonos informacidés csatornahoz tartozé, szomszédos csap
bemenetekkel rendelkezd bipolaris sejtek miikodését hangoljdk dssze.

A bipolaris sejtek kozott Iétrejové elektromos szinapszisok azok axonjai és
axon-termindlisai kozott is 1étrejohetnek (Raviola és Gilula 1975; Van Haesendonck és
Missotten 1983; Marc és mtsai 1988a; Cohen és Sterling 1990; Vaney 1997; Mills
1999; Arai és mtsai 2010). Egyik munkankban feltartuk ezeknek a kapcsolatoknak a
|étét emberi retina esetében is (6. abra b-d képek, Kantor és mtsai 2016b; 2017).
Harmas jeldléses immunhisztokémiai kisérleteinkben a recoverin pozitiv OFF midget
(flat midget bipolar cell — FMB; a midget palyahoz tartoz6 bipolaris sejtek egyike) és a
parvalbumin termel6 nagy kék bipolaris sejt (giant bistratified bipolar cell — GBB; a
koniocellularis pélyahoz tartoz6 bipolaris sejtek egyike) axonok atfedései esetén
talaltunk nagy szamu Cx36 plakk kolokalizaciot. Ezekben az esetekben a Cx36 plakkok
éppen a két bipolaris axon keresztez6désénél helyezkedett el. Ugyanakkor a calbindin
termeld ON bipolaris sejteknek (diffuse bipolar type 3 — DB3) a fenti két masik bipolaris
tipus (FMB és GBB) axonjaival alkotott axondlis atfedéseinél ritkdk voltak a Cx36
plakkok (az elforgatdsos negativ kontrolloktél nem kilénb6z8 szamu). Ez utdbbi
kisérletek rédmutattak tehat arra, hogy a bipolaris axonok altal kialakitott Cx36
elektromos szinapszisok tipus specifikusak, a kisérleteink alapjan jellemzék voltak a
FMB és GBB sejtekre de nem voltak jelen a DB3 sejteken. Ezen tulmenden az is
nyilvanvalé volt, hogy a bipolaris axonok elektromos szinapszisai féleg heterolog
bipolaris axon keresztez6désekben fordulnak eld, igazolva azt, hogy a parhuzamos
retinalis palydkon (midget és koniocellularis) szallitott informacié egy része mar a

bipolaris sejtek szintjén a retina hal6zatan beliil keveredhet. A bipolaris sejtek axonalis
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elektromos szinapszisainak szerepeérél keveset tudunk, de egy Uj tanulmany szerint
ezeknek fontos szerepe van a féemléstk parasol mozgasérzékeny ducsejtjeinek
(parasol sejtek) miikddésében, a mozgasi informacié kédolasaban (Manookin és mtsai
2018).

A fenti informacios csatornak létrehozasaban részt vevé csap bipoléris sejtek
differencialédasahoz tébb homeobox gén 6sszehangolt mikodésére is szilkség van.
Kivancsiak voltunk arra, hogy egyes homeobox gének expresszidjanak zavara hatassal
lesz-e egyes bipolaris sejt alcsoportok fejlédésére és/vagy mikddésére, ill. a potencialis
mikodésbeli zavarokhoz hozzarendelheték-e az elektromos szinapszisok mikodési
elvaltozasai. A bipolaris sejtek fejl6édését érinté homeobox gének kozil a Vsx1 gén
esetleges egyedfejlédésbeli és funkcionalis hatasaival tudtunk foglalkozni részleteiben
egy Vsx1 KO egér modell esetében, melyhez egy kollaboraciés munka folytan jutottunk
hozza. A Vsx1 génnek a kiltése esetén azt figyeltik meg, hogy az OFF bipolaris sejtek
mikodése tokéletlen, ami miatt az OFF jel-Gtvonal teljesitményének csdkkenésében
nyilvanult meg (Chow és mtsai 2004). Ebben a vizsgéalatban a teljesitmény mérészama
az egy bizonyos erdsségi fényimpulzusra adott ducsejt akcios potencidlok szama volt.
Ez a mér6észam az ON polaritasu ducsejteknél nem valtozott, mig a VSX 1
transzgénikus allatok OFF ducsejtjeinél szignifikansan alacsonyabb volt a kontroll
allatokéhoz képest. Ezt a valtozast annak ellenére sikeriilt megfigyelnink, hogy a
ducsejtek fénystimulusokkal szembeni érzékenységében nem vettlink észre valtozast
sem az ON, sem az OFF ducsejtek esetében. Ugyanakkor az OFF csatorna fentiekben
bizonyitott alulmikddését nem sikerlt kapcsolatba hoznunk a bipolaris sejtek
elektromos szinapszisaival, azok esetleges hianyos vagy tulzott mikddésével. Tébbek
k6zott az utébbi negativ eredmény volt az oka annak, hogy a bipolaris sejtek

egyedfejlédésével kapcsolatos kisérletes vonalat nem folytattuk a késébbiekben.

RESZOSSZEFOGLALO: A fenti kisérletek tehat egyértelmiien igazoltak, hogy
az intraretinalis parhuzamos csap informécios csatorndk tobb ponton Cx36
réskapcsolatokat tartalmaznak. Ezek jelenlétét egér és human szdvetek neuronjain is
bemutattuk, csap-csap és bipolaris-bipolaris sejtkapcsolatokban. Erdekes megfigyelés
a kulénbbzé tipusu bipolars sejtek kbzbtti kapcsolat, amely arra utal, hogy a

parhuzamos csatorndkon haladé informécio helyenként keveredik.
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Réskapcsolatok a palcika palyarendszerben

A csap palyarandszerrel ellentétben, a palcikak altal felfogott informacié csak
egyetlen ON polaritasu palcika bipolaris sejtféleséghez jut el (OFF palcika bipoléaris az
eml8s retinaban nincsen). A palcika bipolaris sejtek a csap bipolarisokkal ellentétben
nem szinaptizalnak kozvetlenul ducsejtekkel, hanem serkenté glutamat szinapszisokon
keresztul az un. All amakrin sejtek felé kozvetitik az informaciot. Az All sejtek aztan az
ON polaritasu csap bipolaris sejtek axonjaival jel-konzervalé elektromos szinapszisokat
alkotnak, az OFF polaritasu bipolaris sejtek felé pedig jel-fordité glicinerg, inhibitoros
szinapszisokat szolgéltatnak. Az ON és OFF csap bipoléris sejtek végul serkent6,
glutamat mediélta szinaptikus kapcsolatok révén az ON és OFF ducsejtek felé
tovabbitjak a palcikdkbdl szarmazé informéciot (Bloomfield és Dacheux 2001). Ezt a
szignalizacios utvonalat elsédleges palcikapalyanak nevezi a szakirodalom.

A masodlagos pélcikapalya esetében a paélcikdk aktivithsa palcika-csap
elektromos szinapszisokkal jut a csapokra, majd a konvencionalis csap palyak (csap-
bipolaris-ducsejt) segitségével eljut a kimeneti ducsejtekig (Raviola és Gilula 1973).
Létezik az un. harmadlagos palcikapalya is, melynél egyes palcikak és az OFF bipolaris
sejtek egy bizonyos tipusa kozott Iétesiil konvenciondlis kémiai szinapszis, igy ezen a
palyan az OFF ducsejtek egyes tipusai kaphatnak palcika eredetli informaciot
(Tsukamoto és mtsai 2001). Ebben a témakdrben végzett kisérleteinkben vad tipusu és
Cx36 knock-out (KO) egerek ducsejtjeibdl vezettink el fénystimulus kivaltotta
extracellularis akcids potencialokat. A stimulus erésségét (fényerd) fokozatosan
noveltik és meghataroztuk a ducsejtek kiszObvalaszait. Az elvezetéseket el6szor
kontroll kérilmények kdzott vegeztik el, majd megismételtik éket ugy, hogy kilénbdzd
farmakoldgiai médszerekkel blokkoltuk egyik vagy masik palyarendszer mikodését (L-
(+)-2-Amino-4-phosphonobutyric acid — egy mGIuR6 agonista, amely az 6sszes ON
csapbipolarison és a palcikabipolaris sejteken torténé informacioszallitast blokkolja; 8-
Bromo-cGMP — az All sejtek és ON csap bipolarisok kozétti szignalizaciét gatolja). A
kisérletek eredményei bizonyitottak azt, hogy a palcika palydak nem szelektivek a
ducsejt célpontok tekintetében, hanem azokra konvergalnak (kettd, vagy akar mind a
harom pélcikapalya). Ugyanakkor azt is medfigyeltik, hogy a kilonb6z6 tipusu
ducsejtek fényvalaszainak kialakitasaban az egyes informacioés utvonalak kiilénb6zé

mértékben vesznek részt (7. abra, Volgyi és mtsai 2004).
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7. dbra. Cx36 expresszio a palcika palyarendszerben

a. Extracellularis elvezetések kontroll (WT) és connexin36 knock-out (Cx36KO)
egér ducsejtekbdl. Az elvezetések kozotti oszlop szamai a fénystimulus erésségét
jelélik (Rh*/rod/s — az egy masodperc alatt palcikanként izomerizalé rhodopszin
molekuldk szama). Az elvezetések alatti TTL szimbélum a full-field fénystimulus
be- és kikapcsolasat jelzi. b. A vad tipust allat retindjaban megfigyelt ON
polaritdst ducsejtek fényérzékenységi gorbéi lathatéak. c. A Cx36KO éllat ON
polaritdst ducsejtieinek a fényérzékenységi gorbéje van feltintetve (normalizalt
valaszer6sség a fénystimulus intenzitdsanak flggvényében). A gorbék alatt
taldlhaté fekete szimbdélumok (négyzet, rombusz, kér és haromszég) az egyes
ducsejt altipusok érzékenységi kiiszobeit mutatjak (a maximum vélasz 5%-a) a vad
tipusu egérben, az lres négyzet pedig az egyetlen csoport érzékenységi kiiszébét
jelzi a Cx36KO egérben.

Egyes ducsejtek mar egészen kis intenzitdsu szkotopikus fénystimulus hataséara
is kimeneti akciés potencidlokat generalnak, mig masok esetében aktiv GABA
medialta inhibicié géatolja az alacsony intenzitasu stimulus kimeneti jellé alakitasat
(Volgyi és mtsai 2004; Pan és mtsai 2016). Megfigyeltik azt is, hogy mig a vad tipusu
egér retindjaban az ON polaritasu ducsejteket fényérzékenységik alapjan harom
csoportra lehet osztani, addig a Cx36 KO egér esetén csak egy, kevéssé érzékeny
csoport létezik. Bebizonyitottuk, hogy a legérzéketlenebb vad tipusu és az 6sszes Cx36
KO ON ducsejt fénystimulusokkal szembeni kiszob értéke (5%-a a maximalis
fényvalasznak) a csap palyarendszer érzékenységével egyezik meg. Ezzel
bizonyitottuk, hogy az els6dleges ¢és masodlagos palcikapalyakon torténd
informacidtovabbitas Cx36 elektromos szinapszis fliggd. Ezek miikddése esszencialis
az informacié tovébbitasaban, a ducsejtek fényérzékenysége a csapreceptorok
detektacids kuszobéhez hasonlatos, a Cx36 knock-out egerek sotétben nem latnak
(Deans és mtsai 2002; Volgyi és mtsai 2004). Kisérletesen bizonyitottuk, hogy a
sotétvaksagnak ez a formaja az All sejtek és csap bipolarisok kdzoétt, valamint a palcika

és csap receptorok végtalpai kozotti létrejové Cx36 tartalmu réskapcsolatok hianya
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miatt alakul ki. Az érintett allatok esetében mind az elsédleges, mind a mésodlagos
pélcikapélyak informécié tovabbitasa gatolt, ezért az ON polaritdst ducsejtek csak
csappalya eredetl informaciét, az OFF polaritdsiak csak masodlagos (esetlegesen
harmadlagos) palcika- és csappalya eredetl informaciot kapnak (8. abra). Az All sejtek
egymassal alkotott elektromos szinapszisai esetén megfigyeltik, hogy ezek a random
zaj kiatlagolasanak segitségével a primér palcikapalyan haladd informacié jel-zaj

viszonyanak javitasat és ezzel az OFF ducsejtek ingerkiiszébének csdkkentését végzik

(8. &bra, Bloomfield és Vdlgyi 2004).

elvezetéseket is végeztink. Ezek soran sikerilt bizonyitani az All sejtek k&zpont-
kornyéki receptiv mezjének létét és azt, hogy a kornyéki gatlast szolgéltaté un. A17

amakrin sejt GABA-erg feed-back bemenetet szolgaltat a palcika bipoléris végtalpak

8. &bra. Cx36 expresszié az All amakrin sejtekben

a-b. Neurobiotin injektalt All amakrin sejt és az injektalt sejttel gap junction
kapcsolt All (a kép) és bipolaris (b kép) sejtek vad tipust egérbdl készilt egész
retina prepardtumon. c. Ugyanazon retina kriosztattal készult keresztmetszeti
képe. Jol latszanak a Neurobiotin kapcsolt All amakrin és csap bipolaris sejtek. d-
e. All amakrin sejt Neurobiotinnal toltott képe az amakrin sejtek szintjén (d) és a
bipolaris sejtek szintjén (e) a Cx36 KO egér retinaban. f-g. Kriosztattal készitett
metszeten lathatd, hogy az injektalt All sejt nem volt tracer-kapcsolt mas retinalis
sejttel (a képeken lathaté fokuszon Kkivili sejt véletlen aspecifikus jelolés
eredménye; jol lathatd, hogy ez utobbi sejttest nem az All sejttestek sikjaban
helyezkedik el). Aranymérték: 10 um.

Egér- és nyllretina esetében az All sejtieken hegyes elektrodas intracellularis
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felé és ez kevert GABAa-GABAc transzmisszié segitségével éri el (Volgyi és mtsai
2002).

A fenti vizsgalatokban a Cx36 tartalmu elektromos szinapszisok szerepét tobb
kapcsolatban is sikerllt bizonyitani. Azonban kevés ismeretink volt arrél, hogy a
megfigyelések altaldnosak-e az emlésdk kérében, vagy csak a kisérleti modellallatokra
jellemzéek. Ezt a kérdéskort immuncitokémiai médszerrel kdzelitettiik meg. Sikerdilt
bizonyitanunk, hogy a fenti Cx36 tartalmu elektromos szinapszisok jelenléte és szerepe

altalanos a kilénb6z6 emlés fajok esetében, beleértve a emberi retinat is (9b. abra,
Kovacs-Oller és mtsai 2017).

9. &bra. All sejtek Cx36 expressziojanak evolucios és fejlodéstani valtozasai

a. A Cx36 plakkok expresszidjanak mennyiségi és eloszlasi véltozasa a
patkanyretina posztnatdlis (P1, Ps, Ps, P1o, P1s €s P2o) fejlédése soran. b. A Cx36
plakkok eloszldsa kilonb6zd emlés allatok retinalis keresztmetszetén.
Aranymeérték: 20 um.
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Ezek eloszlasaban megfigyelhetd apro kildnbségeket az egyes emldsallatok
életvitelbeli kuldnbségeire vezettik vissza. gy megfigyeltiik azt, hogy a ragadoz6 és
ragcsalo fajok retindiban a kulsé retinalis Cx36 plakkok szama relative alacsony,
valamint azt, hogy a tengerimalac és az emberi retindban a tébbi fajéndl kifejezettebb
szubpedikularis Cx36 aggregatumok kialakulasa. Ez utobbi megfigyelés azt bizonyitja,
hogy a Cx36 elektromos szinapszisok kialakuldsa és fenntartdsa a valtozé kérnyezeti
tényezdékhoz rugalmasan alkalmazkodik.

A patkany esetében egyedfejlédési tanulmanyokat is végeztink a Cx36
Osszetétell retinalis elektromos szinapszisok kialakulasanak megismerése érdekében.
Immuncitokémiai médszerekkel bizonyitottuk, hogy az All-All és All-ON csap bipolaris
gap junction kapcsolatok a patkany esetében a tizedik posztnatalis napon (P1o) jelennek
meg, 5-6 nappal az utan, hogy az All sejtek alaktanilag felismerhetévé valnak (9. 4bra,
Kovacs-Oller és mtsai 2014). Ugyanakkor Western blot és PCR mérések segitségével
bizonyitottuk, hogy a Cx36 fehérje és az atirasért felelés Cx36 mRNS mar a szlletést
kovetéen megfigyelhetd a retina szdvetében. Valoszinlsitjuk, hogy a korai (szuletéstdl)
Cx36 termelés ellenére a mikdddképes Cx36 tartalmu gap junction csatornak
kialakulasa csak a szemek kinyilasat kovetéen (Pio utan), a vizudlis
tapasztalatszerzéssel indul meg.

Az All sejtek elektromos szinapszisairél korabban ismert volt, hogy dopamin
medialta szignalizaci6 mediélja a fényadaptacié soran torténé nyitasukat és zarasukat
(Kothman és mtsai 2009). A dopamin amakrin sejtekbdl szabadul fel és diffuziéval jut el
a retina tobbi sejtjéhez, melyeken D; és D, tipusu receptorokon keresztil fejti ki
hatadsat. A parakrin mechanizmus ellenére az All sejteket a dopamin szignalizacié
elsédleges targetjeinek szokas tekinteni amiatt, hogy a dopamintermelé amakrin sejtek
axonjai gyUriszer( szbvedéket hoznak létre az All sejtek sejttestjei korul (Contini és
Raviola 2003; Witkovsky és mtsai 2005). Immuncitokémiai modszer segitségével
bemutattuk, hogy a dopaminerg amakrin sejtek axonjai egy masodik tAmadasi ponton,
az All sejt transzverzalis nyulvanyainak eredési pontjanal is beidegzi az All sejteket (10
abra, Volgyi és mtsai 2014), ill. a gylriszeri dopaminerg beidegzés nemcsak az All
amakrin sejtekre, hanem mas amakrin sejtekre is jellemzd (Debertin és mtsai 2015a).
Ez utobbi észrevételeink alapjan nyilvanvald, hogy a korabban megfigyelt All sejttestek
koruli gylrik nem jelentik az egyetlen dopaminerg bemenetet az All sejtek szaméra és
raadasul nem kizarolag All sejtekre jellemzé kapcsolatrol van szé. Tehat feltételezhetd,

hogy a sajatos periszomatikus dopaminerg bemenet révén nemcsak az All sejtek,

38



dc_1575_18

hanem mas tipusu amakrin sejtek elektromos szinapszisainak kapuzési mechanizmusa
is szabalyozott. Ezt tamogatd kisérletsorozatunkban elészor optikus idegen keresztul
neurobiotinos toltést alkalmaztunk, melynek soran a jel6l6 anyag minden retinalis
ducsejtbe bekerllt. Ezen tulmenbéen szamos, a toltétt ducsejtekkel elektromos
szinaptikus kapcsolatban 1év6 amakrin sejt szémja is lathatova valt (az amakrin
sejteknek ezzel a mddszertannal térténé toltése valtozé eredményességi volt). A
sikeresen toltott preparatumokon anti-tirozin hidroxilaz immuncitokémiai reakciot
hajtottunk végre. Ezekbél a kisérletekbdl nyilvanvald volt, hogy a ducsejtekkel
elektromos szinaptikus kapcsolatban [év6 (altalaban WF és PA amakrin sejtek — Id.
késBbb) amakrin sejtek sejttestjei kortl is talaltunk az All-re emlékeztetd TH rostokbdl
allé gydriket (10. 4bra, Debertin és mtsai 2015b). Az All sejtek koérlli dopaminerg
rostokrol mar kisérleteink kezdetekor ismert volt, hogy mind dopamin, mind GABA
felszabaditasi helyként szolgdlnak, ugyanis a retinalis dopaminerg sejtek GABA-t is
termelnek kotranszmitterként (Contini és Raviola 2003; Witkovsky és mtsai 2005).
Tovabbi (kozlés alatti és elétti) immuncitokémiai adataink vannak arra vonatkozoan,
hogy ezek a periszomatikus dopaminerg gylrik valéban tartalmaznak VGAT jelolt
plakkokat és némelyikik GABAARal jelolt posztszinaptikus terulettel szemben
talalhaté. Ugyanakkor morfometriai méréseink azt mutatjak, hogy ezek gyakorisaga
nem haladja meg az egyéb (nem gy(rit alkoté) dopaminerg rostokét (Debertin és mtsai
2015a; b). Az utébbi megfigyelés megkérdbjelezi a periszomatikus gyUrikrél alkotott
korabbi elképzelést, miszerint ezek specialis GABA/dopamin felszabaditasi teriletek,
axoszomatikus szinapszisok helyei. Kisérleteink tehat majdnem minden, koradbban errél
a kapcsolatrol kialakitott allaspontot megkérddjelez, vagyis azt allitjuk, hogy: (1) a
periszomatikus gylrik nem kizardlagos All tdmadasi pontok, (2) a periszomatikus
gylrik nem csak All sejtekre jellemzéek, (3) és a gylrik terlletén végzett parakrin
transzmitter felszabaditas mértéke valészinileg nem nagyobb a mas TH* rostokétol (10

abra).
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10. &bra. All és nem-All sejtek dopaminerg innervacidja

a. Sematikus rajz mutatja, ahogyan az emlds retina dopamin termel6 (TH+)
amakrin sejtet rostok az IPL stratum 1 terlletén All amakrin sejtek szomait kdzelitik
meg. A TH+ rostok az IPL kdzepén (sztratum 3) is gyakran kertil fizikai kozelségbe
az All sejtek rostjaival. b. TH (z6ld) jel6lt dopaminerg és parvalbumin (PV; piros)
jelélt All amakrin sejtek abraja mutatja a nyudlretina dopaminerg sejt rostjainak és
az All sejtek sejttestjeinek szoros térbeli kdzelségét. c. A TH/PV kett8sjeldlt minta
egyetlen All amakrin sejtjének digitalisan rekonstrualt képe. A TH+ rostok (zéld)
féleg az All sejt (piros) sejttestie korul (sztratum 1) és a transzverzalis dendrit
eredése korll (sztratum 3) figyelheték meg. d-g. TH/PV/CaR héarmas jel6léses
kisérlet a patkadnyretindban. TH+ rostok (z6ld), a PV+ All sejttestek (kék) és a
CaR+ nem-All sejttestek (piros). JAl lathatd, hogy a TH+ rostok All (szaggatott nyil)
és nem-All (nyil) sejttestek koril egyarant létrehozzak a periszomatikus gy(riket,
s6t egyes gylriik ezen a harmas jel6lt preparatumon is tres maradtak (kereszt). A
csillag a kett8sjelolt TH/CaR sejttesteket jeloli, amelyek feltehetéen a 2-es tipusu
dopaminerg sejtek szémai. Aranymérték: 10 um.

RESZOSSZEFOGLALO: A fenti kisérletekkel bizonyitottuk a Cx36 elektromos
szinapszisok jelenlétét csap-pélcika, All-ON csap bipoléris és All-All kapcsolatokban és

igazoltuk azok esszencialis szerepét a parhuzamos palcika csatorndk esetében.
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Bebizonyitottuk, hogy a heteroldg palcika-csap és az All-ON csap bipolaris elektromos
Szinapszisok az informacié tovabbitasaért felelések, ugyanakkor a homolog All-All
elektromos szinapszisok (valésziniileg a palcika-palcika és az el6z6 fejezet csap-csap
€s bipolaris-bipolaris kapcsolatai is) ezzel szemben a palyakon halad6 informacié jel-zaj
viszonyanak javitasat végzik. Leirtuk a Cx36 réskapcsolat mintdzat hasonlésagéat tobb
modell allat esetén és vizsgaltuk azok egyedfejlédés soran bekbvetkezé megjelenését,
érését. Végul a retindlis réskapcsolatok kapuzasat kontrolldlo dopamint felszabadit6

amakrin sejtek belsé retinalis célpontjait Gj megvilagitasba helyeztik.

DuUcC- ES AMAKRIN SEJT RESKAPCSOLATOK

Az el6zd fejezetben azokat a kisérleteket vazoltuk, amelyek a retindn belli
parhuzamos palyaik felépitésében részt vevd elektromos szinapszisok funkcidit
vizsgaltak. Ugyanakkor a belsd retina amakrin és ducsejtjei szamos elektromos
szinapszist alkotnak egymassal, melyeknek a leirdsai munkank kezdetekor nagyon
hianyosak voltak. Ennél is kevesebb ismeretlink volt ezen kapcsolatok funkciéjarél; erre
vonatkozdan csak elképzelések, elméletek alltak rendelkezésre. Az aldbbiakban tehéat
azokat a vizsgalatokat mutatjuk be, amelyekkel ennek a témakdrnek a mai

tudasanyagahoz sikerult érdemben hozzajarulini.

Az amakrin sejtjek réskapcsolatai

Az el6zbekben bemutatott All elektromos szinapszisokon kivul az emlésok
egyéb amakrin sejttipusai is - kevés kivétellel (pl. “starburst” amakrin sejtek) gyakran
hoznak létre mind homoldg (sajat tipuson belll) és heterolég (kilonbdzd amakrin sejt-
tipusok kozotti) elektromos szinapszisokat (Xin és Bloomfield 1997). Miutan az eml8s
retina 30-40 kulénb6zd amakrin sejttipust tartalmaz, kisérleteinket egy-két kdnnyen
vizsgalhaté célcsoportra 6sszpontositottuk.

Az egyik ilyen amakrin sejtcsoport az un. széles dendritmezeji (wide-field, WF)
sejteket foglalta magaba. A WF amakrin sejtek csoportja nem egységes, minimum 6-8
kulonboz6 dendritikus elégazasi mintazattal és IPL-beni elagazasi szinttel rendelkez6
sejttipusokat tartalmaz. K6zos jellemzdgjuk, hogy dendritfajuk atméréje a tdbbi retindlis
sejtféleséghez képest nagy (> 300 um). A WF amakrin sejtek egy csoportjat a
nyulretindban vizsgaltuk intracellularis elektrofiziolégiai, farmakolégiai és Neurobiotin

feltdltéses technikdk kombin&cidjaval. Megfigyeltik, hogy a WF sejtek egy csoportja
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nagy, koncentrikus dendritfaval rendelkezett, melynek atméréje akar a milliméteres
nagysagot is elérte (Bloomfield és Volgyi 2007). A dendritek az IPL kdzepén
helyezkedtek el, csak a sejttest kozvetlen kdzelében agaztak el néhanyszor, és hosszu
radialis dendritvégakakkal rendelkeztek. A Neurobiotinnal toltott WF amakrin sejtek
esetében azt is megfigyeltik, hogy a nyomjelz6 anyag a szomszédos (a sejttestek

hasonlé morfolégidja miatt azonos tipustinak gondolt) sejtek belsejében is megjelent

(11. 4bra a kép).

11. abra. Az emlés retina WF amakrin sejtjeinek tracer- és elektromos kapcsoltsiga
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a. A nyulretina egy Neurobiotin injektalt WF amakrin sejtje lathat6. Ez az amakrin
sejt szamos, radidlisan haladd, elagazast nem (vagy csak ritkdn) mutaté dendritet
tartalmaz. Jol lathatéak a tracer-kapcsolt amakrin sejtek széméi is, amelyekbe a
tracer a homolég réskapcsolatokon keresztil jutott be. b. A regisztratumok (bal
oszlop) a WF amakrin sejt fényvalaszait mutatjak, melyeket egy 0,3 mm széles 6
mm hossz( fénycsik stimulus segitségével valtottunk ki. A fénycsik pozicidjat a
sejttesttdl kiindulva (0 um) lépésenként a sejttdl disztalis iranyba elmozditottuk,
mellyel feltérképeztilk a sejt receptiv mezejét. A fénycsik és a sejttestek kozotti
tavolsagot a bal oldalon 1évé szamok jeldlik. c. A regisztratumok alapjan
meghataroztuk az ON és OFF fényvalasz komponensek amplitidoit és ezek
normalizalt értékeit abrazoltuk a diagrammon. Az igy kapott area-szummacios
gorbék steady-state értékeibdl lehet kdvetkeztetni arra, hogy mind az ON-, mind az
OFF receptiv mezd nagy, 1-2 mm kozé esd érték. Aranymérték: a abra 100 um.
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A tracer-kapcsolt sejttestek altal alkotott, un. kapcsolt mez6 meérete tébb 100 um
atmérgju volt és alkalmanként elérte, de nem haladta meg a jeldlt sejt dendritfajanak
atméréjét. Ez utdbbi megfigyelés arra utalt, hogy a szomszédos WF sejtek kozotti
elektromos szinapszisok nem a dendritek végén, hanem f6éleg a proximalis dendritikus
terlleteken helyezkedtek el. A WF sejtek ON és OFF polaritasu fényvalaszokat is
produkaltak. Az ON és OFF fényvalaszok egymastol fliggetlenek voltak, ugyanis az ON
receptiv mez8é atméréje akar 2 mm is lehetett, mig az OFF mez8é ennek tipikusan
75%-at érte csak el. Mind az ON- mind az OFF receptiv mezbre érvényes volt a
kérnyéki gatlé bemenetek hianya, amelyre az area-szummacios analizis alapjan
kovetkeztettiink (11. abra b kép). Area-szummacio esetén az egyre nagyobb atmérdji
fénystimulus foltok egyre nagyobb amplitudéju fényvalaszokat eredményeznek. Az
amplitadok akkor kezdenének csak ismét csokkenni, ha a fénystimulus tovabbi
novelésével a kornyéki gatldé mechanizmusok is aktivalddndnak. Mivel az &rea-
szummacioés gorbék nem mutattak jelét amplitid6 csokkenésnek (a gorbék folyamatos
platéval rendelkeztek), ezért valészind, hogy a WF sejtek nem rendelkeznek kdrnyéki
gatlé receptiv mezbvel. Megfigyeltik tovabba, hogy a nagy ON polaritasu receptiv
mezd toredékére csokkent a fesziiltségfliggd Na* csatornak intracellularis blokkolasat
kovetéen (QX-314), bizonyitva annak fliggését az aktivan terjedd akcids potencialoktol.
Véleményunk szerint ugyancsak hozzajarulhatott a receptiv mezd megndveléséhez a
WF sejtek egymas kozott |étrehozott elektromos szinaptikus kommunikaciéja is. Ez
utobbi feltételezést bizonyitotta a WF sejtek intenziv kapcsoltsagabol adédé és a
dendritfa atméréjénél joval nagyobb ON polaritdsu receptiv mezd léte (11. dbra a kép).
Mivel a receptiv mezd a QX-314 farmakologia soran a téredékére csokkent, ezért
valészinisithetd ebbél az is, hogy a WF elektromos szinapszisok nemcsak a lassu
potencialok, hanem a Na'-fugg6 akcios potencialok szaméra is atjarhatéak. A WF
csak annyi tudott, hogy a sejtek receptiv mezdit megndvelik, az egyéb latasban
betdltott funkcidjukat egyelére homaly fedi.

Egy mésik amakrin sejt csoportot alkotnak az Un. poliaxonalis (PA) sejtek.
Ellentétben a legtdbb amakrin sejttel a PA sejtek dendritekkel és axonokkal is
rendelkeznek (Volgyi és mtsai 2001). A dendritek jol korllhatérolhatd, relative kis (<
200 ym atmérd) dendritmezét hoznak létre, mig az axonok vékonyak, hossztuak (akar a
retina atellenes polusara is elérnek), és ritkan agaznak el. A PA sejtek receptiv mez6i

relative kicsik, igy valészinl, hogy bemeneteket csak a dendritek fel6l kapnak. Az
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axonok feltehetéen valodi axonok, és csak kimenetekként szolgalnak. Ezt tamasztja ala
egy immuncitokémiai megfigyelésink is, mely alapjan a PA sejtek axonjai magasan
foszforilalt neurofilament-H citoszkeletélis elemeket tartalmaznak, melyek csak a
funkcionalis axonokra jellemz&ek (Volgyi és Bloomfield 2002). A legtébb PA sejt
intenziv tracer kapcsoltsagot mutat a Neurobiotin injekciokat kévetéen, ugyanakkor a
kapcsolt amakrin sejtek féleg az injektalt sejt kordl talalhatok, ami valészindsiti az

elektromos szinapszisok dendritikus (nem axonalis) elhelyezkedését (12. abra a és b

képek).

12. abra. Az emlés retina PA amakrin sejtjeinek tracer kapcsoltsadga és annak funkcioja
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a-b. A nyulretina harom Neurobiotin injektalt PA amakrin sejtje lathatd. A PA sejtek
szamos rovid dendritikus (input) és hosszu, vékony axonalis (output) nydlvannyal
rendelkeznek. A tracer-kapcsolt amakrin sejtek sejttestjei is, lathatéak, melyekbe a
tracer réskapcsolatokon keresztill szivargott at. c. A regisztratumok az egyik PA
amakrin sejt fényvalaszait mutatjak, melyeket egy 0,3 mm széles 6 mm hosszU
fénycsik stimulussal valtottunk ki. A fénycsik poziciojat a sejttesttél kiindalva (0 pum)
I[épésenként disztélis irAnyba elmozditottuk, mellyel feltérképeztiik a sejt receptiv
mezejét. A fénycsik szomatol mért tavolsadgat a bal oldali szamok jeldlik. d. A
regisztratumok alapjan meghataroztuk az ON és OFF fényvalasz komponensek
amplitudéit, és ezek normalizalt értékeit abrazoltuk a diagrammon. Az igy kapott
area-szummacios gorbék steady-state értékeibdl lehet kdvetkeztetni arra, hogy
mind az ON-, mind az OFF receptiv mez6 606-700 um koézé esd érték, mely a
dendritfak méretével 6sszevethetd. Aranymérték: 100 ym (a), 50 (b) um.
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A PA sejtek tipustdl figgéen ON vagy ON-OFF polaritasu fényvalaszokat
mutattak. A receptiv mez6k atméréi néhany 100 um nagysaguak, ami nagysagrendileg
megfelel a dendritfak méretének. Ez Gjabb bizonyitéka volt annak, hogy a PA sejtek
bemeneteik z6mét a dendriteken kapjak, kimeneteik feltehetéen pedig az axonokon
jutnak el mas retinalis sejtekhez. A dendritfaval 6sszemérheté receptiv mezd kornyéki
gatlassal is rendelkezett, melyet az area-szummacioés gorbék nagy atmérdji stimulusok
hatasara torténé amplitidd csokkenése bizonyitott (12. abra d kép). A Neurobiotin
injektalt PA sejtek tdbbsége intenziv kapcsoltsdgot mutatott szomszédos amakrin
sejtekkel (feltehetéen szintén PA sejtek). Egyes PA sejtekrdl ismert, hogy funkcidjuk a
gyors szemmozgasok alatti ducsejtszignal blokkoldsa (Roska és Werblin 2003), az
objektum-hattérmozgas elkilonitése (Olveczky és mtsai 2003), ill. a képi folytonossag
(Roy és mtsai 2017) kédolasaban jut szerep. Ugyanakkor nem tisztazott, hogy ezekben
a jol korulirhato latasi funkciokban a PA sejtek homolog elektromos szinapszisainak

milyen szerep jut.

RESZOSSZEFOGLALO: A fenti kisérletekben leirtuk mind a WF és PA sejtek
elektromos szinapszisait és az altaluk |étrehozott kapcsolt amakrin sejt hal6zatokat.
Medgfigyeltiik, hogy a homolég amakrin sejtek kozotti réskapcsolatok a sejtek receptiv

mezGit névelik meg, de ezek latasban betoltott szerepe tovabbra sem tisztazott.

Az egérretina ducsejtjeinek kategorizaladsa és tracer-kapcsoltsaga

Ezekben a kisérletekben 210 egérretina ducsejtet injektaltunk Neurobiotinnal,
melyhez dsszesen 71 WT dllat retinajat hasznaltuk fel. Az injektalt sejtek alaktani
csoportositasahoz a kovetkezd anatémiai jegyeket vettik figyelembe: (i) a sejttest
alakja; (ii) a sejttest mérete; (iii) a dendritfa atméréje; (iv) a dendritek alaktana beleértve
a dendritikus specializacidk (dendrit tliske, megvastagodas stb.) meglétét, vagy hianyat;
(v) dendritek ellagazédasi mintdzata és; (vi) a dendritfta IPL-ben torténé
elagazddasanak szintje. Ezek a feltételek alapjan sikertlt 22 alaktani dicsejt populaciot

elktloniteni (13. abra; Volgyi és mtsai 2009).
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13. abra. Az egérretina ducsejtjeinek morfolégiai tipusai

Az abra a Volgyi és mtsai 2009 koézleménybdl szarmazik, melyben az egyes
sejttipusok a G1 — G22 elnevezéseket kaptak. Aranymérték: 100 um.

Ezek a ducsejt populaciok jol 6sszeegyeztetheték voltak korabbi leirasokban
talalhat6é egér ducsejt-tipusokkal (Sun és mtsai 2002; Badea és Nathans 2004; Kong és
mtsai 2005; Coombs és mtsai 2006). A Sun és munkatarsai altal leirt 17 egér ducsejt a
sajat rendszerlinkben a G1 — G17 elnevezéseket kapta. Ezek kdzott vannak a korabbi
leirdsok alapjan j6l azonosithatdé G1 (giant), G2 (ON alfa) és G3 (OFF alfa) ducsejtek is
(lasd késébb a 14. abran). Ezeken a sejttipusokon kivil talaltunk olyanokat is (G18,
G19, G20, G21 és G22), melyek egyik korabbi ducsejt morfol6giai leirAsnak sem
feleltek meg (ezen ducsejtek részletes leirdsa a Volgyi és mtsai 2009 munkajaban
talalhatéak). A fenti ducsejt populaciok tobbsége a kdrnyezetrdl képi informaciot szallit
az agyi latokozpontok felé, ugyanakkor néhany ducsejt posztszinaptikus partnerei latasi
jarulékos kozpontokban talalhatdak. A ducsejtek és szinaptikus partnereik
kapcsolatainak létrehozasaban elengedhetetlenek a sejtadhéziés cadherin fehérjék
egyes tipusai. Egy kollaboraciéban végzett munkankban bizonyitottuk a cadherin 3 és 6
elengedhetetlen szerepét abban, hogy egyes ducsejt tipusok cadherin specifikus

moédon  megtalaljdk  posztszinaptikus partnereiket olyan retinorecipiens agyi
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strukturédkban, mint a corpus genculatum laterale és a praetectum (Osterhout és mtsai
2011).

A sejttipusok alaktani azonositdsi eredményeit az aldbbiakban roéviden
0sszefoglaljuk.

G1 ducsejtek (n=8). Nagy (21 pym atmérd), “szogletes” nagy sejttesttel, és az
egérretindban talalhat6 legnagyobb ddcsejt dendritfaval (245 pm atmérd) rendelkeznek
(13. &bra). A harom-6t rovid elsédleges dendrit tobbszor (maximum 5) eldgazik és az
IPL 78% -0s magassagaban (ON alréteg) végz6déseket alkot. Sajatos, hogy még a
végelagazasok is viszonylag kozel talalhatbak a sejttesthez, ami hosszi vég-
(termindlis) dendritek meglétét eredményezi. A G1 sejtek csak heterolég kapcsoltsagot

mutatnak szomszédos amakrin sejtekkel (14. abra).

14. dbra. Az egérretina dacsejtjeinek tracer-kapcsoltsaga

A G1 (a), G2 (b), G3 (c) és G6 (d) retindlis ducsejtek tracer-kapcsoltsaga lathato.
A csillagok a Neurobiotinnal injektalt sejttesteket, a fekete nyilak a tracer-kapcsolt
ducsejteket, a Ures nyilak és nyilhegyek a tracer-kapcsolt amakrin sejteket
mutatjak. Aranymérték: 100 ym.
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A tracer-kapcsolt amakrin sejtek kdzott nagyobbak (maximum 17 db egy
injektalt G1 sejtnél; 12 ym sejttest atmérd) és kisebbek (maximum 21 db; 8 um sejttest
atmérd) is vannak. A kapcsolt amakrin sejtek sejttestjei kivétel nélkil a GCL-ben
talalhatok (displaced-ek). Esetenként a nagyobb kapcsolt amakrin sejt dendritfajanak
alaktana jol tanulmanyozhat6. Ezek mindegyikének vastagabb dendritikus és vékony
axonalis nyulvanyai is vannak, tehat ezek a PA sejtek egyik csoportjanak képvisel6i
(Famiglietti 1992a; b; Stafford és Dacey 1997; Volgyi és mtsai 2001). A tracer-kapcsolt
PA sejtek a dendritjei az IPL 72% magassagaban az axonok 69%-0s magassagban
agaznak el. A PA sejtek a bemeneteiket a rovid nyulvanyaik segitségével gyiiijtik 6ssze,
ennek megfeleléen a PA sejtek receptiv mezeje viszonylag kicsi (Volgyi és mtsai 2001),
ugyanakkor a hosszu axonszerl nyllvanyok kimenetekként szolgalnak.
Immuncitokémiai modszerekkel korabban kimutattuk, hogy a PA sejtek (igy a G1
kapcsolt PA sejtek is) hosszlU nyllvanyai magas szinten foszforilalt neurofilament H-t
(NF-H) tartalmaznak, amely csak a neuronalis axonokra jellemzé (Volgyi és Bloomfield
2002). Ez a vizsgélat a korabbi morfoldgiai bizonyitékok mellett egy neurokémiai
bizonyitékat szolgaltatja annak, hogy a PA sejtek hosszu nyulvanyai valédi axonok és
féleg az informacié tovabbadasaban fontosak.

G2 ducsejtek (n=19). Morfolégiai jegyeik alapjan a kilonb6zé emlésfajok
retingjaban leirt ON alfa sejtekhez hasonlatosak (Boycott és Wassle 1974; Peichl és
mtsai 1987; Schubert és mtsai 2005a; Volgyi és mtsai 2005, 2009). Ezek a morfolégiai
jegyek a kovetkezdk: nagy (~18 um atmérd), kerek sejttest és vaskos, sima felszini
primer dendritek, melyek karakterisztikusan hegyes szégben agaznak el ugy, hogy az
egyes dendritek szinte sosem fedik at egymast (13. és 14. abrak). A G2 sejtek
viszonylag szimmetrikus és nagy (~200 pum atmérd) dendritfaval rendelkeznek, melyek
az IPL 73 % -anal (ON alréteg) agaznak el. A G2 ducsejtek tracer-kapcsoltak
szomszédos displaced amakrin sejtekkel (maximum 14 db; 14. abra). Ezek utdbbiak
egy kis sejttestli (~7 ym atméré) és egy nagy sejttestli (~10 ym atméré) amakrin sejt
populédcidba sorolhatéak, melyek nyulvanyrendszerik alapjan a PA sejtek kozé
tartoznak.

G3 duc sejtek (n=58). Széma/dendrit morfolégiaja az emlés retina kilénbdzd
fajaiban korabban leirt OFF alfa sejtekéhez hasonlatos (Boycott és Wassle 1974; Peichl
és mtsai 1987; Schubert és mtsai 2005a; Volgyi és mtsai 2005; 2009). Ezek a
tulajdonsagok a kovetkezok: (i) viszonylag nagy (~18 um atmérd) és ovalis sejttest; (ii)

vastag és altalaban sima primer dendritek (magasabbrend(i dendritagak varikézusak
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voltak); (iii) a dendritek az OFF alrétegben az IPL 33% -os mélységében (OFF alréteq)
agaztak el; (iv) dendritfa az elagazasok relative nagy szama miatt sr és nagy (~185
um atmérd; 13. és 14. abrdk). A G3 ducsejtek homoldg duc-duc tracer-kapcsoltsagot
mutatnak szomszédos G3 ducsejtekkel (14. &bra) és heteroldg kapcsoltsagot
konyékbéli amakrin sejtek két (kis és nagy sejttest(i) tipusaval, melyek sejttestjei az
INL-ben helyezkednek el. A kapcsolt amakrin sejtek dendritmorfologiajuk alapjan széles
dendritmezejl csoportba tartoztak.

G4 duacsejtek (n=5). Kis (~13 um atmérd) sejttesttel és ,zegzugosan”, de
sugériranyban haladé dendritekkel jellemezheték (13. abra). A dendritek maximalisan
hatszor agaztak el és relative kis (143 ym atmérd) dendritfat hoztak létre. A dendritfa
karakterisztikus jegye, hogy egyes terminalis dendritek kétszer-haromszor hosszabbak
voltak, mint tarsaik, és messzire kinyultak a dendritfa tertletérél. Ugyanakkor mind a
révid, mind a hosszu terminalis dendritagak az IPL k&zepén, ugyanazon a ~46%-0s
mélységében agaztak el. A G4 duc sejtek heterolég tracer-kapcsoltsdgot mutattak
(maximum 30) kérnyez6 kis (~7 um atmeérd) sejttestl amakrin sejttel, melyek sejttestjei
kizar6lag az INL-ben helyezkedtek el (a G4 ducsejtre és minden mas ducsejtre
vonatkozoan részletes fotokkal illusztralt leiras taladlhatdé a Voélgyi és mtsai 2009
munkajaban).

G5 ducsejtek (n=12). Kis (~11 ym atmérd) sejttesttel és kicsi (~105 um), de
rendkivil srl dendritfaval rendelkeztek. A dendritek kiléndsen kanyargos lefutasuak
és felszinlkdn szamos megvastagodas és apro tliskeszer(i elagazédas lathatd. A
nagyszamu elagazédast mutaté dendritfa az IPL kbzepén (50 % mélység) agazott el
(13. abra). A G5 ducsejtek nem voltak tracer-kapcsoltak.

G6 ducsejtek (n=19). Alapveté morfolégiai jegyeik alapjan a patkany belsd
rostelagazasu delta sejtjeivel azonosithatok (13. abra; Peichl 1989). A megfigyelt
morfologiai jegyek kozil a legfontosabbak: (i) kerek vagy elliptikus sejttest (~19 pm
atlagos atmeérd) (13. abra); (i) sugarirdnyban futdé dendritek, melyek hegyes szégben
agaztak el; (iii) a magasabbrendi dendritdgak sok megvastagodast és néha atfedést
mutattak. A dendritek viszonylag keskeny rétegben az IPL 70% -os mélységében
agaztak el és kdzepes méretl (~190 ym atmérd) dendritfat alkottak. A G6 ducsejtek
heterolég tracer-kapcsoltsagot mutattak displaced amakrin sejtekkel, melyek
dendritikus és axondlis rostokkal egyarant rendelkeztek, tehat PA sejtek voltak (14.

abra).
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G7 ducsejtek (n=11). Alaktani ismérveik alapjan a patkanyretinaban leirt kilsé
delta sejtekkel mutattak rokonsagot (Peichl 1989), melyek kozé a kovetkezd
tulajdonsagok tartoztak: kerek sejttest (~19 um atméré), 3-5 vastag elsédleges dendrit,
a dendritek 3-4-szeres eldgazdédasa és az IPL 30%-os mélységében torténd
elagazédasa (13. abra). A dendritek altaldban sugéariranyban futottak, de gyakran
kanyarogtak ide-oda mind horizontalisan, mind IPL alrétegek hatarait is atlépve
vertikalisan is (ez utobbi tulajdonsadg azonban nem befolyasolta a végelagazédasok
fent leirt sztratifikaciéjat). A magasabbrend(i dendriteken megvastagodasok és relative
hosszu terminalis dendritek voltak jellemz&ek. A dendritfa jellemz&en nagy (~196 pm in
atmérd). A G7 ducsejtek homolég tracer-kapcsoltagot mutattak szomszédos G7
sejtekkel, valamint heterol6g kapcsoltsdgot széles dendritmezejii amakrin sejtek két
populacidjaval. Ez utdbbiak dendritjei ritkan voltak azonosithat6ak, a kevés jel6lt
nyulvany alapjan valoszinilleg ezek is a WF amakrin sejtek kdzé tartoztak.

G8 ducsejtek (n=8). Kozepes méretli (~15 um atmérd), kerek sejttesttel és 6-9
viszonylag vékony primer dendritekkel rendelkeztek, melyek gazdag eldgazast mutattak.
A dendritek lefutdsa szabalytalan, ezek mind rétegen belll, mind rétegek kozott
zegzugosan haladtak és szamos elagazddast adtak (13. abra). Kozottik sok apro
oldalelagazddas, dendrittiiske és dendritmegvastagodas is volt, melyek miatt a kdzepes
méretli dendritfa (~165 pym atmérd) komplex hatast keltett. A dendritek viszonylag
difftzan az IPL 45-68% magassagaban agaztak el. A G8 ducsejtek csak heteroldg
tracer-kapcsolatot mutattak kis (5 pm atméré) és nagy (~10 um atmérd) sejttesti
displaced és konvencionalis helyzetli amakrin sejtekkel. Az amakrin sejtek néha
nyulvanyrendszeriikkel egyutt vizsgalhat6ak voltak, ezekben az esetekben mindig a WF
szerkezetet mutattak.

G9 ducsejtek (n=8). Kdézepes méretl (~14 pm atmérd) sejttesttel, 3-5 relative
vastag primer dendritekkel rendelkeztek (13. abra). A dendritek t6bbszordsen,
jellemzden kozel derékszdget bezarva agaztak el, egyébirant egyenes lefutdstak és
felszinikdn megvastagodasok lathatok. A terminalis dendritek az IPL k6zépvonalahoz
kdzel, 62% meélységben végzddtek. A dendritagak jellemzéen nem mutattak semmiféle
keresztez6dést, vagy atfedést, és kdzepes méretli (~166 pm atmérdjl) dendritfat
alkottak. A G9 ducsejtek nem mutattak tracer-kapcsoltsagot.

G10 ducsejtek (n=8). A G10 ducsejtek viszonylag nagy (~18 pm atmérd)
sejttesttel és 5-6 karcsubb primer dendrittel rendelkeztek. A primer dendritek tébbsége

hosszan (akar 25 pm hosszan) futott az IPL-ben miel6tt az elsé, jellemzéen villas
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elagazéast adta volna (13. abra). A kevés villas eldgazodas miatt a G10 sejtek ritkas
dendritfaval rendelkeztek, a dendritek maximum negyedrend( elagazast mutattak. Az
elagazasok néha derékszoglek, és a dendritek csak ritkan keresztezték egymast. Mig
az els6dleges-méasodlagos dendritek egyenesek, a terminalis dendritek gyakran
hullamosak, visszakanyaroddak voltak. Tébbségik az IPL 71% -os mélységében (ON
alréteqg) végz8dtek, de néhanyuk mar a sejttesthez kozelebb 84-92% -os mélységben
agazébdtak el. A dendritfa egyike volt a mintankban talalhat6 legnagyobbaknak (247 pm
atlagos atméré). A G10 ducsejtek heteroldég kapcsoltsagot mutattak displaced amakrin
sejtek (maximum 20 db) egy csoportjaval. A kapcsolt amakrin sejteket kis sejttest(i (~7-
12 ym a kisebb és a nagyobb atméré mentén) PA sejtekként azonositottuk.

G11 ducsejtek (n=12). Viszonylag nagy (~17 upm atmérd) sejttesttel és
dendritfaval (~183 pym atmérd) rendelkeztek. A dendritfa sok hasonlatossagot mutatott
a G10 sejtekéhez, augymint a 3-5 keskeny primer dendrit, melyek hegyes szodget
bezarva agaztak el, valamint a visszakanyarodo terminalis dendritek jelenléte (13. abra).
Ugyanakkor a G10 sejtekkel ellentétben a G11 sejtek dendritjei hullamos lefutastak és
az IPL 31% -nél az OFF alrétegben végzddtek. Erdekes, hogy némi variabilitast
mutattak a tracer-kapcsoltsag tekintetében, ugyanis legtdbbjik homol6ég mabdon
kapcsolddott kornyezé G11 sejtekhez (maximum 7 db). A G11 sejtek ugyancsak tracer-
kapcsoltak voltak kdrnyezd kis sejttestli (~6 uym atmérd) amakrin sejtekkel (harom G11
sejt csak amakrin sejtekkel tartott kapcsolatot).

G12 duacsejtek (n=3). Aranylag kisméret(i (~14 um atmér6) szémaval és nagy
(~200 um atmérd) dendritfaval rendelkeztek (13. abra). A dendritfa hosszu, keskeny
szabalytalanul fut6 rostokbdl allt, melyek ritkan agaztak el és fellletikon
megvastagodasokat mutattak. A G12 sejtek dendritjei bisztratifikaciot mutattak az IPL
33% és 67% -0s mélységében és nem voltak tracer-kapcsoltak.

G13 ducsejtek (n=9). Kézepes méretl (~15 um atmérd) sejttesttel és dendritfaval
(~160 pm atmér6) voltak jellemezheték (13. &bra). A G13 sejteknek 4-7 révid
els6dleges dendritjuk volt, melyek gyakran agaztak el kozvetlenul az eredést kovetben.
A dendritek tobbszér egymas utan elagaztak és megvastagodasokat, valamint
tiskeszerli képleteket, oldaldgacskékat képeztek. A nagyobb dendritek mind
horizontalis, mind vertikalis irAnyban zegzugosan haladtak az IPL-ben. A szamos
dendritikus eldgazas a zegzugos lefutdssal kombindlva egy kiléndsen denz
megjelenést kolcsonzott a G13 sejtek dendritfajanak. A dendritfa termindlis agai

diffizan az IPL 39 - 65% -os mélységében végzédtek. A G13 ducsejtek homoldg tracer-
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kapcsoltsagot mutattak szomszédos G13 sejtekkel (maximum 10 db) és heterolog
kapcsoltsagot kérnyez6 kis (~6 pm atmérd) és nagy (~10 pym atméré) méretli amakrin
sejtekkel.

G14 duacsejtek (n=3). Viszonylag kisméretli (~13 um atmérd) sejttesttel és
dendritfaval (~135 pum atmérd) rendelkeztek (13. &bra). Jellemzden 5-7 vékony
elsédleges dendritjuk proximalisan eldgazédasokat hozott létre és jelentés mértékii
hullamos lefutast mutatott. A magasabbrend(i dendritagak sok megvastagodast és
tuskét tartalmaztak. A dendritfa az IPL 51%-0s mélységében képezte a terminalis
végzbdéseket. A G14 sejtek nem voltak tracer-kapcsoltak.

G15 ducsejtek (n=3). Viszonylag nagy sejttestliek (~18 ym atmérd) és kdzepes
méretl dendritfaval (~153 um atméré) rendelkeztek (13. &bra). Dendritjeik
karakterisztikusan a sejttest egyik oldalan koncentraldédtak, 3-5 primer dendritje volt,
melyek gyakran egy k6zods csonkbdl eredtek. A hullamos lefutdst dendritek ritkan
agaztak csak el, a dendritvégzédések az IPL 25% -os meélységében (OFF alréteq)
voltak megfigyelheték. A G15 ducsejtek csak heterolog kapcsoltsagot mutattak
koérnyez6 kézepes méretli (6-8 pm atmérd) amakrin sejtekkel.

G16 ducsejtek (n=3). A sejteknek kicsi szomai (~14 ym atmérd) és dendritfai
(~123 uym atmérd) voltak (13. abra). A dendritfa bisztratifikaciot (két IPL alrétegbeli
elagazddast) mutatott az IPL 30% és 56%-0s mélységében, a dendritek pedig nagyon
vékonyak, gocsortosek voltak és tobbszorésen (maximum 6) elagaztak. A termindlis
dendritek relative hosszuak és jellegzetesen kidlltak a dendritfa allomanyabdl. Az a-
alrétegben (OFF) talalhaté dendritek hullamosabbak és tdbb megvastagodast mutattak,
mint amelyek a b-alrétegben (ON) helyezkedtek el. A G16 ducsejtek tracer-
kapcsoltsagot mutattak 4-6 szomszédos ducsejttel.

G17 ducsejtek (n=16). Az el6z6 tipushoz hasonléan a G17 ducsejtek is
bisztratifikaltak és kdzepes (~15 pym atmérd) sejttesttel és dendritfaval (~ 160 um
atmeérd) rendelkeztek (13. abra). A G17 ducsejtek 3-5 vastag primer dendritje gyakran
haladt akar 10-15 pm-t, mielétt elagazott. A magasabbrendl dendritek vékonyak és
hullamosak, megvastagodasokat tartalmaztak, az IPL 32%-0s és 68%-0s mélységeben
agaztak el. A G17 sejtek fent leirt morfoldgiai jegyei alapjan az egyéb emldsfajok
retingjdban leirt ON-OFF iranyszelektiv (directional selective — DS) ducsejtjeivel
azonosithatok (Vaney 1991; 1994; Xin és Bloomfield 1997). A G17 ducsejtek tracer-

kapcsoltak a kdzelukben taldlhaté szomszédos hasonl6 tipusu sejtekkel.
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A fent leirt sejttipusokon kivul taldltunk olyanokat is (G18, G19, G20, G21 és
G22), melyek egyik ducsejt morfoldgiai leirasnak sem feleltek meg. Mintdinkban ezek
mindegyikének csak egyetlen képviselSje volt a mintankban, de valoszinlleg mégis
kilon dacsejt populéciokrol van sz6. Ezek részletes leirdsai és a leirdsokhoz tartozo
fényképes illusztraciok a Volgyi és mtsai (2009) munkankban talalhatok.

Az egér ducsejtek tracer-kapcsoltsdga. Munkank nem csupan ducsejt
morfologiai leirdsokat tartalmazott, hanem elséként az egérretina 0sszes ducsejt
tipusdnak tracer-kapcsoltsagat is részletesen leirta. Nyilvanvaléva valt, hogy a
kulonféle ducsejt-tipusok egymastol kilonbézé, de tipuson belll allandd kapcsoltsagi
mintazatot mutatnak (14. abra). Ezért a tracer-kapcsoltsag a tébbi morfoldgiai jegy
mellett szintén felhasznalhatd az egyes ducsejt-tipusok elkilonitésére. Az eredmények
azt mutattadk, hogy a leirt 22 tipus kdzll 16 homoldg és/vagy heteroldg kapcsoltsagot
mutatott dic- és amakrin sejt szomszédokkal.

A kapcsoltsagi mintazatok valtozatossaga ellenére altalanos
szabalyszerlségeket is megfigyeltiink. ON ducsejtek példaul mindig displaced amakrin
sejtekkel tartottak kapcsoltsagot, az OFF ducsejtek viszont klasszikus elhelyezkedés(
amakrin sejtekkel, melyek szémai az INL-ben voltak. Ugyancsak jellemzé volt, hogy az
ON ducsejtek féként poliaxondlis (PA), az OFF sejtek féleg széles dendritmezejl
amakrin sejtekkel tartottak fent tracer-kapcsoltsagot (amikor a jeldlés er6ssége alapjan
ez megitélhetd volt). Végil az is nyilvanvalé, hogy homol6g duc-duc sejt kapcsoltsagot
csak OFF és ON-OFF ducsejtek mutattak. Ez utObbiak tobbsége amakrin sejtekkel is
kapcsolodott és csak a G16 és G17 sejtek voltak kizarolagosan homolég mddon
kapcsoltak (azaz csak duc-duc sejt kapcsoltsag volt megfigyelhetd, duc-amakrin sejt
kapcsoltsag nem). Az emlitett munkaban leirt intenziv és &ltalanosnak mondhat6
ducsejt kapcsoltsag egyértelmien arra utal, hogy a sejtek altal fenntartott elektromos
szinapszisok a gerincesek latasaban meghatarozé szerephez jutnak. Korabbi fiziologiai
mérések a ducsejtek akciés potencialjainak szinkronizaciojara vonatkozéan harom
alapvetd tipust kilonboztettek meg (Arnett és Spraker 1981; Mastronarde 1983a; b; c;
Brivanlou és mtsai 1998; DeVries 1999; Hu és Bloomfield 2003). A munkdainkban leirt
szamos tracer-kapcsoltsagi mintazat tehat bdven szolgaltat lehetéséget a tapasztalt

spike-szinkronizacios mintdzatok létrehozdsahoz.

RESZOSSZEFOGLALO: Bizonyitottuk, hogy az emliés retina legtobb dlcsejtje
réskapcsolatokat tart fent szomszéd duc- és/vagy amakrin sejtekkel. A ducsejt
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réskapcsolatok gyakori eléfordulasa azt is jelenti, hogy a retindbdl indul6 parhuzamos

informacios palyak majd mindegyikének mikédésében elengedhetetlen a jelenlétik.

A Cx36 szerepe a retina ducsejt réskapcsolatok felépitésében

Az egérretina ducsejt réskapcsolatok Cx36 immunpozitivitasa. A
tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a Cx36 alegység a ducsejt elektromos szinapszisok
esetében is esszencialis-e. A patkany-, egér. és nyllretinakon végzett Cx36
immunjel6lés alapjan egyontetli, hogy szdmos Cx36 plakk talalhaté az IPL minden

alrétegében (15. 4bra).

RABBIT

15. dbra. Cx36 immunpozitivitas az emlds retina (nyul, egér, patkany) IPL-ben

a Az egérretina metszeten Cx36 plakkok lathatok az OPL és az IPL teriiletén. b. Az
IPL 2., 3. és 4 alrétegeit a calretinin (lila) jeldlt amakrin rostok jeldlik ki. c. A plakkok
mind az OPL mind az IPL terlletén megtalalhatéak. d, e és f. A patkanyretina
keresztmetszet Cx36 jeldlt plakkjai az egyes (d) és a kettes jeldléses képen
megdfigyelhetdk. Az IPL 2., 3. és 4 alrétegeit a calretinin immunjeldlt strukturék
jeldlik ki (e). A plakkok mind az OPL mind az IPL teruletén megfigyelhetéek (f). g, h
és i. A nyulretina metszet Cx36 immunjeldlt plakkjai az egyes (g) és kettes
jeldléses (h) képen is megfigyelhetdk. A calretinin a diffiz dendrit( All sejtek rostjait
jeldli, igy a calretinin az IPL alrétegeket nem, de az IPL-INL és IPL-GCL hatarokat
egyértelmlen kijelolik. A plakkok mind az OPL mind az IPL teriletén
megdfigyelhetdek. (i). Aranymérték: 100 um.

A nagy kiterjedésl és sok Cx36 connexon félcsatornat tartalmazo All-ON csap

bipolaris és All-All réskapcsolatok (Fegienspan és mtsai 2001; Mills és mtsai 2001,
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Deans és mtsai 2002; Bloomfield és Volgyi 2004; Volgyi és mtsai 2004; Kovacs-Oller és
mtsai 2017) mellett szadmos kisebb plakkot is megfigyeltink az IPL egész teriletén.
Valészinisitettik, hogy a Cx36 alegység az el6bb felsorolt (palcika rendszerhez
tartozd) réskapcsolatokon kivil fontos mas idegsejt kapcsolatokban, koztik a ducsejt
réskapcsolatok esetében is. Ennek vizsgalatara a fentiekben leirt ddcsejt Neurobiotin
toltést kdvetden Cx36 immunjeldlést végeztink. A kisérletekben gyakran megfigyeltik a
Cx36 plakkok és a Neurobiotin injektalt ducsejt dendritek kolokalizaciojat, ami
valoszinisitette a Cx36 szerepét a ducsejt réskapcsolatok felépitésében. Ugyanakkor a
Cx36 immunjel gyakorisaga miatt a Neurobiotin/Cx36 jel6lési egybeesések lehettek
véletlenszeriiek is. Ennek kizarasa érdekében csak olyan preparatumokat vizsgaltunk,
ahol mind az injektalt ducsejt, mind a tracer-kapcsolt amakrin- és/vagy dulcsejt
nydlvanyai jol megfigyelheték voltak. llyenkor az injektalt és a tracer-kapcsolt
sejtnyulvanyok keresztez6déseit vizsgaltuk. Mivel szamos esetben megfigyeltink Cx36
plakkot dendritkeresztez6désben, ezért valészinlsitettik, hogy a Cx36 a ducsejt

elektromos szinaptikus kapcsolatokban aktiv résztvevé (16. abra).

16. abra. A ducsejt réskapcsolatokat Cx36 alegységekbdl allé csatornak alkotjak

a. A Cx36 IR plakkok (zold), Neurobiotin injektalt egér ducsejt (piros) rostok és
Neurobiotin pozitiv tracer-kapcsolt amakrin és ddcsejt dendritikus rostok lathatoak.
b és c. A Cx36 pozitiv plakkok gyakran figyelheték meg duc-amakrin sejt dendrit
keresztez6désekben (Id. kinagyitott &bréak, nyilak), ugyanakkor hidnyoznak a
ducsejt-ducsejt rostkeresztez6désekbdl (nyilhegyek). Aranymérték: a 50 um, b és
c5pum.
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Ahhoz, hogy ennek mértéke nyilvanvaléva valjon, dudcsejt Neurobiotin
injekcidkat hajtottunk végre a Cx36 konstitutiv KO egerek retinain. Az injektélt sejtek
tracer-kapcsoltsagi mintazatait ezt kovetéen osszehasonlitottuk az el6z6 fejezetben
bemutatott WT ducsejtek mintazataival.

A kiilonb6zé ducsejt tipusok tracer-kapcsoltsdga a Cx36 KO egér
retinaban. A KO retinaban 15 kilénbdz6 ducsejt-tipust kilonitettiink el, melyeket
sikerllt a vad tipusu egerek vizsgalatakor meghatarozott G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7,
G9, G10, G11, G12, G15, G17, G20 és G22 morfolbgiai kategéridkba sorolni (17. abra).

b - Gi1s Cx36 KO

17. &bra. A dicsejt-amakrin sejt réskapcsolatokat Cx36 alegységek épitik fel

a és b. Neurobiotin injektalt G15 ducsejt a WT retinaban (a) tracer-kapcsoltsagot
mutat szomszédos amakrin sejtekkel, mig a Cx36 KO G15 ducsejt (b) nem
kapcsolt. Aranymérték: 100 uym.

Az egyes ducsejt-tipusok képvisel6i minden morfolégiai paraméter tekintetében
hasonldéak voltak a WT és a Cx36 KO retindban (csak inszignifikans eltéréseket
taldltunk). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a Cx36-nak elenyész6 szerepe van (vagy
nincs szerepe) az egyes ducsejtek fejlédésében. A két vad tipusu és a KO egértorzs
ducsejt tracer-kapcsoltsdganak 0Osszehasonlitdsa soran tett megfigyeléseket az
alabbiakban réviden 6sszegezziik, a részletes leirasok pedig a Volgyi és mtsai 2009 és

a Pan és mtsai 2010 kdzleményeiben elérhetdk:

(1) Nem kapcsolt sejtek. Azok a ducsejtek, amelyek nem tracer-kapcsoltak a
WT egér retingjdban (G5, G9, G12 és G22), a Cx36 KO egér esetében is kapcsolat

nélkuliek. Emiatt ezeket a sejteket a tovabbiakban nem részletezziik.
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(2) A G1 sejtek (n=17) tracer-kapcsoltsdga a Cx36 KO ideghartyaban teljesen
véaltozatlan volt; a WT és a KO allatban is tracer-kapcsolt volt amakrin sejtek két (kis és
nagy sejttestl) populaciéjaval. Ez arra utal, hogy Cx36 szamottevéen nem vesz részt a
G1 ducsejt szomszédos amakrin sejtekkel alkotott elektromos szinapszisainak
kialakitdsdban. A késdbbiekben de Sevilla-Miiller és mtsai (2010) bizonyitottak, hogy a

G1 sejtek elektromos szinapszisait a Cx30.2 fehérje épiti fel.

(3) A G2 sejtek (n=7) a Cx36 KO retinaban egyetlen kis (6-9 pm atméro)
szomaval rendelkezd amakrin sejt populacioval szemben mutatott tracer-kapcsoltsagot.
Ugyanakkor a WT G2 ducsejtek esetében kis és nagy sejttesttel biré amakrin sejteket is
leirtunk, melyek egyértelmien két kulonallé populacid képviseldi voltak. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a G2 ducsejtekkel tracer-kapcsoltsagot mutaté amakrin
sejt-populaciok (tipusok) egyike Cx36 fliggd, a masik Cx36 flggetlen réskapcsolaton
keresztil kapcsolédik a G2 sejthez. Az utébbi kis sejttestli amakrin sejt populacio
esetében mind a mai napig tisztdzatlan, hogy a létesitett elektromos szinapszisokat

mely Cx alegységek épitik fel.

(4) A G3 ducsejtek (n=23) a Cx36 KO retindban csak homolég duac-duc sejt
tracer-kapcsoltsagot mutatott, mig a WT retindban ugyanezek a sejtek dic-duc és duc-
amakrin sejt kapcsolatok keverékével rendelkeztek. Ez arra utal, hogy a G3 sejtek duc-
amakrin réskapcsolatai Cx36 fliggéek, mig a duc-dic kapcsolatok Cx36 fliggetlenek. A
G3 sejtek duc-duc sejt kapcsolataban részt vevé Cx tipusa egyelére nem tisztazott, de
azok biztosan nem Cx36 (Pan és mtsai 2010), Cx45 (Schubert és mtsai 2005b) és
Cx30.2 (Miller és mtsai 2010) alegységek épitik fel.

(5) A G4 (n=3), a G6 (n=9) és a G10 (n=16), a G15 (n=3; 17. 4bra) és a G20
ducsejtek (n=4) a Cx36 KO egerek retindiban a tracer-kapcsoltsag teljes hianyat
mutattak. Ez nagymértéki valtozast jelent ugyanezen ducsejtek WT egérben talélt
képviselBinek tracer-kacsoltsagi mintazatatél, ahol is ezek mindegyike amakrin sejtek,
eredmények arra utalnak, hogy a G4, a G6, a G10, a G15 és a G20 ducsejt-tipusok
ddc-amakrin gap junction kapcsolatai Cx36 fuggéek voltak (5. &bra; Pan és mtsai 2010).

(6) A G7 (n=11) és a G11 ducsejtek (n=20) a Cx36 KO egér retingjaban teljes
mértékben elvesztették a homoldg duc-duc sejt és a heteroldég duc-amakrin sejt tracer-

kapcsoltsagot, melyek a WT G7 és G111 sejtek esetén jellemzbek voltak. Ez a
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megfigyelés arra utal, hogy ezeknek a sejteknek a homoldg és heteroldg réskapcsolatai

is Cx36 fuggdek.

(7) G17 ducsejtek (n=4) homol6g duc-duc tracer-kapcsoltsagot mutattak a Cx36
KO egérretindban, ami teljes mértékben hasonlatos volt ahhoz, amit a WT G17 sejtek
esetében megfigyeltink. Ebbd6l arra kovetkeztetlink, hogy a G17 sejtek duc-duc
kapcsolatai Cx36 fliggetlenek, mas Cx alegység épiti fel 6ket. Ez a megfigyelés
egybevag Schubert és mtsai (2005b) leirasaval, mely alapjan a G17 sejtek homoldg
réskapcsolatai Cx45 fliggek.

A fenti megfigyelések a kdvetkezd pontokban foglalhaté 6ssze: (i) a WT retina
kapcsoltsagot nem mutat6é ducsejtjei a Cx36 KO egérnél is kapcsolat nélkiliek; (i) a
WT Aallatok retinajan megfigyelt dac-duc tracer-kapcsoltsag a Cx36 KO allatok esetén
nagyrészt valtozatlan volt, tehat a Cx36 nem kritikus épitéeleme a homol6g duc-dic
réskapcsolatoknak; (iii) a dac-amakrin tracer-kapcsoltsag egyediill a G1 sejt esetében
maradt valtozatlan a Cx36 KO retindban, mig a tdbbi tipusnal vagy lecsokkent (G2 sejt),
vagy teljesen eltint. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a duc-amakrin
réskapcsolatok jo része teljes mértékben vagy dontéen Cx36 fehérjeegységekbdl épuil
fel.

A ducsejtek altal alkotott elektromos szinapszisok molekuléris 6sszetételével és a
szinapszisok ducsejt dendritfan torténd eloszlasaval foglalkozo kisérleteink mind a mai
napig folynak. Ezirdnyd morfologiai kutatdsaink a ducsejt réskapcsolatok eloszlasat
vizsgaljdk az egyes sejttipusok dendritfain. A kapott eloszldsi mintazatokat (GJ
térképek) a késbbbiekben fizioldgiai eredményeinkkel vetjiuk majd 6ssze ahhoz, hogy
azok mikodésukre vonatkozdan kovetkeztetéseket vonhassunk le. Ennek a munkéanak
két f6 iranyvonala van. Az egyik kisérletsorozatban transzgénikus (knock-in) egér-
vonalakat hasznalunk fel ahhoz, hogy genetikai markerrel jeldlt (GFP, RFP, tdTomato
stb.) ducsejt-populaciok képviselbit célzottan vizsgalhassuk. Az egyik ilyen egértorzs,
melyen folyamatosan kisérleteket végzink a parvalbumin-GFP (PV-GFP) egér, melyek
retindiban a PV termeld ducsejtek (6 sejttipus) dendritfain talalhatdé immuncitokémiailag
jeldlt Cx36 plakkokat térképezzik fel. A leger6sebb GFP jelet az OFF alpha sejtek (a
fenti karakterizdci6 szerint G3) mutatjak, igy azok relative szelektiven

tanulmanyozhatok (18. abra).
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18. abra. A Cx36 plakkok eloszlasa az egér és a human retina ducsejtjeinek dendritfajan

Cx36 plakkok eloszldsa a PV-GFP egérretina alpha ducsejtjeinek dendritjein (A),
valamint a Lucifer Yellow (LY) jeldlt human ducsejtek dendritjein (B). A plakkok
szama és elhelyezkedése mindkét retina esetében nagyfoku dicsejt-tipus figgé
valtozatossagot mutat. ArAnymérték: 25 (A) és 20 ym (B).

A G3 sejtek esetében a Cx36 plakkok eloszlasandl azt figyeltik meg, hogy azok
relative slr(in helyezkednek el a dendritelagazdsok kdzelében (tavolsdg < 5 um). Ezt
az eredményt tovabbi kisérletekkel kivanjuk megerdsiteni és a jelenség funkcidjat
fiziologiai kisérletekben tervezzik feltarni.

Egy masik kisérletes vonalon a kollaboraciés partnereink segitségével szerzett,
posztmortem, fixalt human retindk ducsejtjeit injektaltuk Lucifer Yellow (LY) festékkel,
majd ezt kovetben Cx36 immunhisztokémiai jeldléseket végeztink. Az injektalt
dicsejtek (n=83) telijes dendritfajat és az azokon elhelyezkedé Cx36 plakkokat
Neurolucida segitségével rekonstrudltuk, majd a minden szempontbdl megfelel
(tokéletes injekcid, er6s immunjel, hattérfestés hianya, ép szdvet) sejteket (n=47)
tovabbi analizisre kivalogattuk. A mintak vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy hasonléan
az egér (és a tbbbi modell allat) ducsejtjeinez a legtbbb human retinalis ddcsejt
dendritjeinek felszinén szamos Cx36 tartalmu elektromos szinapszis talalhatd. Ezek
elhelyezkedésére vonatkozbéan két érdekességre figyeltink fel; a plakkok relative
gyakran helyezkednek el dendritikus végagakon, valamint gyakran figyelhet6k meg
parosaval vagy harmasaval (tavolsag <5um). A dendritvégeken elhelyezkedd
elektromos szinapszisok valoszinlileg a homoldég duc-duc elektromos szinapszisok
helyei. Erre vonatkoz6 megfigyelés patkany retindlis alpha ducsejtek esetén mar
sziletett (Hidaka és mtsai 2004). Ugyanakkor egyelére nem vilagos, hogy a Cx36

plakkok klaszteresedése (parok, tripletek kialakulasa) milyen funkcionalis jelentéséggel
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bir. Ennek a kérdésnek a megvélaszolasa tovabbi kisérleteket igényel, melyeket a

kozeljovdben tervezink végrehajtani.

RESZOSSZEFOGLALO: A fenti kisérletek soran szamos morfoldgiai
bizonyitékat talaltuk arra, hogy a ducsejt elektromos szinapszisok nagy része Cx36
tartalma. Kulondsen igaz ez a heterol6g duc-amakrin sejtkapcsolatokra, ugyanakkor a
duc-duc réskapcsolatok tdbbnyire Cx36 filiggetlenek. A dulcsejt Cx36 elektromos
szinapszisok eloszldsara vonatkozé megfigyeléseink alapjan kijelenthetjik, hogy
gyakoriak a dendrit terminalisokon elhelyezked6 kapcsolatok, illetve gyakran
megfigyelheté a Cx36 plakkok klaszteresedése ill. az egérretina OFF alfa sejtjei esetén
az elagazasok kozelében vald elbfordulas. Ezeknek az eloszlasi mintazatoknak a

funkcibira vonatkozdéan egyelbre csak hipotéziseink vannak.

Az egérretina ducsejtek akcios potencial szinkronizacios mintazatai

A munka ezen részében a szomszédos ducsejtek spontan akciés
potencialjainak (spike-jainak) egymashoz val6 viszonyara voltunk kivancsiak
(Bloomfield és Volgyi 2009; Volgyi és mtsai 2013a; b). A vizsgalatoknal a szimultan
rogzitett spike-ok alapjan un. keresztkorrelacios (cross-correlation function) analizis
segitségével tortént az 6sszehasonlitas. A kapott grafikon azt mutatja, hogy mekkora a
valoszinlisége annak, hogy egy ducsejt spike-ja, egy bizonyos idén belll kdvesse a
szomszéd ducsejt egy bizonyos spike-jat. A hisztogram lapos, ha a vizsgalt sejtek
egymastol flggetlenil generalnak akciés potencialt, ugyanis minden inter-spike
idékoznek (ISI) ugyanakkora az esélye. Ha a két ducsejt egymas mikodését direkt
vagy indirekt médon serkenti vagy gatolja, akkor a grafikonon pozitiv (serkentés) vagy
negativ (gatlas) csucs valik lathatova. A kdlcsdnhatas idébeni dimenzidjat a csucs X-
tengelyen elfoglalt helye adja meg. A kisérletek sordn spontan akcidés potencial
elvezetést végeztiink dicsejt parokbdl vagy két wolfram elektroda segitségével (n=364),
vagy egy 60 extracelluldris sokelektrodas rendszerrel (multielectrode array, MEA;
n=5108). Mig az egyes elvezetések esetén lehet6ség nyilik a regisztratumokat
kévetden a vizsgalt sejtek megjeldlésére (Neurobiotinnal toltétt Gvegkapillarissal) és
késBbbi morfolégiai azonositasara, addig a MEA mérések erre alkalmatlanok,
ugyanakkor ’high-throughput’ jellegiiknél fogva mérésenként nagyon sok adatot

eredményeznek. A cslcsokat tartalmazé CCF-ekre Gauss-gorbét illesztettiink, hogy
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azok amplitudéjat (A), pozicidjat (x) és szélesseégét (W) megallapithassuk. A kapott

CCF csucsok alapvetden két kiilonboz6 format vettek fel (19. 4bra).
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19. dbra. Az egérretina ducsejtejinek szinkronizaciés mintazatai

Az abra bal és jobb oszlopaban egy sorban talalhaté panelek ugyanazt a CCF-et
mutatjak kilonb6z6 idéfelbontassal. A. Reprezentativ CCF, amely egy relative
keskeny kozponti cslcsot tartalmaz. Megjegyzendd, hogy ennek a sejtparnak a
CCF-je egy karakterisztikus oszcill4ciét is mutatott, mely nem altaldnosan
jellemzé az egycsucsu gorbékre. B. Bimodalis és egycsucsi CCF-ek egymasra
épllése lathato. C. Bimodalis CCF. A horizontalis vonalak a 99%-0s konfidencia
intervallum hatarat mutatjak.

Az egyik jellemzé mintédzat esetében a CCF egy bimodalis gorbe, melynek
csucsai keskenyek (W=1.50 + 0.19 ms), az X-tengelyen -1.10 és +1.10 ms (+ 0.08)
értékeknél érik el maximumukat. A bimodalis goérbe gyakran szélesebb egycsucsu
gorbe tetején talalhat6 és viszonylag ritka (n=27 — 4% wolfram elektrodas elvezetések,
n=16 - 0.3% a MEA elvezetések). Jéval gyakrabban fordul el az a CCF gorbe (wolfram
elektroda n=135; 37.1%; MEA n=151, 3.0%), amely egyetlen, X=0 -nal elhelyezkedd

csuccsal rendelkezik. Az ilyen unimodalis csucsok igen valtozatosak voltak id6lefutasuk
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(4 - 400 ms) és az amplitudok tekintetében (5 és 50 spikes/s). A valtozékonysag arra
utalt, hogy a ducsejt spike-korrelaciok eréssége és idébeli pontossaga tag hatarok
kozott valtozik. A spike-korrelaciot mutato sejtek szémai mindig <400 um kdzelségben
voltak és ez a tavolsidg forditott ardnyossagban volt a korrelacio erdsségével.
Vizsgélataink bizonyitottak, hogy az egérretina ducsejtjei a korabban vizsgélt fajok
(macska, szalamandra, nyul, majom) ducsejtjeinek szinkronizaciés mintdzataihoz nagy
mértékben hasonléak (Mastronarde 1983a; b; c; Brivanlou és mtsai 1998; DeVries
1999; Greschner és mtsai 2011). igy az egereket a tovabbiakban alkalmas modell

allatnak talaltuk a ducsejt aktivitasi szinkronizaciés vizsgalatokra.

A szinkronizacidoban részt vevoé retinalis halézatok

A kovetkez6 kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a korrelaciés mintazatok (CCF)
generalasdban kémiai- és/vagy elektromos szinaptikus informaciéaramlas vesz részt.
Farmakologiai kisérleteinkben a retindkat egy kémiai szinaptikus antagonistakat (AMPA,
NMDA, m-GluR, GABAa, GABAc, glicin) tartalmazo elegyben inkubaltuk és kovettik a
kontroll CCF csucsok paramétereinek valtozaséat (20. abra; Volgyi és mtsai 2013a).
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20. &bra. Az egyes GC korrelaciés mintazatok farmakolégiai érzékenysége

A NSC (A) és MSC (B) csucsok gyakorlatilag véltozatlanok voltak a szinaptikus
koktéllal valo farmakoldgiai kezelés utan. C. A BSC CCF-ek esetén a széles csucs
eltint, ami vagy lapos CCF-et eredményezett, vagy egy addig maszkolt MSC
csucsot tett lathatova. D. Az unimodalis csucsok szélessége és
koktélérzékenysége kozotti osszefliggés lathatdé a hisztogramon. Egyértelmien
csak a BSC (W > 100 ms) profilok voltak érzékenyek a kezelésre. E, F és G.
Specifikus réskapcsolat blokkold (183-GA) hatasara a NSC, a MSC és a BSC
csucsok is érzékenyek voltak.
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Ebben a kisérletben a koktél hatdasa a kémiai szinapszisok jelentéségét
bizonyitotta volna. Ugyanakkor azt figyeltik meg, hogy a koktél nem indukalt mérhetd
valtozast a bimodalis CCF-ek alakjdban (n=10) és nagysagaban, vagyis az a retindlis
hélézat, ami a bimodélis CCF létrehozasahoz hozzjarul, alapvetéen fliggetlen a kémiai
szinapszisok mikodésétdl. Ugyanakkor megfigyeltiik, hogy az unimodalis CCF-ek a
koktélkezelés hatasara eltér6 médon viselkedtek. A keskenyebb unimodalis CCF-ek
esetén (W<100 msec; n=62) a koktélkezelés a bimodalis cslicsokhoz hasonl6an
hatastalan volt, azoknak sem alakja, sem az amplitidéja nem valtozott szamottevéen
(20. abra). Ugyanakkor a koktélkezelés telies mértékben eltlintette a szélesebb
unimodalis cslUcsokat (W>100 msec; n=23). Ugyancsak eltérés volt, hogy a tavolabb
es6 (200-400 um) ducsejtek kozott mindig csak a szélesebb unimodalis profil volt
megfigyelheté (20. abra). Az eredmények egyontetlien azt bizonyitottak, hogy a
bimodalis és a keskeny unimodalis spike-korrelaciok Iétrehozaséaért telies mértékben
elektromos szinapszisokon alapul6 retinalis neuronalis halézat, a széles unimodalis
spike-korrelaciéért pedig legaldbb részben kémiai szinapszisok felelnek. Kordbban
Brivanlou és munkatarsai (1998) hasonlé harom alaktani és farmakolégiai CCF tipust
kulonboztetett meg szalamandra retinan. Munkajukban a bimodalis CCF-eket keskeny-
(narrow spike correlation — NSC), az egycsucsuakat pedig vagy kozepes- (medium
spike correlation — MSC) vagy széles akcios potencial korrelaciénak (broad spike
correlation - BSC) nevezték el. Mivel az egér retinan kapott eredményeink jol
O0sszeegyeztethetbek ezekkel az eredményekkel, ezért atvettiik a fenti nevezéktant.

A kisérletek egy masik csoportjanal az NSC, a MSC és/vagy BSC-t mutat6
ducsejt parokat réskapcsolat blokkold szerrel (18-beta-glycyrrhetinic acid, vagy réviden
18B-GA; 25 uM koncentracid) kezeltik, ezzel kivantuk tisztazni a réskapcsolatok
szerepét a MSC-k és NSC-k esetén. Az eredeti feltevéssel 6sszhangban gy talaltuk,
hogy a gap junction gatlas teljes mértékben eliminélta az NSC (n=8) és MSC (n=12)
tipusi CCF-eket (20. abra). Ugyanez a kezelés elimindlta a ducsejtek Neurobiotin
tracer-kapcsoltsadgat is ugyanakkor nem volt szamottevd hatassal a ducsejtek
fényvalaszaira. Ezek az eredmények egyértelmien bizonyitottak, hogy az alkalmazott
réskapcsolat blokkold agens az adott koncentracidban specifikus, valamint azt, hogy a
réskapcsolatok az alappillérei a ducsejt tracer-kapcsoltsag és a NSC és MSC tipusu
CCF-ek generalasanak. Mindezek mellett meglepé eredménnyel szolgaltak azok a
kisérletek, amelyekben a BSC tipusu CCF-eket kezeltik gap junction blokkolo

farmakonnal (n=4). A varakozasainkkal ellentétben a drog ezeket is teljesen eliminélta.

63



dc_1575_18

Ez utébbi CCF-ek létrehozdsahoz tehat nem csak kémiai, hanem elektromos
szinapszisok is hozzajarulnak, vagyis mindenképpen egy komplex retinalis
neuronhéldzatrél van szo.

A Kkisérletek egy kovetkezé csoportjaban ugyancsak kettés elvezetéseket
végeztink a Cx36 KO egérretinaban. Korabbi vizsgalataink alapjan ismert volt (lasd
fent), hogy a Cx36 KO egér retinaiban a dudc-duc kapcsolatok kevéssé, de a duc-
amakrin sejtkapcsolatok jelentés mértékben karosodtak, szdmuk a vad tipusu allatéhoz
képest rendkivil alacsony. A kettés elvezetéses kisérletekben megfigyeltiik, hogy a KO
allatoknak a retingjaban joval kevesebb ducsejt spike-korrelacié fedezheté fel, mint a
WT Aallatokéban. A spike-korrelacidk tipusait tekintve a NSC-k szinte ugyanolyan
aranyban voltak jelen a WT és a Cx36 KO retindban (n=35; 0.6% a Cx36 KO retina;
0.4% a WT retina). Ugyanakkor MSC-bdl joval kevesebbet figyeltink meg a Cx36 KO
egerek retindiban; az ardny kevesebb, mint felére esett a WT mérésekhez képest, és a
BSC tipusi CCF-ek teljes mértékben eltlintek. A fenti kisérletsorozat tehat
bebizonyitotta, hogy a NSC tipusu CCF-ek képzésében féleg nem Cx36 tartalmu
réskapcsolatok vesznek részt, mig a MSC tipusi CCF-ek létrehozasdban a Cx36
tartalmua réskapcsolatoknak donté szerep jut. Tovabba bizonyitottuk, hogy a BSC tipusu
CCF-ek létrehozasaban mind Cx36 figgd réskapcsolatok, mind kémiai szinapszisok
részt vesznek. Egy kulén munkank soran bizonyitottuk azt is, hogy a BSC tipusu CCF-
ekhez szilkséges informacio a kiilsé retinaban a palcika fotoreceptorokban termikus
zajként keletkezik.

A fentiekben bizonyitast nyert, hogy a NSC és a MSC tipusu CCF-ek
generalasdban a kulonb6z6, duc-dac és/vagy duc-amakrin réskapcsolatoknak
esszencialis szerep jut. Ugyanakkor nyitott kérdés maradt, hogy a két fenti réskapcsolat
tipus melyike jarul hozza az NSC és melyike a MSC CCF-ek létrejottéhez. Ahhoz, hogy
ezekre a kérdésekre valaszt kapjunk, azonos tipust dulcsejt parokat megcélozva
regisztraltunk wolfram elektrédakkal. A technika alkalmas volt arra, hogy a retina
felszinét lathatovéa tegyuk és célzottan csak a kivant ducsejtekbdl regisztraljunk mind a
WT, mind a Cx36 KO egér retingjabol. A kisérletek elsé szakaszaban OFF alfa ducsejt
szomszédokat céloztunk meg (n=27; ezeknek a sejteknek a szomai jellegzetes alakkal
rendelkeznek, melyek a jeldletlen retinan is konnylszerrel felismerheték DIC
megvilagitdsban), és ezek spontadn akcios potenciél sorozatai rogzitettik. Ezekben a

kisérletekben megfigyeltik, hogy az alfa ducsejt parok a WT egér retindjaban komplex
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CCF mintazatot mutattak, melyek minden esetben egy NSC és egy MSC egymasra
épulésével jott l1étre (21. abra).
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21. dbra. Dac-amakrin sejt réskapcsolatok feleldsek a MSC keresztkorrelaciés
szinkronizacios mintazat kialakulasaért

A WT retina esetében (a) az OFF alfa ducsejtek duc-duc (nyil) és ddc-amakrin
(nyilhegy) tracer kapcsoltsaga 6sszetett NSC és MSC CCF-ek (b) kialakulasat
eredményezi (csillag — NB injektélt sejttest). A Cx36 KO OFF alfa GC-k (c) csak
dic-dac kapcsoltsdgot mutatnak (bal) és csak NSC CCF cslccsal (d)
rendelkeznek. Aranymérték — 100 ym.

Az OFF alfa ducsejtekrdl a tracer injekcios kisérleteink alapjan ismert volt, hogy
a tracer-kapcsoltsagi mintazatuk is komplex, vagyis mind dic-ddc, mind ddc-amakrin
kapcsoltsaggal rendelkeznek. igy kézenfekvének tiint azon hipotézis felallitasa, mely
szerint a duc-duc réskapcsolat felelés a NSC, és a duc-amakrin kapcsolat a MSC
spike-korrelaciok kialakitasaért. Ahhoz, hogy a feltevésiinket bebizonyitsuk, a
kovetkezd kisérletekben OFF alfa ducsejt parokat vizsgaltunk a Cx36 KO egérretinaban,
ahol az alfa ducsejtek kizar6lag duc-duc sejtkapcsolatokat alkotnak, a dudc-amakrin
sejtkapcsolatok teljesen hianyoznak (a KO miatt). Medfigyeltiik, hogy az OFF alfa
dicsejt parok a Cx36 KO egér retingjdban (n=22) kizarélag NSC CCF-ekkel
rendelkeztek és a WT parokra jellemzd MSC-k teljesen hianyoztak (21. abra). Ez
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az OFF alfa sejtek esetében a NSC-t a duc-duc,

mig a MSC-t a dudc-amakrin réskapcsolatok hozzak létre. A kisérletsorozat utolsé
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szakaszaban arra voltunk kivancsiak, hogy a fenti OFF alfa dulcsejtekre vonatkozd
torvényszerliség altalanossagban érvényes-e a retina Osszes ducsejtjére. Ennek
igazolasara kettés extracellularis elvezetéseket végeztink mas, nem alfa ducsejt
parokbdl is. A fiziologiai méréseket kdvetéen vizsgélt sejteket Neurobiotinnal feltdltottik,
hogy morfoldgiailag azonosithassuk 6ket és az altaluk fenntartott tracer-kapcsoltsagi
mintazatot. A vizsgalatok soran ugy talaltuk, hogy a csak duc-duc kapcsolatot fenntartd
G17 péarok (n=3) csak NSC tipusi CCF-el rendelkeztek, mig a csak ddc-amakrin
kapcsolatu G1 (n=2) és G6 (n=3) ducsejt paroknak csak MSC tipusu CCF-juk volt (3.

tablazat).

3. tablazat. Az egérretina dlcsejtek tracer-kapcsoltsaganak és spike szinkronizaciéjanak

O0sszefliggése
A WT retina ducsejt parjai sotétszurkével, a Cx36 KO esetében vilagosszurkével
jeléltek.
Duc sejttipus Kapcsoltsag CCF tipusa

Gz (n=8); WT GC; AC NSC, MSC
G7 (n=1); WT GC; AC NSC, MSC
Ge (N=3); WT AC MSC
G: (n=1); WT AC MSC
G2 (n=5); Cx36 KO AC MSC
G17 (n=4); Cx36 KO GC NSC
Gs (n=9); Cx36 KO GC NSC
Gs (n=1); Cx36 KO Nincs kapcsoltsag Nincs CCF csucs
G2 (n=1); Cx36 KO Nincs kapcsoltsag Nincs CCF csucs
G (n=2); Cx36 KO Nincs kapcsoltsag Nincs CCF csucs

Ez az utdbbi kisérletsorozat tehat bebizonyitotta, hogy az alfa ducsejtek
esetében megfigyelt torvényszeriiség altalanosan érvényes minden ducsejt-tipusra az
egérretindban. Ez a toérvényszerliség pedig azt mondja ki, hogy a direkt duc-duc
réskapcsolatok a preciz NSC spike-korrelacio |étrehozasaért felelnek, mig a duc-

amakrin réskapcsolatok a MSC spike-korrelaciok alapvetd effektorai. Ez utdbbi esetben
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a kozos preszinaptikus amakrin sejt spontan akcids potencidljai jutnak a
posztszinaptikus ducsejt szomszédokra a duc-amakrin kapcsolatokon keresztil. A
szignal ezen tipusu terjedése nyilvan korreldl, igy a két posztszinaptikus sejtben kozel
egyszerre hoz létre aktivaciét és general akcios potencialt. A direkt duc-duc
réskapcsolatok esetében az egyik ducsejt spontan akcidés potencidlja terjed at a
masikra kis késéssel (1-2 msec — azonos a bimodalis csicsok X-koordinatajaval). Ez a
hatas a kapcsolat esetében mindkét iranyban mikodik, vagyis reciprok, ami miatt a
CCF kett6s csuccsal rendelkezik. A két gap junction populacié ezen funkcidbeli
megosztidsat korabbi vizsgalatok (Mastronarde 1983c; Brivanlou és mtsai 1998;
DeVries 1999) mar valészinlsitették, de a munkank volt az elsé, amely kombinalt

morfologiai-funkciondlis vizsgalatokkal ezt az elméletet egyértelmiien be is bizonyitotta.

RESZOSSZEFOGLALO: A fenti komplex strukturalis-funkcionalis kisérletek
soran bizonyitottuk, hogy a szomszédos ducsejtek aktivitasanak 6sszehangolasaban a
ducsejt elektromos szinapszisoknak elengedhetetlen szerep jut. Ezen tulmenéen
bizonyitottuk azt is, hogy a ducsejt gap junction kapcsolatok kiilbnbdzé fajtai (duc-dac

és duc-amakrin) mas-mas akcios potencial szinkronizaciéért felelds.

A RETINALIS ELEKTROMOS SZINAPSZISOK KEPI INFORMACIO
FELDOLGOZASABAN BETOLTOTT SZEREPE

Az elektromos szinapszisok és a halélszignal terjedése

A masodlagos sejthalal jelentés szerepet toélt be abban, hogy egy primér
sérilést kovetden annak hatasa masodlagosan a kornyez6 terlleteteket is érintse, azaz
a degeneralddoé terlilet térben tbébbszordsére kiterjed (Andrade-Rozental és mtsai 2000;
Decrock és mtsai 2009). A halalszignal terjedésére vonatkozéan tébb elmélet is létezik,
ezek egyike értelmében a szignal réskapcsolatok segitségével terjedhet sejtrél sejtre.
Egyik munkankban (Akopian és mtsai 2014) azt vizsgaltuk, hogy a retina neuronjai
kozott létesitett réskapcsolatok hogyan jarulnak hozza a degeneracié terjedéséhez
azzal, hogy az (egyel6re ismeretlen eredetll) “halélszignal” molekula sejtrél sejtre
torténd terjedését biztositsak. A kisérletsorozatban intracellularis citokrom C (CytC)
injekciét alkalmaztunk egy-egy retinalis neuron vagy Miller gliasejt esetén. Az injektald
elektroda a CytC mellett a gap junction permedbilis Neurobiotint is tartalmazta, melynek

segitségével azonosithatdak voltak az elektromosan kapcsolt idegsejtek is. Az injekcid
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eredménye nemcsak az injektalt sejt pusztuldsat eredményezte, hanem egy
feltételezett “halélszigndl” molekula gap junction mediélta terjedésénél fogva az
elektromos szinaptikusan kapcsolt sejtekét is (22. bra). Az injekciét kdvetéen mind az
injektalt, mind a kapcsolt sejtek pusztuldsat TUNEL teszttel bizonyitottuk.

22. 4bra. Retindlis elektromos szinapszisok szerepe a masodlagos sejthalél folyamataban

Az abra fotdi a CytC indukélta sejthalél réskapcsolat medialta terjedését mutatjak
be. Az injektald elektroda CytC-t és NB-t tartalmazott. Elektromos szinapszisokat
nem létesitd (A-C) illetve elektromos szinapszisokat létesitd (csillag) ducsejt (D-F)
képei feliilnézetben. Az utébbi sejt esetében a gap junction kapcsolt sejtek
sejttestjei szintén NB jeldltek. Injektalt (csillag) és elektromosan kapcsolt Miller
gliasejtek egy csoportja (I) metszeten. Mindharom képsorozaton lathatd, hogy a
sejthalal markerek (Caspase 3, vagy TUNEL) csak az injektalt és az elektromos
szinaptikus kapcsolatban Iév8 sejtekben detektalhatéak, tehat az injektalt CytC
csak ezekben indukalt sejthalalt. Aranymérték: A-C, G-I, 20 um; D-F, 50 um.

Egy kisérletsorozatban Neurobiotin toltést végeztink az optikus idegen
keresztil, melynek segitségével a ducsejtek és az elektromosan kapcsolt amakrin
sejtek lathatova valtak. Az in vitro retinak egy részén ezutan réskapcsolat inaktivalast
(zéras) végeztink farmakologiai médszerekkel (30 perces 25 uM 18 beta glycirrhetinic
acid - 18bGA, vagy 50 uM meclofenamic acid — MFA), mig a kontroll retindkat tovabbra
is Ringerben tartottuk. Ezutan a kontroll és a kisérleti mintdkon is NMDA (300 microM)
indukalta excitotoxikus sejthalalt valtottunk ki. A kisérlet végén a TUNEL pozitiv
amakrin sejtek szomait szamoltuk 6ssze mind a kisérleti, mind a kontroll (n=5)

mintakon. Azt tapasztaltuk, hogy a gap junction blokkolas nagy mértékben
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visszaszoritotta (20% alé) a TUNEL pozitiv amakrin sejtek szamét (n=3 — 18bGA; n=5 -
MFA), mig a kontroll mintdkon ezek szamottevéen tébben voltak (p< 0.001; 23. abra).
Ennek értelmében tehat a ducsejt elektromos szinapszisok nagymértékben

hozzjarultak az idegszovetet ér6 inzultust kdveté masodlagos sejthalalhoz.

. NMDA+18p-GA IS

1.2 Kontroll
1.0
0.8
0.6
04
0.2

1.0

Pusztult sejtek szama (normalizalt)

< NMDA >

23. dbra. Retindlis elektromos szinapszisok szerepe NMDA indukalta sejthalal
terjedésében

NMDA indukalta pusztul6 dicsejtek a kontroll (A és C) és a gap junction
blokkoldszerrel (25 uM 18B-GA, vagy 50 uM MFA) inkubdlt retinan (B és D). Az él6
sejtek calcein-AM (zo6ld), a pusztuld sejtek ethidium homodimer (piros) markerekkel
jeléltek. Az E abran a hisztogram a pusztuld sejtek szamanak GJ blokkolast kéveté
csokkenését mutatja. ** p<0,001. Aranymérték: A-D 100 um.

A kovetkez6 kisérletsorozatban retinalis iszkémia segitségével (33 gauge t(t
szlrtunk az elils6 szemcsarnokba, amely 0,9% sbéoldatot tartalmazé edény
segitségével tartésan 120 Hgmm feletti intraokularis nyomast alakitott ki) indukaltuk a
retinalis sejtek pusztulasat. A kisérletet elvégeztik vad tipusl, heterozigéta Cx36-/+,
homozigéta Cx36 -/- Cx36 KO és Cx45 KO egereken. A hetero- és homozigéta Cx36
KO retindk esetében a vad tipusu iszkémias allathoz hasonlé szamu elpusztult sejtet
szamoltunk, mig a Cx45 KO retindkon ezek szama jelent6s mértékben visszaesett (24.
abra). Ez alapjan feltételeztilk, hogy a gap junction indukalta masodlagos sejthalal a
retindban elsésorban a Cx45 altal formalt elektromos szinapszisokon keresztul valosul

meg.
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24, dbra. Cx36 és Cx45 GJ-k szerepe az iszkémia indukalta sejtpusztulas folyamataban

A-D. egész retina preparatumokat mutatnak a GCL szintjén kontroll, Cx36
heterozigéta (+/-), Cx36 KO (-/-) és Cx45 KO (-/-) egerek esetén. A dicsejteket
el6zéleg Lucifer yellow (zd6ld) retrograd jel6ldanyaggal toltottik fel, a Cx36+/-,
Cx36-/- és Cx45-/- mintak esetén az allatokat el6z6leg iszkémia kezelésnek
vetettik ala. A kezelés hatasa a Cx36+/- és Cx36--/- allatok retinain jol lathato, mig
a Cx45-/- allat retindja nagyban hasonlit a kontroll &llatéhoz. E-H. GFAP
immuncitokémia ugyanezen allatok retinain Muller glia aktiviaciot mutat a Cx35+/-
€s Cx36-/- iszkémia kezelt retindkon, de a kontrollhoz hasonlé GFAP alapaktivitast
(csak a sejtek talpaiban) mutat a Cx45-/- allatok esetén. I-J. A hisztogramok a
mintakon végzett sejtszamolasok és intenzitas mérések eredményeit mutatjak.
Egyértelmi, hogy a Cx45 GJ-ok zardsa esetén az iszkémia el6kezelés hatasa
elhanyagolhat6. **p<0.001 vs. kontroll. Aranymérték: A—D 200um, E-H 100um.

RESZOSSZEFOGLALO: A fenti kisérletsorozat bizonyitotta, hogy retinalis
degenerativ elvaltozasok esetén a ducsejt réskapcsolatok dénté szerepet jatszanak a
halalszignal masodlagos tovaterjedésében. Ez az eredmény hozzajarulhat egyes gap
junction-blokkolé hatassal biré készitmények terapias felhasznalasahoz, kilénos

tekintettel progressziv retinalis degeneracios elvaltozasok esetén.
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A ducsejt réskapcsolatok szerepe a retindlis kod kialakitdsaban
Eredményeink tehat egyértelmiivé tették, hogy a ducsejt réskapcsolatok a sejtek
aktivitdsat szinkronizaljak, ugyanakkor keveset tudtunk szinkronizacié latasban betoltétt
szerepérdl. Ennek vizsgalatara tdbbféle kisérleti paradigméat is kidolgoztunk. Ezek
egyike volt az, amelyben ON polaritasu iranyszelektiv (ON direction selective — ON DS)
ducsejteket vizsgaltunk (Ackert és mtsai 2009). Ezek a sejtek akkor mutatjdk a
maximalis akivitast (legmagasabb spike frekvencia), amikor a receptiv mezejiukon
athaladé stimulus a preferalt iranyt kdvetve (jobbra, balra, fel vagy le) halad keresztil. A
preferalt iranyra 180°-0s szdget bezaré irany a nem-preferdlt, ha a stimulus (objektum)
ebben az iranyban mozog, akkor az ON DS sejt inaktiv. Kisérleteinkben ONDS sejtek
(n=58) aktivitdsat extracellularis elektrédakkal regisztraltuk. Megfigyeltik, hogy az
egyébként ON polaritasu ducsejtek GABAA receptor blokkolas hatasara (PTX 100 uM)

OFF valaszkomponenseket is produkéltak (25. abra).
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25. abra. Az ON DS ducsejtek ON és maszkolt OFF véalaszainak iranyszelektivitasa

a. Az ON DS sejtek Neurobiotin injekciot kovetéen tracer kapcsoltaknak
bizonyultak; a kapcsolt sejtek poliaxonalis amakrin sejtek (az abran a kapcsolt
amakrin sejtek szémai és egyik sejt dendro-axondlis nydlvanyrendszere lathato).
b. Az ON DS sejtek kontroll kérilmények kozétt csak a fény bekapcsolasakor
aktivak (generalnak akcios potencialokat), mig a GABA transzmisszio
farmakolégiai blokkolasat kovetéen (50 uM PTX) egy OFF fényvalasz komponens
is megjelenik (jobbra fent). ¢ és d. A fényvalasz komponensek iranyszelektivek, de
azok polaritasa ellenkezé iranyu (also panelek). Aranymérték: a-d 20um.
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Erdekes, hogy a rejtett (maszkolt) OFF véalaszkomponens, a klasszikus ON
vélaszhoz hasonl6an irdnyszelektiv, de polaritdsa azzal ellentétes. Az OFF valaszok
irdnyszelektivitasa (ellenben az ON valasszal) érzékeny volt a kolinerg receptor
antagonistakkal (hexamethonium 50 uM, n= 8) és koleszterinészteraz inhibitorral valo
kezelésre (neostigmimin 5 upM, n=9). Ez arra utalt, hogy az OFF valasz
irAnyszelektivitasaért felelés haldzatban az acetilkolintermelé amakrin sejteknek (a
retina egyetlen acetilkolintermelé sejtie az an. starburst sejt) fontos szerep jut.
Megfigyeltiik azt is, hogy a réskapcsolatok blokkolasat koévetéen (18B-glycyrrhetinic
acid - 18B-GA, 25 yM) nemcsak a tracer-kapcsolt amakrin sejtek tlinnek el, hanem a
GABA inhibici6 altal maszkolt OFF véalasz is (26. abra).

kontroll
|
PTX + L-AP4 |
4 | | I !
50 pV
PTX + L-AP4 + 18B-GA |
= | L 100 ms
— |

26. dbra. Az ON DS ducsejtek maszkolt OFF polaritasu valasza

Az ON DS sejtek kontroll kdrilmények kézétt ON fényvalasszal rendelkeznek, mig
a GABA inhibicié feloldasakor (PTX 50 pM) egy OFF valaszkomponens is
megjelenik (az L-AP4 a mGIuR6-n keresztuli ON komponenseket blokkolja). Ha az
inkubalé elegyhez GJ blokkol6 szert is adtunk (18B3-GA, 25 uM) akkor az OFF
valaszkomponens eltiinik (alsé panel).

Hisztologiai mdédszerek (a méréseket kdvetd Neurobiotin intracellularis injekcid)
segitségével ugyancsak bizonyitottuk, hogy a gap junction kapcsolt poliaxonalis
amakrin sejtek egyes dendritagai az OFF alrétegben talalhatok (az ONDS sejtekkel GJ
alkoté egyéb dendritagak pedig az ON alrétegben) és vegyes, ON-OFF fényvalaszt
produkalnak. Ezek az eredmények egyértelmien arra utaltak, hogy a normalis
korilmények kozott maszkolt, iranyszelektiv OFF valaszkomponens az elektromosan

kapcsolt ON-OFF poliaxondlis amakrin sejtektdl szarmazott. Ez a valaszkomponens a
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kisérleti paradigmank esetén csak a GABA gatlds farmakolégiai feloldasa
kovetkeztében volt megfigyelhetd, azonban valoszinlnek tartjuk, hogy létezik olyan
fénystimulalasi paradigma, amely fiziologids korilmények kozott ennek a
valaszkomponensnek az aktivacidjaval kédolja egyes objektumok (vagy hattér)
mozgasanak iranyat.

A kovetkez6 kisérletsorozatban megfigyeltik, hogy a GABA inhibicié (GABA. és
GABA,) farmakoldgiai blokkolasakor (PTX 50uM) a nyulretina OFF alfa ducsejtjei a
klasszikus OFF fényvalasz mellett egy ON komponenst is mutattak (n=92; Farajian és
mtsai 2011). Ez azért érdekes, mert ezek a sejtek serkentd bemeneteiket az OFF
alrétegben elagazé OFF bipolaris sejtektdl kapjak, melyek ON polaritdst serkentést
nem kozvetitenek. Az OFF alfa sejtekrél is ismert, hogy réskapcsolatokat tartanak fent
széles dendritmezeji amakrin sejtekkel, melyek nyullvanyai az ON és az OFF
alrétegben is elagaznak. Ezeknek a réskapcsolatoknak a géatlasa segitségével sikerdilt
a fenti ON valaszkomponenst teljesen eliminalni. Ez arra utalt, hogy a
valaszkomponens a kapcsolt amakrin sejtekbél szarmazott és a réskapcsolatokon
keresztll jutott az OFF alfa sejtekhez. A vizsgalatokat extracellularis elektrédakkal
végeztik, mely lehetévé tette a méréseket kdvetd tracer injekciot majd a morfologiai
azonositast is. A MEA extracelluléris elvezetések soran megfigyeltik, hogy a GABA
inhibicié feloldasa az egér ducsejt-populacié mintegy harmadaban hasonlo, ellenkezd
polaritasu valaszkomponenseket jelenit meg (OFF sejtek 19%/-a, ON sejtek 44%-a). Ez
arra utal, hogy az altalunk keresztiranyl (cross-over) serkentésnek elnevezett jelenség
altalanos mindkét modell éallatunk (egér és nyul) retinajan. A fenti kisérletekben
bizonyitottuk, hogy a ducsejt réskapcsolatok - killénésen a ducsejt-amakrin kapcsolatok
- részt vesznek az informacios csatorndkon halado jel integralasdban és bizonyos képi

aspektus (latott targyak v. hattér mozgasa) kdédolasaban.

RESZOSSZEFOGLALO: Kisérleteinkben az ON DS és az OFF alfa sejtek
esetén olyan valasz komponenseket figyeltink meg, melyek klasszikus full-field
stimulacié hatdsara GABA blokdd alatt allt. Bizonyitottuk, hogy ezek iondramai
szomszédos amakrin sejtekbél szarmaznak és réskapcsolatok segitségével jutnak a
ducsejtekre. Az ON DS sejt esetében az amakrin sejt eredetii valaszkomponens
irAnyszelektiv. Az OFF alfa sejt esetében a vélaszkomponens funkciéja egyelére nem
ismert, de feltételezzik, hogy ezek a képi kdrnyezet valamely aspektusanak

kodolasaért felelnek.
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A ducsejt réskapcsolatok szerepe a retinalis adaptacioban

A kovetkez6 kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy a fényadaptacié hogyan
valtoztatja a nyul- és egérretina OFF alfa dicsejt réskapcsolatok ateresztéképességét
(Hu és mtsai 2010). OFF alfa ducsejteket Neurobiotinnal jeldltink sétét- (nydl n=169;
egér n= 54) és fényadaptalt (nyal n=30; egér n=12) retindkon. Az injektalt és tracer-
kapcsolt sejtek lathatova tétele utan dsszehasonlitottuk a mintasorok kapcsoltsaganak
mértékét. Megfigyeltik, hogy a fényadaptacio hatasara az OFF alfa ducsejtek tracer-
kapcsoltsaga jelentésen megnovekszik. Ez utdbbi jelenség a kapcsolt sejtek jeldlési

intenzitasaban és azok szamaban is jelentkezik (27. abra).
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27. abra. A fényadaptacio hatasa az OFF alfa dicsejtek tracer-kapcsoltsagara

A Neurobiotin injekciot kovetd szdvettani vizsgalatok (A-B) és a morfometriai
analizis hisztogramjai (C-E) azt mutatjdk, hogy fényadaptacié hatasara mind a
tracer-kapcsolt ducsejtek (C), mind a kapcsolt amakrin sejtek (D) szama megnétt,
valamint a kapcsolt amakrin sejtek altal elfoglalt retindlis terulet kiterjedt (E). (*
jeldli a p<0.001 valtozasokat). ArAnymérték: A-B 10 um.
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A morfologiai megfigyeléseket funkciondlis vizsgélatokkal is alatdmasztottuk.
Szomszédos OFF alfa ducsejtek spike-aktivitdsat regisztraltuk szimultdn és az
elvezetéseken kereszt-korrelacids analizist végeztink nyul- és egérretinan. Mindkét
allat esetében a regisztralast (spontan aktivitas és fény kivaltotta valaszok kulén-kulén
regisztralva) el6szor sotétadaptalt allapotban végeztik el, majd a retinakat fotopikus
hattérvilagitassal (I= 0.27 mW cm™) fényadaptaltuk egy oran at, és a regisztralast
megismételtik (egér n=12; nyul n=56). A kisérletekben mindkét allatmodellnél
megfigyeltik a fényadaptacio hatasara bekovetkez6 CCF csucsok er6sédését, azaz a
sejtek kozotti korrelaciés aktivitAs megndvekedését (27. abra). A nyulretina esetében
ezen kivul azt is sikerult megfigyelni, hogy a korrelalt aktivitas a fényadaptacié hataséara
masodik szomszéd sejtekre (nem kdzvetlen szomszédok) is atterjedt. Tovabbi
farmakoldgiai méréseinkkel azt is meghataroztuk, hogy a gap junction
atereszt6képességének novekedését a fény hataséara felszabadulé dopamin indukalja
(Id. Hu és mtsai 2010). A dopamin pedig féként D: receptorokon és cAMP mediélta
intracellularis mechanizmuson keresztlil fejti ki hatasat az OFF alfa sejtekre.

Ebben a témakdrben a legUjabb vizsgalataink a ducsejt réskapcsolatok
farmakologiai zardsakor (a fentiek alapjan ez a sotétadaptacié hatasaval analdg)
torténd jelkddolasi valtozasokat vizsgaltak (Balogh és mtsai 2017). Ezek a kisérletek
mutattak ra arra, hogy az OFF alfa ducsejt réskapcsolatok farmakologiai zarasa (40 uM
MFA) nem pusztan a ducsejt parok akcids potencial szinkronizciéjat szinteti meg,
hanem az egyes ducsejtek spontan aktivitasat is csdkkenti. Ugyanakkor azt az érdekes
megfigyelést tettiik, hogy a gap junction blokkolas hatasara a stimulus kivaltotta ducsejt
fényvalaszok kifejezettebbekké, robusztusabbakka valtak (28. abra). A réskapcsolatok
zarasakor bekovetkezd csokkend spontan aktivitAs és megnotvekedett fényvalasz

amplitudo tehat egyértelmien a jel/zaj viszony (S/N) markans javulasat eredményezte.
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28. abra. A ducsejt GJ-k farmakolégiai zardsa a szinkron spike aktivitads csdkkenésével
egyidejlileg a fényvalasz er6sodését idézi eld

A. A bal oldali 4bran egy OFF alfa dicsejt par kereszt-korrelaciés gorbéje lathatéd
kontroll (fent) és gap junction blokkolt (lent) koérilmények kozott (kétféle idéskalan).
Egyértelmd, hogy a blokkolas hatasara a két csucsu spike korrelacio eltint. A jobb
oldali dbran ugyanezen ducsejtek fényvalaszai (raszterek és PSTH-k) lathatok
kontroll (fent) és gap junction blokkolt (lent) kértlmények kozoétt. A fényvalaszok
jel/zaj viszonya egyértelmUen javult a GJ blokkolas hatasara.

A SIN és az akciés potencial korrelaci6 mértéke tehat az OFF alfa ducsejtek
esetében forditott aranyossagot mutat. Ez azt jelenti, hogy az OFF alfa sejtek egyedi
fényvalaszai a réskapcsolatok zarédasaval javulnak, mig a szomszédokkal mutatott
akcios potencial szinkronizacid mértéke éppen ellenkezéleg, a réskapcsolatok
nyitdsakor szamottevd. A fényvalaszok S/N értékének javulasat MEA extracellularis,
patch-clamp és Ca**-képalkotasi mérésekkel is bizonyitottuk (29. és 30. abrak). Az
utobbi két technika segitségével tehat az is bizonyitast nyert, hogy a jelenség nemcsak
a kimeneti akcios potencialok szintjén, hanem az EPSP-k és Ca**-tranziens események
szintjén is megfigyelhetd. Ez utébbi vizsgalatok alapjan egy hipotézist allitottunk fel,
mely szerint az OFF alfa dicsejtek két alapvet6é allapotban mikddhetnek, amely két
kildonb6z6 kodolasi mechanizmust feltételez. Az egyik mechanizmus fényszegény
kornyezetben kerll elétérbe, amikor a réskapcsolatok atereszt6képessége alacsony.
Ebben az allapotban a preszinaptikus bipolaris sejtek altal kivaltott EPSC nagy része a
posztszinaptikus ducsejt akciés potencial generalasahoz jarul hozza, kisebb része

szivarog a szomszéd sejtekbe a réskapcsolatokon keresztul.
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29. dbra. A réskapcsolatok farmakolégiai zarasa ndvelte a dicsejt EPSC-k amplitudéjat

A. Patch-clamp elvezetés egy retindlis ducsejtbdl. A legfelsé regisztratum cell-
attached Uzemmddban a spike aktivitast mutatja, az alatta talalhaté elvezetések
whole-cell GUzemmddban torténtek és ugyanannak a sejtnek a fényvalaszait
mutatjak kilénb6zd Vh értékeken. Legalul a fény ki- és bekapcsolasat jelképezé jel
lathat6. B. Ezen a képen az el6z6 elvezetés utan az elektrodan keresztil Alexa456
festékkel feltdltott retinalis dacsejt lathatd. C. Elvezetések whole-cell izemmadban
a ducsejt EPSC-it mutatjak kontroll (fekete) és gap junction blokkolt (MFA; piros)
allapotban. D. Egy kinagyitott részlet lathaté az el6z6 regisztratumbdl.

Ellenben a fényadaptalt retina esetében a ducsejt réskapcsolatok
atereszt6képessége megnd, a fénystimulus kivaltotta EPSP-k jelentésebb része a
réskapcsolatokon keresztll a kapcsolt sejtekbe elszivarog. Ebben az esetben ugyan a
SIN romlik, ugyanakkor a kapcsolt duc- és amakrin sejtekkel torténé kommunikacié
javul, lehetéség nyilik az akcids potencial korrelacio altal egyes képi aspektusok
populacids kodolasara. A hipotézis alapjan az is feltételezhetd, hogy az OFF alfa sejtek
a képi kornyezet két egymastdl kilénbdzd aspektusat képesek kddolni a megvilagitas
fluggvényében, az egyik aspektust (pl. kontraszt) egysejt miikddési médban, a masikat
(pl. mozgés; Miinch és mtsai 2009) populacioés izemmaodban. Ennek a hipotézisnek az
igazolasan és a jelenségnek az emlds latérendszer mikddésében betdltott szerepén

jelenleg is dolgozunk.
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30. abra. A ducsejt réskapcsolatok zarasa novelte a fénystimulus kivaltotta Ca**-
hulldmok amplitadojat

A. A képeken a Thyl-GCaMP egér retinalis ducsejtjeinek sejttestjei lathatéak egy
Ca**-képalkotési kisérletben a mérési pontok nélkil és a pontokkal (region of
interest — ROI) dbrazolva. B. A fénystimulus kivaltotta Ca**-tranziens események
alapveté paraméterei gap junction blokkolas (MFA) hatasara szignifikansan
valtoznak; a valaszok latencidja csOkken (bal oldal), a lefutasi id6 csokken
(kbzépen) és az amplitidd né (jobb oldal). ArAnymérték: A 50 um.

RESZOSSZEFOGLALO: A fenti kisérletek igazoljak, hogy a ducsejt elektromos

szinapszisok nyitottsagi allapota a megvilagitas szintje altal er6sen szabalyozott

folyamat. Tartés megvilagitds hatasara a retina dopaminerg amakrin sejtjei dopamint

szabaditanak fel,

mely D: receptorok aktivdldsa folytan a ducsejt elektromos

szinapszisok nyitasat idézi elé. Megfigyeltiik, hogy a fény kivaltotta gap junction nyitas

hatdsara a ducsejtek egysejt aktivitAsanak rovasara a populaciés aktivitas javul.

Feltételezzilk, hogy a ducsejtek (legalabb egy része) egysejt- és populaciés

Uzemmadban is képesek a képi kbrnyezet kiilénb6z6 aspektusait kédolni.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A disszertacié témajaban végzett kutatasaink legfontosabb eredményei a

kovetkezok:

1. A csaprendszer elektromos szinapszisai.
Cx36 alegység épiti fel a csap-csap réskapcsolatokat az egér- és az emberi
retindban is. Az emberi csap-bipolaris sejtek legalabb két dendritikus és egy axonalis

réskapcsolat-tipust létesitenek egymassal.

2. A pélcika rendszer elektromos szinapszisai.
A palcika informacios csatornak esetén a Cx36 réskapcsolatok jelen vannak az

All-CB és az All-All kapcsolatokban és a jeltovabbitasban, és a S/N javitasat végzik.

3. A Cx36 réskapcsolatok eloszlasanak vizsgalata az emlds retinaban.
A kiloénb6z6 emlésfajok Cx36 réskapcsolatai hasonlé retinalis eloszlast mutatnak,
fajspecifikus jellegzetességekkel. A Cx36 réskapcsolatok a posztembrionalis fejl6dés

viszonylag kés6i szakaszaban alakulnak ki, és a szem kinyildsaval valnak éretté.

4. Az emlés belsé retina neuronjainak kapcsoltsaga.

A WF és PA amakrin sejtiek gap junction kapcsoltak, mely a receptiv mezéket
ndveli. Morfologiai alapon karakterizaltunk 22 egér dicsejt-tipust. Ezek tébbsége (16/22
tipus) gap junction kapcsolt, tehat a ducsejt réskapcsolatok esszencidlisak a latéas

szempontjabol. A Cx36 esszencidlis épitékdve a duc-amakrin sejtkapcsolatoknak.

5. Az egérretina ducsejt akciés potencial szinkronizaciés mintazatai.

A duc-dac és a duc-amakrin sejt réskapcsolatok kiilonb6zé spike szinkronizacios
tipusok alapjai. A palcikak termikus zaja Cx36 réskapcsolatokat és kémiai
szinapszisokat tartalmazé primer/szekunder palcika csatornakon keresztil jut a belsé

retina ducsejtekig és specifikus spike-korrelaciot general.

6. A ducsejt spike-szinkronizacié latasban bet6ltdtt szerepe.

A fény hatdsara felszabaduld6 dopamin a ducsejt réskapcsolatok
ateresztoképességét és ez altal gap junction kapcsoltsagat noveli. A fényadaptacio
soran a ducsejt szinkron aktivitas novekszik, amelynek sordn ducsejtek az egysejt

kodolas populaciés kodolasi machanizmusra valtanak.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

E doktori m{ mintegy 25 év szakmai munkgjanak eredményeit foglalja magaba.
Ez id6 alatt munkamat sokan segitették, elsésorban nekik szeretném megkdszonni azt,

hogy lehetévé tették ennek az értekezésnek a létrejottét.

Készéndm Dr. Toldi Jozsef egyetemi tanarnak (SZTE, Szeged), hogy TDK
hallgatéként kutatéi palyamon elinditott és a késObbiekben is szamos esetben

segitségemre volt.

Halas vagyok Dr. Gabriel Robert egyetemi tanarnak (Biologiai és Sportbiologiai
Doktori Iskola vezetdje; PTE, Pécs), hogy 1995 és 1999 kozétt PhD témavezetéként
segitett szakmai eléremenetelemben. Megismertetett azzal a témakorrel, amely mai
napig f6 kutatasi terlletem, kulféldi kapcsolatai révén segitett posztdoktori pozicidba
kerilndbm a téma egyik vezet§ laboratériumaban, végil pedig lehetévé tette

hazatelepllésemet és a kilféldi szakmai tapasztalatok itthoni kamatoztatasat.

Kdszondm Dr. Stewart Bloomfield professzornak (korabban New York University
New York; most City University of New York, Optometry, New York), hogy
témavezetbként megtanitott az 0©Onallé kisérletes munkara és tudomanyos
gondolkodasra. Késébbiekben Dr. Bloomfield segitsége meghatéroz6 volt abban is,

hogy mint fiatal kutatd megszervezhessem és elindithassam 6nallé laboratériumomat.
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laboratériumom szadmara és szakmai tanacsaival segitette munkamat.

Kbszondm a PTE Bioldgiai Intézet és a Szentagothai Kutaté Kozpont
munkatarsainak mind a szakmai, mind az adminisztrativ. munkaban nyqjtott

segitségiket.

Munkatérsaim kozul kulon koszonettel tartozom Dr. Csoknya Maria egyetemi
tanarnak, ,Tanarnének”, hogy palyam soran a nagy eréprébak idején folyamatosan
lelket 6ntétt belém, és hogy a jelen értekezéshez — csakigy, mint a korabbi habilitaciés

és PhD dolgozat szuletésekor — elengedhetetlen segitséget nyuijtott.

Koszonettel tartozom kozvetlen munkatarsaimnak, Dr. Atlasz Tamas
docensnek, Dr. Kantor Orsolya adjunktusnak, Dr. Fang Pan, Dr. Yee Zhang, Dr.
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