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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AO poliklonalis anti-rodopszin antitest

BSA bovine serum albumin, borji szérum albumin

cGMP ciklikus guanozin-monofoszfat

DAPI 4,6-diamidino-2-fenylindol

DR diabéteszes retinopatia

ERG elektroretinogram

GCL ganglion cell layer, ganglion sejtek rétege

ILM inner limiting membrane, belsd hatarhartya

INL inner nuclear layer, bels6 magvas réteg

IPL inner plexiform layer, belsd plexiform réteg

IS inner segments, fotoreceptorok beltagja

L-csap long wavelength sensitive cone, hosszu hullamhossz tartomanyra érzékeny
csap

M-csap middle wavelength sensitive cone, kozepes hullamhossz tartomanyra

érzékeny csap

MRC misplaced rhodopsin positive cell, ektopikus rodopszin tartalmu sejt
NFL nerve fiber layer, optikus rostok rétege

NRL neural retinal leucine zipper (transzkripcios faktor)
OLM outer limiting membrane, kiils6 hatarhartya

ON optic nerve, latoideg

ONL outer nuclear layer, kiilsé magvas réteg

OPL outer plexiform layer, kiils6 plexiform réteg

oS outer segments, fotoreceptorok kiiltagja

P posztnatalis (életkor)

PB phosphate buffer, foszfat puffer

PFA paraformaldehid

PKC-a protein kinaz C alfa alegysége

PNA peanut agglutinin lectin, mogyor6 agglutinin lektin
RPE retinal pigment epithelium, retinalis pigmentham



RPEG5

STZ

S-csap

T1D
T2D
TH
WGA
ZDF

retinal pigment epithelium-specific protein 65kDa, 65 kDa-0s retinalis
pigment epitélium-specifikus protein

streptozotocin

short wavelength sensitive cone, révid hullimhossz tartomanyra érzékeny
csap

type 1 diabetes mellitus, 1-es tipust cukorbetegség

type 2 diabetes mellitus, 2-es tipust cukorbetegség

tirozin hidroxilaz enzim

wheat germ agglutinin lectin, buzacsira agglutinin lektin

Zucker Diabetic Fatty (patkany)



2. BEVEZETES

Az eml0s retina a fény felfogasara €s idegingeriiletté alakitdsara specializalodott,
a koztiagybol szarmazo, neuroektodermadlis szdvet. Hat f6 neurdlis sejttipust és glia
elemeket is tartalmaz, melyek meghatarozott rendben helyezkednek el a retina mozaikjan
beliil. Nagyfoku rendezettsége, konnyl izolalhatésaga miatt az idegtudomanyi kutatasok
széles korben alkalmazott modellje. Hisztogenezise minden fajban jol konzervalt
1épésekbdl all, az idegi és glia elemek szimultan fejlédésével zajlik (Young 1985;
Rapaport és mtsai 2004). Ennek ellenére eldfordulhat azonban, hogy bizonyos retinalis
sejtek tipusuknak nem megfeleld rétegbe keriilnek fejlédésiik soran. Szamos ilyen
sejttipus eléfordul, tanulményozasuk pedig ravilagit arra a tényre, hogy sokszor az
»eltévedtnek™ hitt sejtek valojaban okkal keriilnek a szamunkra ektopikusnak vélt helyre,
¢és konkrét funkcidt toltenek be a retindban. Kutatdsaim soran egy ,,eltévedt” fotoreceptor
sejttipusra figyeltem fel ragcsald retina organotipikus tenyésztése kozben, pontos
feltarasat pedig in vivo, fejlodé ragesalo retinaban folytattam.

A fejlodéstani kisérletek mellett a fotoreceptorok tanulmanyozasat mas
szemszOgbol, a fiziologiastol eltérd, patologias koriilmények kozott folytattam tovabb,
melynek alapjaul korunk civilizacios betegsége, a cukorbetegség szolgalt. A diabetes
mellitus szisztémas korkép, amely a szervezet egészére kihat. Szovodményei gyakran
érintik az idegrendszert, tobbek kozott a retinat, igy a fotoreceptor sejteket is. Az altala
okozott elvaltozasokat morfologiai szempontbol tanulméanyoztam egy olyan ragcsalo
fajon, amely a diabéteszes megbetegedések vilagszerte leggyakrabban eléfordulo tipusat,

a 2-es tipusu cukorbetegséget modellezi.



2.1. Az emlés retina felépitése

Az eml0s retina alapveten két részre tagolhatd: egy fényérzékelésre képtelen és
egy fényérzékeny részre. A két teriilet kozotti rovid atmenetet ora serrata-nak nevezziik.
A retina rétegeinek roviditései konvencionalisan az angol elnevezésiikbdl szarmaznak,
ezért a dolgozatomban ezeket a roviditéseket hasznalom. A vizsgalataink alapjaul
szolgalo fényérzékeny teriilet két rétegre oszthato: a retinalis pigmentham (RPE) rétegére
¢s a neurdlis retinara.

A neuradlis retina Sejttesteket és nyulvanyokat tartalmazd, egymastol jol
elkiilonild rétegeket foglal magaban (1. abra). Kozvetleniil az RPE alatt taladlhato a
csapok ¢és palcikak rétege, amely a fotoreceptor kiiltagokat (OS) és beltagokat (IS)
tartalmazza. Ezt kovetden, a retina kiilonboz6 sejttipusainak sejttestjeit és szinaptikus
nyulvanyait tartalmazo rétegei egymassal alterndlva foglalnak helyet. A kiilsé magvas
réteget (ONL) a kiils6 plexiform réteg (OPL), az ezutan kdvetkez6 belsé magvas réteget
(INL) pedig a belso plexiform réteg (IPL) koveti. A szinaptikus réteg utan a ganglion
sejtek rétege (GCL) kovetkezik. A ganglion sejtek axonjai az optikus rostok rétegében
(NFL) szedédnek ossze, és mint latdoideg (ON) haladnak tovabb a magasabb agyi
kozpontok felé. Tovabbi két réteg jon létre a retindban talalhato egyik glia tipus, a
bipolaris alaktl Miiller glia végtalpainak kapcsolodasaval. A Miiller sejt apikalis végeinek
egymassal és a fotoreceptor sejtek kapcsolodasaval jon 1étre a fotoreceptorok beltagja és
a kiilsé6 magvas réteg kozott a kiilsé hatarhartya (OLM). A Miiller sejtek vitrealis végén
talalhato talpacskak pedig a bels6 hatarhartyat (ILM) alkotjak.



1. abra Patkany retinabol késziilt félvékony metszet a retina rétegeinek feltiintetésével.
RPE: retinalis pigmentham, OS: fotoreceptor kiiltag, IS: fotoreceptor beltag, OLM.: kiilsé
hatarhartya, ONL: kiilsé magvas réteg, OPL: kiilso plexiform réteg, INL: bels6 magvas
réteg, IPL: belsé plexiform réteg, GCL: ganglion sejtek rétege, NFL: optikus rostok
rétege, ILM: belsé hatarhartya. Aranymérték: 20 um.

2.2. A retinalis pigmentham

A retinalis pigmentham egy egyrétegii kobhambol allo réteg a neurdlis retina és
az érhartya kozott (1. abra). A pigmentham sejtek apikalis felszine a retina felé néz,
nyulvanyaival a fotoreceptorok kiiltagjait veszi koriil. A pigmentham az érhartya ereinek
endothel sejtjeivel egylitt részt vesz a vér-retina gat alkotasaban. A pigmentham sejtek
kozotti szoros Osszekottetés tight junctionok segitségével jon létre, biztositva ezzel a

vérplazma komponenseinek szelektiv transzportjat (Strauss 2005).
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A pigmentham eldsegiti a csapok ¢s palcikdk zavartalan mikodését. Részt vesz
tobbek kozott a retina tapanyag ellatasaban és a fotoreceptor kiiltagokrol levalt
membranok fagocitozisaban. Fényelnyelésével véd a fotooxidaciotol és a karos
szabadgyokok képzodésétdl, novekedési €s protektiv faktorokat termel, amellyel eldsegiti
a retina fejlodését, az érett retina struktirajanak fenntartasat és védekezését a sériilések
ellen. A pigmentham feladata tovabba a fotoreceptorok kiil- és beltagja koriili,
szubretinalis tér és az érhartya kozott 1étrejovo transzport lebonyolitdsa, amely soran
esszencialis molekulak cserélédnek ki a két térség kozott (Strauss 2005; Simé és mtsai
2010).

A pigmentham sejtek a fotoreceptorok kromoforjanak vizudlis ciklusaban is
szerepet jatszanak. A fototranszdukcio soran a beérkez6 foton hatasara az opszin receptor
kromofor molekulaja, amely eddig 11-cisz retinal formaban volt jelen, kémiai valtozast
szenved ¢és 11-transz retinal formaba alakul at. Az all-transz retindl visszaalakitasa
tilnyomo részt a pigmentham feladata. A reizomerizacio tobb egymast kdvetd, enzim
altal katalizalt folyamatbol all. Ennek egyik meghatarozo és egyben sebességkorlatozo
[épését az RPEGS (65 kDa-0s retinalis pigment epitélium-specifikus protein) enzim végzi,
amelynek immunhisztokémiai vizsgélatdval a pigmentham morfologidja és részben
funkcioja is nyomon kdvethetd (Susaki és mtsai 2009).

A retinalis pigmenthdm épsége tehat a fotoreceptorok miitkodése szempontjabol
nélkiilozhetetlen, igy valtozasat vagy karosodasat a neurdlis retinat érintd patologids

elvaltozdsokkal Osszefiiggésben érdemes vizsgalni.

2.3. A neuralis retina sejttipusai

Az eml6s retina kiillonboz6 tipusu neuronokbol épiil fel, amelyek egy vertikalis és
egy horizontalis Utvonalat hoznak 1étre a jel feldolgozasaban. A vertikalis Gtvonal elsd
tagjai a fotoreceptorok, amelyek atkapcsolddnak a bipolaris sejtekre. Az Gtvonal utolsd
tagjai a ganglion sejtek. Ezt kiegészitve, a horizontalis Gitvonal - a horizontalis sejtek és
amakrin sejtek - segitségével a jel a retina sikjaval parhuzamosan, lateralis iranyban is

modosulhat vagy tovabbitddhat.
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2.3.1. Palcika fotoreceptorok

A retinaban a s6tétadaptalt latasért a palcika fotoreceptorok a felelések. Alacsony
fényintenzitds, vagyis gyenge megvilagitas mellett mikodnek és mar egyetlen foton
hatasara képesek ingeriiletbe jonni. Az éjszaka aktiv allatok, igy szdmos ragcsalo
retinajaban is a palcika fotoreceptor tipus dominal a csappal szemben (Carter-Dawson és
LaVail 1979).
rendelkez6 receptor molekula, a rodopszin felel, amely a palcika kiiltag zart
membrankorongjaiban helyezkedik el. A kiiltagokat primer szenzoros csillo rogziti a
beltaghoz. A palcika fotoreceptorok a retina kiils6 rétegeibe rendezédnek: Kiiltagjuk és
beltagjuk a csapok és palcikak rétegében, sejttestiik pedig az ONL rétegben foglal helyet.
Nyulvanyuk a bipolaris és horizontalis sejtekkel az OPL rétegben képez szinapszist (tom
Dieck és Brandstatter 2006).

A palcika fotoreceptorok azonositdsa tobbféleképpen lehetséges. Ennek egyik
legegyszerlibb mddja az immunhisztokémiai vizsgalat. A laboratériumunkban eldallitott
rodopszin ellenes antitest (Rohlich és Szél 1993) mellett ma mar szamos kereskedelmi
forgalomban kaphat6 anti-rodopszin ellenanyag is rendelkezésiinkre all, melyeket
részben a rodopszin fehérje N- (Adamus és mtsai 1991), részben pedig a C-terminalisa
(Adamus és mtsai 1991; Molday és MacKenzie 1983) ellen termeltetnek. A palcikakat
konnyli azonositani sejtmagi morfologia alapjan is. Sejtmagjuk kromatindllomanya
jellegzetes, kavébab alaku, heterokromatikus régiokat tartalmaz, amelyek a sejtmag
kozepére rendezddik, a fény szamara atjarhatova téve a sz€li teriileteket. A sejtmagok az
ONL-ben szabalyos oszlopokba rendezddnek.

A palcikak kiil- és beltagjait szénhidrat lancokbol allo interfotoreceptor matrix
veszi koril, amely matrix proteinekbdl, proteoglikanokbol, glikoproteinekbdl,
enzimekbdl, kemokinekbdl, hialuronsav-kotd és egyéb fehérjékbdl épiil fel. Gyakorlati
szempontbol az N-acetyl-D-glukozaminnak és a szidlsavnak van jelentdsége, mivel a
kozonséges buzabol (Triticum vulgaris) kivonhatd blizacsira agglutinin (WGA) lektin
képes megkotni ezeket, igy a palcikat koriilvevd interfotoreceptor matrix hisztokémiai

uton kimutathat6 (Colton és mtsai 1992).
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2.3.1.1. A palcika fototranszdukciés kaszkad

A palcika sejtek karakterizalasanal fontos szerepet kapnak a sotétadaptalt latas
mikodtetéséért felelés, fototranszdukcios kaszkad fehérjéi. Kisérletes munkam soran
szamos jelatviteli fehérje jelenlétét/hianyat, expresszids mintdzatat vizsgaltam, igy a
fehérjék szerepének megértése érdekében sziikségessé valik a kaszkad rovid attekintése
(2. abra).

A palcika sejtekben lejatszodod jelatvitel az egyik legjobban karakterizalt G-
fehérje altal kozvetitett itvonal (Palczewski 2006). A fény felfogasat a G-fehérje kapcsolt,
hét transzmembran domainnel rendelkez6 rodopszin fotoreceptor molekula (fotopigment)
végzi, amely az opszin fehérjébol és egy hozza kapcsolt, fényérzékeny 11-cisz retinal
molekulabol épiil fel. A rodopszin a fotonok abszorpcidjakor all-transz retinal
molekulavd izomerizalodik, ez pedig az opszin fehérje konformdacidvaltozasat,
aktivalodasat valtja ki. Az igy aktivalodott fotopigment a jelet a palcika sejtre
specializalodott, intracellularisan elhelyezkedd G-fehérjének (rod transducin) tovabbitja.
A transducin fehérje GTP-kot6, alfa alegysége az aktivaciot kovetéen a cGMP-
foszfodiészteraz enzimet aktivalja. A foszfodiészteraz a diffuzibilis, ciklikus guanozin-
monofoszfatot (cGMP) 5'-GMP-v¢é hidrolizalja, amelynek kovetkeztében a citoplazma
CGMP-szintje csokken. Ez azért fontos, mert a cGMP a kiiltag sejtmembranjaban a
cGMP-fiiggd kation csatornat szabalyozza. Ha kevés a cGMP, az altaluk nyitva tartott, a
kiiltagokban lokalizalodo ioncsatornak bezarulnak, a Na-ionok bearamlasa megall. A
sejtben azonban tovabbra is miikodik a Na'-iont kifelé pumpaldo Na*/K*-pumpa. A
sejtmembran ennek hatdsara hiperpolarizalodik, a fesziiltség-fiiggd Ca?*-csatornak pedig
zarédnak. A hiperpolarizacio hatasara a glutamat neurotranszmitter felszabadulasa
csokken a palcika szinapszisban. A glutamat leadasa tehat sotétben torténik, és fény
hatasara csokken le.

Az aktivaciot kovetéen a palcika fotoreceptorban gyors inaktivacids fazis
kovetkezik be. A retinal a pigmentham segitségével regeneralodik (McBee és mtsai 2001;
Susaki és mtsai 2009; Kefalov 2015), az aktivalt rodopszin pedig egy tobblépcsds
folyamat eredményeként keriil vissza inaktiv formajaba. Ennek els6 1épéseként a
molekulat a rodopszin kindz enzim foszforilalja. A foszforilacio akkor johet létre, ha a

Ca?*-kotd recoverin fehérjérél a kotott Ca?* disszocial, és a recoverin levalik a rodopszin
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kindz enzimrdl. Végiil arrestin molekula kotddik a foszforilalt rodopszinhoz, ezaltal
csOkkentve a tovabbi transducin molekuldk kotddési lehetéségét. Az inaktivacid végso

1épéseként a rodopszin defoszforilalodik (Hargrave 2001).

fény
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2. abra Pdlcika fototranszdukcié. A rodopszin fotonok abszorpcidjakor aktivalodik, a
jelet egy G-fehérjének (transducin) tovabbitia, amelynek guanozin-trifoszfat (GTP)-kotd,
alfa (a) alegysége egy foszfodiészteraz (PDE) enzimet aktivdl. A foszfodiészterdz a
ciklikus guanozin-monofoszfatot (¢cGMP) 5'-GMP-vé hidrolizdlja, igy a citoplazma
CGMP-szintje csékken. A CGMP dltal nyitva tartott kation csatornak (CNG) kevés cGMP
Jjelenlétében bezdrulnak, a Na™-ionok bedaramlisa megdll. A sejtben miikodd Na*IK*-
pumpa hatdsara a sejtmembrdn hiperpolarizalodik, a fesziiltség-fiiggd Ca?*-csatorndk
zarodnak. A hiperpolarizacio a glutamdt neurotranszmitter leadasanak csokkenését
eredményezi nappali fényviszonyok mellett. Az inaktivacio elsé lépéseként a rodopszin a
rodopszin kindz enzim foszforilalja, melynek feltétele, hogy a recoverin levalik a
rodopszin kindz enzimrdl. Ezutin arrestin molekula kotddik a foszforilalt rodopszinhoz,
amely csokkenti a tovabbi transducin molekulak kotodését. Veégso lépésekent a rodopszin
defoszforilalodik.

Az abra forrasa:

http://rstb.royalsocietypublishing.org/content/364/1531/2867/F1.large.jpg
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Fontos szabalyozo tényezd, hogy a nappali és éjszakai fényviszonyok hatasara
bizonyos, a jelatviteli itvonalban szerepet jatszo fehérjék a palcika kiiltag és beltag kozott
vandorolnak. A transducin fiziologias koriilmények kozott sotétben a palcika kiiltagban
talalhatd, a nappali fényviszonyok hatdsara a palcika beltagba transzlokalodik (Sokolov
és mtsai 2002), amely valtozas a fényadaptacié soran az érzékelés érzékenységének
valtozasahoz jarul hozzd. Az arrestin fehérje a transducinhoz hasonl6 transzlokéaciot
végez, azonban a fény/sotét viszonyokat tekintve a transducinhoz képest forditott
iranyban, tehat megvilagitas mellett a kiiltagban, s6tétben pedig a beltagban talalhaté meg
(Philp és mtsai 1987). A molekulak vandorlasa tehat a nappali megvilagitasi viszonyok
kozott csokkenti, sotétadaptalt latasban ndveli a palcikak érzékenységét.

A pélcikdk miikodésében kozrejatszd fehérjék jelenléte vagy hidnya erdsen
befolyasolja a sejtek funkcidkészségét, igy mindamellett, hogy a fototranszdukcios
kaszkad elemeinek immuncitokémiai kimutatasaval igazolhatjuk a palcika sejttipust,
egyben képet is kapunk miikodésének alapjairol.  Laboratoriumunkban a
fototranszdukcios kaszkad szamos tagja ellen termeltetett ellenanyag all rendelkezésre,

amely lehetévé teszi e fehérjék immunhisztokémiai vizsgalatat.

2.3.2. Csap fotoreceptorok

A fotoreceptorok masik f6 tipusa a csap fotoreceptor sejt, amely a nappali
fényviszonyok mellett a fényérzékelésért és a szinlatasért felelds.

A pélcikékkal ellentétben a csapok kiiltagjai kip alakuak, és feliiletnoveld
membranjaik nem zarédnak korongokka, a sejthartya kitliremkedéseiként vannak jelen.

A fény érzékelését hullamhossztol fliggden kiilonbozé csap opszinok végzik,
amelyek a csap sejtek kiiltagjaban foglalnak helyet. A kiilonb6z6 opszinok részben eltérd
fehérjeszerkezete hangolja be a retindl molekula hullamhosszérzékenységét és ezzel a
fotoreceptor molekula szinérzékenységét. Emldsokben tobbféle csap opszin tipus
fordulhat el6. Az alacsony hullamhosszu fényre érzékeny, S- (short wavelength sensitive)
opszin elnyelési maximuma 420 nm-nél, tehat a lathato fény kék tartomanyaban van, de
egyes allatfajokban az S-opszin szinérzékenysége eltolodhat az UV fénytartomény felé
is. A kozepes hullamhosszu fényre érzékeny, M- (middle wavelength sensitive) opszinok

maximuma 530 nm-nél van, igy érzékelése a zold szintartomanyba keriil. A harmadik
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opszin tipus, a hossza hullamhosszusagu fényre érzékeny L- (long wavelength sensitive)
opszinok pedig 560 nm-nél, vagyis a sarga/zold szintartomanyban nyelik el a fényt
(human adatok, Webvision). A legtobb emldsnek, igy a patkanyoknak is dichromatikus
latasuk van. Retindjukban csak S- és M-csapok fordulnak eld, melyek egyiittesen az
Osszes fotoreceptor egy nagyon kis hanyadat (~1%) képezik (Szél és Rohlich 1992).

A felsorolt csaptipusok mellett eléfordul, hogy egyazon csap sejt mind a rovid,
mind pedig a kozepes hullamhosszusagu fény érzékelésére képes opszinnal is rendelkezik
(dualis csap). A dudlis csapok a patkany fejlodo retinajaban az M-csapok kialakulasanak
atmeneti stadiumat jelentik (Sz¢él és mtsai 1994). A transzdifferenciacionak nevezett
folyamat soran a csapfejlodés kezdeti stadiumaban minden csap kizarélag az S-opszin
termelésére képes. A csapok tobbsége pajzsmirigyhormonok hatasara bekapcsolja az M-
opszin ¢és kikapcsolja az S-opszin expresszidjat és M-csappa transzdifferencidlodik. A
csapok koriilbeliil 10 szazaléka megorzi eredeti ,,identitasat”, ezek lesznek a definitiv S-
csapok. Az S-M atalakulas soran a csapokban egy rovid ideig mindkét csap opszin
egyszerre megtalalhato — ezek dualis csapokként jelennek meg a retinaban (Sz¢€l és mtsai
1994, Ng és mtsai 2001). Egyes fajokban (szibériai torpehdresog, egér, tengerimalac, nyul,
Rohlich és mtsai 1994) illetve a patkany retina periférias teriiletein is eléfordulhat
azonban, hogy a dudlis csapok nemcsak atmeneti jelleggel, hanem az érett, felndtt
retinaban is eléfordulnak (Lukats és mtsai 2005; Enzsoly és mtsai 2014).

A palcika sejtekhez hasonldan a csap sejtek koriil is megtalalhatd az
interfotoreceptor matrixnak a csap sejtekre specializalédott valtozata. Kimutatasa a
mogyor6 agglutinin (PNA) lektin segitségével torténhet, amely a D-galaktoz-p-1,3-N-
acetyl-D-galaktézamin diszaharid oldallancokhoz ko6tédik a matrixban (Hageman és
Johnson 1986, Cho és mtsai 2002). A csap interfotoreceptor matrix valtozasa fontos
mutatd lehet a csap sejtek esetleges degeneracidja soran.

A csap sejtek immunhisztokémiai detektalasara szamos antitest alkalmazhato:
OS-2 és AB5407 antitest az S-opszin ellen, COS-1 és AB5405 antitest az M-opszin ellen,
cone arrestin, cone transducin, recoverin antitestek pedig a fototranszdukcios kaszkad
fehérjéi ellen termeltetett antitestek (Rohlich és Sz¢él 1993, Arango-Gonzalez és mtsai
2010, Ng és mtsai 2011).
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2.3.3. Bipolaris sejtek

A Dbipolaris sejtek jelentik az Osszekottetést a fény érzékelését végzo
fotoreceptorok ¢€s a jelet a magasabb idegrendszeri kdzpontok felé tovabbitdé ganglion
sejtek kozott. Két alapveto tipusa — a bemenetiiktol fiiggden — a csap és a palcika bipolaris
sejtek.

A csap bipolaris sejtek tovabbi csoportjait bekapcsolasra érzékeny é€s
kikapcsolasra érzékeny bipolarisoknak (ON ¢és OFF bipolaris sejtek) nevezik. Fény
hatasara, a csap fotoreceptor sejt hiperpolarizacidjat kovetden eldjelvaltas kovetkezik be
az ON bipolaris sejtekben, vagyis depolarizalédnak. Ezzel szemben az OFF bipolaris
sejtek hiperpolarizalodnak és benniik a depolarizacio sotétben kovetkezik be (Fonyo
2011). A tovabbiakban a bipolaris sejtek kiilonb6z6 tipusu ganglion sejttekkel
szinaptizalnak.

A csap bipolarisokkal szemben a palcika sejtekkel szinaptizal6do bipolaris sejtek
populacidja homogén, kizarélag ON bipolaris sejtekbdl all. A csap bipolaris sejtek
kimutatasara patkanyban a mar korabban emlitett, recoverin Ca?*-kotd fehérje alkalmas.
A pélcika bipolarisok azonositasa a munkéank soran szintén egy Ca?*-kotd fehérje, a PKC-

a (protein kinaz C a alegység) elleni antitesttel tortént (Greferath és mtsai 1990).

2.3.4. Interneuronok

A neuralis retindban a vertikalis informécid tovabbitasat eldsegitendd kétféle
interneuron taldlhatdo meg: horizontalis ¢s amakrin sejtek.

A horizontalis sejtek elsdsorban a csapok kozotti informdacidé kozvetitésére
alkalmasak a retinaban. Sejttestiik az INL, nyulvanyaik pedig az OPL rétegekben, a
fotoreceptorok terminalisaival szinaptizalva foglalnak helyet. Az Un. "széli gatlas"
mechanizmusaval modulaljdk a csapokban kialakul6 jelet azaltal, hogy egymastol
tavolabb elhelyezkedd csap sejtek kozott teremtenek kapcsolatot. A B-tipust, axonnal
rendelkezé horizontalis sejtek axonjai igen gazdag elagazddasaikkal a palicikdk
szinapszisaival is képeznek kapcsolatot. A horizontalis sejtek detektalasa retinametszeten
szintén egy Ca’*-kotd fehérje, a calbindin ellen termeltetett antitest segitségével

lehetséges (Hamano és mtsai 1990).
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Az amakrin sejt a neuralis retina INL és GCL rétegében el6forduld heterogén
sejttipus. A rendkiviil valtozatos amakrin sejtpopulacié azonositasat Santiago Ramon y
Cajal kezdte meg Golgi-féle eziist impregnaciés modszerrel 1893-ban (Cajal 1893,
Uchiyama és Stell 2005). Az amakrin sejtek szinaptikus bemenetiiket a bipolaris sejtek
feldl kapjak, az ingeriiletet pedig mas amakrin sejtek, bipolaris sejtek és ganglion sejtek
felé tovabbitjak (Gabriel 2003). Anatdémiai és biokémiai sokféleségiik miatt a retinaban
fellelhetd Gsszes amakrin sejt egyiittes morfoldgiai vizsgalata nehézkes. Napjainkban
szamos olyan amakrin sejt ellenes antitest 1étezik, amellyel viszont immunhisztokémiai
vizsgalatuk alcsoportonként lehetséges. Dolgozatomban a kovetkez6 amakrin
sejtpopulaciok kimutatasara alkalmas antitestek szerepelnek:
- a parvalbumin az AIl amakrin sejttipus mellett widefield amakrin sejteket
(Wissle és mtsai 1993), bipolaris sejteket és egy kisebb sejtpopulaciot is jelol
a GCL rétegben.

- A tirozin hidroxilaz (TH) enzim ellen termeltetett antitesttel mutathato ki a
dopaminerg amakrin sejttipus (Nguyen-Legros és mtsai 1997),

- a PKC-a a pélcika bipolaris sejtek mellett egy amakrin és displaced amakrin
sejtpopulaciot is jelol (Greferath és mtsai 1990),

- acalretinin Ca®*-kotd fehérje egy amakrin sejtpopulaciot és némely ganglion
sejtet jeldl, ezen kiviil displaced amakrin sejtek markere (Hwang és mtsai
2005, Oshorne and Larsen 1996).

2.3.5. Ganglion sejtek

A retinalis ganglion sejtek a vertikalis jelfeldolgozé utvonalak utolsé elemei a
retinaban. A bipolaris és amakrin sejtek jeleit gytijtik és tovabbitjak a magasabb agyi
kozpontok felé, akcios potencidl generalasara képes sejtek. Sejttestiik tobbnyire a GCL
rétegben helyezkedik el, de bizonyos tipusaik eléfordulhatnak az INL rétegben is (Nadal-
Nicolas és mtsai 2014).

Az amakrin sejtekhez hasonléan rendkiviil valtozatos sejttipus, azonositasuk
morfologiai (dendritfa mintdzata, nagysadga ¢€s szimmetridja), valamint fiziologiai
(kozponti-kornyéki vagy zold-piros/sarga-kék szinopponens organizacioji vagy komplex

receptiv mez0, illetve projekcié irdnya) jellemzok alapjan torténik (Sernagor €s mtsai
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2001). Receptiv mezejiik tobbnyire koncentrikus, amely egy kozponti és egy periférias
részre kiiloniil el. Megvilagitas hatasara ezekben a sejtekben ON és OFF valasz alakul ki:
az ON ganlion sejt akkor aktivizalddik legjobban, ha kézpontjat fény éri, perifériaja pedig
sOtétben van, az OFF ganglion sejt pedig forditva. A jel tehat csatornakra bomlik,
amelynek megfelelden a bipolaris és a ganglion sejtek kozott 1étrejovo szinapszisok helye
is elkiiloniil az IPL rétegen beliil. Az ON- és OFF-centrumu ganglion sejtekre torténd
kapcsolodastdl fiiggden a rétegen beliil (OFF) és (ON) szublaminakat kiilonboztetnek
meg (Famiglietti és Kolb 1976).

Sajnos az immunhisztokémiai modszertan jelenlegi allasa szerint nincs olyan
marker, amely kivétel nélkiil az Gsszes ganglion sejtet jeloli. Kutatasaink soran ezért a
ganglion sejtek detektalasara egy olyan antitestet hasznaltunk, ami a populacio kb. 85-
95%-t képes lathatova tenni (anti-Brn-3a antitest, Nadal-Nicolas és mtsai 2009).

Emellett egy tovabbi ganglion sejt altipust, a fotoszenzitiv ganglion sejtek
csoportjat is vizsgaltuk, melynek sajatossdga, hogy a fotoreceptorokhoz hasonldéan
megvilagitasra érzékenyek. A fény hatdsara 1étrejott ingeriiletet a rodopszinnal nagy
szekvencia hasonldsdgot mutatd, melanopszin fotopigment kozvetiti. A fotoszenzitiv
ganglion sejteknek bemenetet biztositanak a csap és palcika fotoreceptorok is a bipolaris
sejteken at, nytlvanyaik pedig a nucleus suprachiasmaticusba jutnak (Pickard és Sollars
2011). Kimutatasuk melanopszin ellenes antitesttel, immuncitokémiai eljarassal

lehetséges.

2.3.5.1. A palcika fotoreceptortdl a ganglion sejtekig

A palcika fotoreceptorok fény hatdsara hiperpolarizalodnak, és ennek hatasara
pedig a veliikk szinapszisban all6 palcika bipolaris sejteket depolarizaljak. A palcika
bipolaris sejtrél az ingeriilet a csapoktol eltéré modon nem ganglionsejtekre, hanem az
All amakrin sejtekre terjed tova, ezeket hiperpolarizalva. Az AIl amakrin sejt két
iranyban adhatja tovabb a jelet. Elektromos szinapszison (gap junctionon) keresztiil
egyrészt csap ON bipolaris sejtet aktival, masrészt pedig glicinerg szinapszison keresztiil
csap OFF bipolaris sejtet gatol. A csap ON bipoldaris sejt ON ganglion sejtet aktival, a
csap OFF bipolaris sejt pedig OFF ganglion sejtet aktival. A palcika Gtvonalat tovabb
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gazdagitja, hogy a csap és a palcika végtalpak kozott a palcika jel gap junctionok
segitségével szintén tovabbitodhat (3. abra).

A pélcika fotoreceptor jelatvitel tehdt nem fiiggetlen a csap fotoreceptor
jelatviteltdl, neuronalis haldzata szamos ponton érinti a csap jeltovabbitas elemeit

ragesald €s human retindban egyarant (Sharpe és Stockman 1999).
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trends in Neurosciences

3. abra A4 padlcika és csap jelatviteli halozat emlds retinaban. 1: palcika sejt glutamaterg
szinapszisa pdlcika bipolaris sejttel. 2: pdlcika bipolaris és AIl amakrin sejt glutamaterg
szinapszisa. 3: AIl amakrin sejt és ON csap bipoldris sejt kozotti elektromos szinapszis
(gap junction). 4: All amakrin sejt glicinerg szinapszisa OFF csap bipolaris sejttel. 5:

20



pdlcika és csap sejtek kozotti elektromos szinapszis (gap junction). 6. pdlcika és OFF
csap bipolaris sejt kozotti glutamaterg szinapszis ragesalokban. Az abrat Sharpe és

Stockman, 1999-ben késziilt publikdaciojaban lekézolt abra alapjan készitettem.

2.3.6. Glia sejtek

Az eml0s retinaban haromféle glia tipus fordul el6: Miiller glia, mikroglia ¢és
asztrocita.

A Miiller sejt a retina f6 glia eleme, amely végtalpaival az OLM ¢és ILM rétegeket
létrehozva radialisan a teljes retina vastagsagot atéri (1. abra). A sejtek magjai az INL
rétegben foglalnak helyet. Szamos fontos funkciot toltenek be, igy példaul a retina
legfontosabb tdmasztosejtjei, az embriondlis fejlddésben vezetd strukturdkat képeznek a
kiilonb6z6 neuronok helyének megtaldlasara. A feladatuk tovabba a neuronok
homeosztazisanak ¢és védelmének biztositdsa, a neurotranszmitterek korforgalma,
novekedési faktorok termelése. Sejtjiikben fiziologids koriilmények kozott kétféle
intermedier filamentumfélét tartalmaznak: nagyobb mértékben vimentint (Ferndndez-
Sanchez és mtsai 2015), kisebb mértékben glialis fibrillaris savas proteint (GFAP, Lieth
és mtsai 1998). A kétféle gliafilamentum immunhisztokémiai kimutatasaval a Miiller glia
sejtek nemcsak szelektiven kimutathatoak, de a két fehérje expresszids mintazatanak
valtozasa a retinalis sériilések korai indikatorai is egyben (Webvision, Bringmann és
Wiedemann 2012). Tanulmanyomban, in vivo koriilmények kozott végzett
kisérleteimben a Miiller glia kimutatdsara a vimentin ellen termeltetett antitestet
alkalmaztam.

A sejtek homeosztazisanak fenntartasara torekednek a mikroglia sejtek is, melyek
létezését a kozponti idegrendszerben sajatos ezilistimpregnaciés moddszerének
koszonhetden elészor Pio del Rio-Hortega fedezte fel (Pérez-Cerda és mtsai 2015).
Nyugalmi helyzetben, egészséges retindban anti-inflammatorikus €s neuroprotektiv
molekulakat szekretalnak, neuronokkal és mas glia sejtekkel allnak kolcsonhatasban, igy
"nyugvd" helyzetben is a retina OPL, INL, IPL, GCL ¢és NFL rétegeinek (Li és mtsai
2015) funkcionalis részét képezik (Vecino és mtsai 2016). Jellegzetességiik, hogy sériilés,
mechanikai behatas, metabolikus valtozas, 6roklott vagy szerzett betegségek hatésara

aktivalodnak, sejtalakjuk megvaltozik, lekerekedett format vesznek fel (Kettenmann és

21



mtsai 2011) és részt vesznek a retinalis sejtek fagocitdozisaban (Vecino és mtsai 2016). A
kozponti idegrendszeri mas teriiletein lokalizaloédé mikroglidkkal ellentétben azonban a
retindban a mikroglia sejtek gyakran megtartjak nyulvanyos morfologiajukat aktivalt
allapotban is (Li és mtsai 2015). A mikroglia/makrofag sejtvonal kimutatasa ED-1 antitest
(anti-CD68 molekularis marker; Diniz és mtsai 2013) segitségével tortént.

A harmadik glia tipus az asztrocita, amely szintén expresszal GFAP filementumot
fiziologias koriilmények kozott. Sejttestjeinek és nyulvanyainak eléforduldsa foként a
latoidegfo koriil a retina NFL rétegére korlatozodik, mig az ora serrata teriiletérdl teljesen
hianyoznak. Lokalizaciéjukbol adodoan beboritjak a ganglion sejtek axonjait, és az NFL
réteg vaszkularis elemeit, részt vesznek a vér-retina gat kialakitdsaban (Stone ¢és Dreher

1987).

2.4. Displaced sejttipusok

A retina szabdlyos felépitése annak koszonhetd, hogy a retindlis sejtek
perikarionjai és szinapszisai kiilonbozé rétegekbe rendezédnek. Az elrendezédés
leirasakor a fobb retindlis sejttipusokat figyelembe véve elmondhatd, hogy a
fotoreceptorok az ONL, a bipolaris sejtek és interneurok az INL, a ganglion sejtek
sejttestjei pedig a GCL rétegben helyezkednek el. A retina szigoru rétegzettségét alkoto,
klasszikus sejttipusokkal szemben eléfordulnak azonban olyan sejttipusok is, melyek a
rajuk jellemzd rétegspecifikus elhelyezkedéstdl eltérd lokalizaciot mutatnak. A
szakirodalom ezeket a sejteket eltévedt, displaced, vagy ektopikus sejttipusoknak nevezi.
Legismertebb képvisel6i a GCL rétegben lokalizalodo, displaced amakrin sejtek (Hughes
¢és Wieniawa-Narkiewicz 1980, Lee ¢és mtsai 2016). Neviikkel ellentétben nem feltétleniil
"eltévedt" sejtekrdl van szo, hiszen akar egy egész sejtpopulacid is kertilhet ektopikus
helyzetbe. Jo példaval szolgalnak erre a displaced starburst amakrin sejtek, amelyek a
GCL rétegben torténé elhelyezkedésiik segitségével az OPL réteg ON alrétegeibe
kiildhetnek nyulvanyokat (Taylor €s Smith 2012) vagy a human retina displaced bipolaris
sejtjei (Vrabec 1986), amelyeknek sejttestjei az OPL rétegben helyezkednek el,

dendritjeik pedig szintén ebben a rétegben keresnek kapcsolatokat.
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2.4.1. Ektopikus fotoreceptorok

Mar a nyolcvanas években leirtak egy ektopikusan elhelyezkedd palcika
sejtpopulaciot. Richard Young az ONL rétegtdl elszakadt sejteket talalt egér retinaban,
amelyeket ,,inner rods”-nak (bels6 palcikak) nevezett el (Young 1984). Jelenlétiiket azzal
magyarazza, hogy a terminalis mitozist kovetden, a posztnatalis fejlédés soran az OPL
réteg nem teljesen a palcikak alatt, hanem a palcikak kozott kezd kialakulni, ezért a sejtek
egy részét elzarja az ONL-t61. Megfigyelése szerint a populacio csak a fejlodés alatt van
jelen. A belsé palcikak INL-b6l valo eltinését a centrumban kezd6dé és a periféria felé
tartd, ONL-be torténd visszavandorlassal ¢és a folyamat kozben torténé mérsékelten
eléfordulo apoptozissal magyarazza (Young 1984).

Feltételezhetden ugyanez a populéacio jelenik meg egy masik publikacidban is,
amely a rodopszin antitestek kiilonboz6 jelolési mintazatat mutatja be fejlodo és érett
retindban. A publikacié fotésorozatan jol kivehetdek a fejlédés alatt jelen levd, rodopszin
tartalmu sejtek. A cikk szerzdje nem fokuszal a leirasban az ONL rétegbeli mintazatokon
kiviil es6 jelekre, és az erek jelolésén kiviil nem diszkutalja az eltéved sejtek jelenlétét
sem (Hicks és mtsai 1987).

Elektronmikroszkopos és 5’-nukleoziddz hisztokémiai vizsgéalatok sordn egy
masik modellben, Wistar patkanyban is kimutattak ektopikusan elhelyezkedd retinalis
fotoreceptor sejteket. Az el6z6hoz hasonloan az eltévedt sejtek fejlodés alatt
detektalhatoak az INL-ben, els6sorban horizontalis sejtek kozott, és palcika morfologiat
mutatnak. A sziiletést koveté 10-14. napok kozott a szamuk elkezd csokkenni, és 25 napos
korban mar alig fellelhetéek (Araki és mtsai 1988).

A fent emlitett sejtpopuldcidt egy masik kutatécsoport is kimutatta
immunhisztokémiai vizsgalatokkal. Giinhan és tarsai rodopszin/recoverin kett6s jelolést
alkalmaztak Long Evans patkany retinan. Tanulmanyukban 0-7 napos korokban a
ganglion sejtek kozott detektaltak rodopszin tartalmi sejteket. A latdidegfo atvagasaval
—ami a ganglion sejtek pusztulasat okozza — kizartak, hogy a kérdéses sejtek a ganglion
csokkenést, majd a populacio eltiinését tapasztaltak. A sejtek atmeneti jellegét és gyors

eltiinését a megfeleld szinapszisok hianyanak tulajdonitottak (Giinhan és mtsai 2003).
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Semo ¢és munkatarsai kétféle, ektopikus fotoreceptor populacio megjelenését irtak
le, melyeket CATR-sejteknek neveztek. Elnevezésiik a sejtek altal tartalmazott
fototranszdukcios kaszkad elemeinek nevébdl (cone arrestin, cone transducin, recoverin)
szarmazik. A populacié a GCL rétegben lokalizalodik és a fent emlitett fehérjéken kiviil
S vagy L-opszint is expresszalhat. A tanulmany érint6legesen egy tovabbi
rodopszin/recoverin tartalmi, GCL rétegben elhelyezkedd ektopikus sejttipusrol is
beszamol, amelyet csuklyas patkanyban, Wistar patkanyban és C57bL/6J egérben is
megtalaltak (Semo és mtsai 2007).

A displaced sejttipusokrol — sokféleségiik ellenére is — csak kevés irodalmi adat
all rendelkezésiinkre. A témaban megjelent publikaciok sok esetben csak megemlitik,
vagy sziikos leirdsokat tartalmaznak a sejtekrdl. Mivel ez iddig kevéssé foglalkoztak
részletesen a kiillonbozo ektdpikus sejtpopulaciokkal, ezért nem ismerjiik a funkcidjukat,
jelentdségiiket, illetve eltiinésiik kivaltd okait. Kutatocsoportunk régota foglalkozik a
fotoreceptor sejtekkel és laborunkban nagy hagyoménya van a csap és palcika
morfologiai és fejlodéstani vizsgalatoknak. A szakirodalomi adatok mellett sajat
megfigyeléseink kozben figyelmiinket felkeltette egy a retina fejlédése alatt kiilonleges
modon, ektopikusan elhelyezkedd, rodopszint expresszald, vélhetden fotoreceptor
sejtpopulacio, melyet misplaced rhodopsin positive cell-nek (MRC) neveztiink. A sejtek
kvalitativ és kvantitativ karakterizalasaval szerettiink volna hozzajarulni, hogy teljesebb

képet kapjunk ezekrdl a kiilonleges sejtekrol.

2.5. A retinafejlodés vizsgalo modszerei

A retina fejlédésének tanulmanyozéasara tobbféle vizsgaldé modszer all
rendelkezésre, melyek koziil az egyik legkézenfekvobb megoldas az in vivo fejlodési sor
alkalmazasa. A patkany retina erre azért is kivaloan alkalmas, mert szamos sejttipus a
sziiletést kovetden alakul ki (Rapaport és mtsai 2004). A fejlddési sor olyan retina
preparatumokbol all, amely kiilonb6z6 posztnatalis napon felaldozott allatok retindjabol
késziil. Ezek a retinak a fejlettség kiilonbozo fokat hivatottak bemutatni az adott fajban
vagy bizonyos tipust (pl. csapgazdag vagy palcikadomindns) retindban, €és a retinalis
sejtek megjelenésének idejét, a retina rétegeinek kialakulasat, a sejtek kozotti

szinapszisok 1étrejottét segitik nyomon kovetni in vivo koriilmények kozott.
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A masik modszertani lehetdség, hogy 0jsziilott, vagy bizonyos posztnatalis kora
ragcsalok retinajabol a szoveti integritas fenntartasara torekvo tenyészeteket hozunk 1étre,
amelyeket lehetéség szerint 2-4. hétig, a retina kiilonb6z6 fejlettségi szintjének eléréséig
tartunk fenn. Segitségével a szervezettdl izolalt kornyezetben tanulmanyozhatjuk a retina
kifejlédését az altalunk kivalasztott szempontok szerint. Tovabbi elénye az in vivo
rendszerrel szemben, hogy a tenyészté médium elemeinek, faktorainak megvalasztasaval,

azok retinafejlédésre kifejtett hatasat is kozvetleniil tanulmanyozhatjuk.

2.5.1. A ragcsalo retina in vitro organotipikus tenyésztése

Az in vivo modszerekkel szemben az in vitro kisérletezés lehet6séget nytjt arra,
hogy a szervezet egészébdl kiemelve, annak bonyolult szabalyozasi rendszere nélkiil
vizsgalhassuk a szdvetet. A szervezetbdl torténd izolalds ellenére azonban a tenyészetek
elkészitése és fenntartasa soran elsddleges szempont, hogy a szovetre jellemzd, nagyfokt
rendezettséget mutatd szerkezet megtartasara torekedjiink. Segitségével a szovetet az in
vivo allapothoz kozeli, azonban annak mindenre kiterjedd hormonalis szabalyozasat és
idegrendszeri behatasat mell6z6 allapotaban vizsgalhatjuk. Ezért is fontos megemliteni,
hogy a sejtek in vitro mitkodésérdl nyert informéacid nem extrapolalhato feltétel nélkiil az
intakt szovetre (Kovacs 2012).

Az in vitro retinatenyészetek a szervezetbdl kiemelve, diffuzidval oxigenizalt
rendszerként, a retinara jellemzO szerkezet megtartasaval képesek miikodni. A
tenyészetek késziilhetnek ujsziilott ((PO-P4) Pinzoén-Duarte és mtsai 2000, Arango-
Gonzalez és mtsai 2010) vagy akar felndtt ragcsalok retingjanak (Szabo és mtsai
publikalas alatt) kitiltetésével is. A korai posztnatalis korban kitiltetett ragcsalo retinabol
késziilt tenyészet elénye, hogy hossza élettartamanak koszonhetden akar tobb hétig is

vizsgalhato a retindlis sejttipusok €s szinapszisaik posztnatélis fejlodése.
2.6. A retinalis fotoreceptorok vizsgalata patologias koriilmények kozott
Kutatdsaink soran nemcsak a retinalis fejlodés kiilonb6z0 szakaszait, hanem a

kifejlett  fotoreceptorok  morfologiajat ¢és azok  valtozasat is  vizsgaltuk.

Karakterizalasukhoz jelen tanulmanyban egy olyan beltenyésztett ragesalo fajt
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valasztottunk, amely egy, az egész szervezetre kihaté megbetegedést, a diabetes mellitus

c s ey

2.6.1. A diabetes mellitus rovid attekintése

A diabetes mellitus szisztémas anyagcsere betegség. El6fordulasa vilagméretii
probléma, 2014-ben a WHO adatai szerint 422 millié felndtt ember élt diabéteszes
megbetegedéssel (WHO, Global Reports on Diabetes 2016). A hazai paciensek
diagnosztizalasa és besorolasa az Egészségiligyi Vilagszervezet 1999-ben kozzétett
Kritériumai alapjan torténik (Jermendy és mtsai 2014). A betegség el6fordulasa
hazankban mintegy 6,0-7,0% koz¢ tehetd, vagyis kozponti regiszter hianyaban, becslés
alapjan kb. hat-hétszazezer magyar ember szenved a diabétesz valamilyen formajaban
(Jermendy és mtsai 2014).

A korkép hatterében elsOsorban a szénhidrat anyagcsere rendellenessége all,
mindamellett a zsir- és fehérje metabolizmus is érintett. A betegség patomechanizmusa
alapjan t6bb format kiilonboztethetiink meg. A jelenleg alkalmazott klasszifikacio szerint
1-es tipusu (T1D), 2-es tipusu (T2D), ezenkiviil specialis, valamint terhesség alatt fellépo
diabéteszt (gestatios diabetes mellitus) kiilonboztetiink meg (Jermendy és mtsai 2014).

A T1D Altalaban fiatal korban alakul ki. A betegség autoimmun eredetli és a
Langerhans szigetek B-sejtjeinek fokozatos, teljes és visszafordithatatlan pusztulasat
eredményezi. Ha a B-sejtek tobb, mint a fele elpusztul, a postprandidlis vércukorszint mar
a normoglikémia hatarai f61¢ emelkedik, és csokkent gliikoz tolerancia 1ép fel. Kozben a
glilkoneogenezist €s glikogenolizist szabalyozo glukagont termel6 sejtek felszabadulnak
az inzulin szabalyozasa aldl és gliikdz szintetizalodik, ami tovabb noveli az emelkedett
vércukorszintet. A B-sejtek teljes pusztulasat kovetden a betegség abszolut
inzulinhiannyal jar, amelynek kovetkeztében a paciensek inzulinterapiara szorulnak.

A T2D tiinetszegény lehet kezdetben, és leggyakrabban elhizott egyénekben
fordul eld. A korkép kialakulasanak els6 1épésében a zsirszovetbdl felszabadulo faktorok
(Kahn és mtsai 2006) hatasara szoveti inzulinrezisztencia 1ép fel, ennek kovetkeztében a
sejtek tobbsége inzulin jelenléte mellett sem képes glikoz felvételére. A normal
vércukorszint fenntartasa érdekében az inzulinszekrécid fokozodik (hiperinzulinémia),

amely végiil a B-sejtek kimeriiléséhez, majd pusztulasahoz vezet (Zaccardi és mtsai 2015),
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¢s az anyagcsere kontrollhoz inzulin adagolésa valhat sziikségessé (Jermendy és mtsai
2014). igy a korkép korabbi elnevezése — nem inzulinfiiggd diabetes mellitus — nem
teljesen helytallo.

A cukorbetegség szamos makro- és mikroangiopatias szovédménnyel jarhat
egyiitt, mint példaul a diabéteszes retinopatia (Antonetti és mtsai 2012, Shin és mtsai
2014), diabéteszes nefropatia, diabéteszes neuropatia és kardiovaszkularis szovodmények

(Fowler 2008).

2.6.2. A diabéteszes retinopatia

A diabéteszes betegek koriilbeliil egyharmadat érintd sz6védmény a DR, melynek
legsulyosabb formai latasvesztéshez is vezethetnek (Cho és mtsai 2013). A T2D kezdeti
fazisara jellemzé  hiperglikémias allapot  kiillonboz6  glikaciés  végtermékek
felszaporodasat, oxidativ stresszt (Lorenzi 2007) és gyulladast valt ki (Shin és mtsai 2014).
Ezek a metabolikus valtozasok kezdetben klinikailag nem detektalhatd vaszkularis
diszfunkciohoz (Hammes 2005), példaul a vér-retina gatat felépitd, erek falat alkoto
endothel sejtek, pericitak és asztrocitak karosodasahoz (Antonetti és mtsai 2012, Shin ¢és
mtsai 2014) és ezaltal acellularis kapillarisok (Behl és mtsai 2008) megjelenéséhez
vezetnek. Ezek az elvaltozasok az erek permeabilitasanak megvaltozasat (Shin és mtsai
2014), 6déma (Ramadan 2007), mikroaneurizmak és érajdonképzddés kialakulasat
okozzék a retinaban (Tomlinson és Gardiner 2004, Shin és mtsai 2014), amelyek a rutin
szemészeti diagnosztika szdmara is detektalhato jelek. A legstlyosabb esetben az érfal
meggyengiilésébdl kovetkezd vérzés indulhat meg. A vérzések a retina levalasat
okozhatjak, emellett szamos tovabbi, a bulbust, a jarulékos szerveket és kozponti
idegrendszeri apparatust érint6 szovédménnyel (nyilt és zart zugh glaukoéma, katarakta,
ischémias optikus neuropatia stb.) jarhatnak egyiitt a DR-ben (Egészségiigyi
Minisztérium szakmai protokollja 2007).

A DR szemészeti kezelésére ajanlott protokollok (pl. panretinalis 1ézerkezelés,
intravitrealis injekciok...) a klinikailag kimutathat6 vaszkularis elvaltozasokon alapulnak.
Ugyanakkor tudjuk, hogy a szemészetileg detektalhatdé vaszkulopatia kialakulasa el6tt
bizonyos funkcionalis eltérések mar mérhetdek, bar a rutin szemészeti gyakorlatnak ez

nem képezi részét a diabéteszes betegek vizsgalatakor, részben a tesztek szubjektivitasa,
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részben pedig a terdpids konzekvencia hianya miatt. Tehat a rutin szemorvoslasi
gyakorlatban a cukorbetegség diagndzisat kovetden nem vizsgaljak, mégis szamos
funkcionalis eltérés detektalhato mar a klinikailag kimutathato retinopatia kialakulasa
elott. Ilyenek példaul az elektrofizioldgiai eltérések, kiillondsképpen a sotét adaptalt
latasban megfigyelhet6 eltérések, amelyek a palcika rendszer érintettségére utalnak (Luu
¢és mtsai 2010). A szinlatas (Shoji és mtsai 2011) és kontrasztérzékenység zavara (Aung
és mtsai 2013) is gyakran megjelenik a diabétesz korai szakaszaban. A jelenség
hatterében szubklinikus vaszkularis eltérések, illetve a retina degeneracioja (Shin és mtsai
2013, Kern 2017) is allhat, amely mar joval a vaszkularis korfolyamatok megjelenése
elott megkezdddhet. Ilyen neuralis degeneraciora utald jeleket (pl. apoptdzis) tobb
allatmodellben és humdn posztmortem retindban is megfigyeltek (Barber és mtsai 1998,
Szabadfi és mtsai, 2014, Enzsély ¢és mtsai 2014, Enzsély és mtsai, 2015, Hammoum és

mtsai 2017).

2.6.3. A diabétesz kovetkeztében kialakulé neuralis elvaltozasok

Laboratériumunkban atfogd tanulmany késziilt, a sztreptozotocin okozta, T1D
modell korai (12 héttel a sztreptozotocin kezelést kovetden) neuralis elvaltozasairol,
amely alatt a klinikailag detektalhatd vaszkularis szovodményeket megel6z6 allapotot
értjiilk. A kisérletek azt igazoltak, hogy bar szamottevd sejthalal és a retinavastagsag
valtozasa még nem torténik, az egyes sejttipusokat tekintve mar ekkor szamos patoldgias
folyamat detektalhato. Ilyenek példaul a palcikak valtozasa, amely soran a kiiltagokban a
membran korongok degeneralddnak, a kiiltagok egyértelmiien rendezetlenné valnak, a
fiziologias korlilmények kozott szabalyos kiiltag-beltag hatar elmosddotta valik. Az M-
korai diabéteszben, illetve a fejlodo retindra jellemzd dudlis csapok jelennek meg. A
fotoreceptorokkal szoros funkcionalis kapcsolatban allo RPE is karosodott: vastagsaga,
endoplazmatikus retikulum tartalma és a fotopigment regeneralédasban szerepet jatszo,
RPEG65 fehérje tartalma is csokkenést mutatott (Enzsoly és mtsai 2014).

Bar napjainkban egyre tobb T2D modell ismert (King 2012, Lai és Lo 2013), a
diabétesz neuralis elvaltozasanak tanulmanyozasa eddig foként a konnyebben

hozzaférheto és egyszeriibben indukalhatéo T1D modellekre (King és mtsai 2012) terjed
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ki. A T1D-t leggyakrabban a B-sejteket szelektiven pusztitd, streptozotocin (STZ)
intraperitonealis injekciojaval indukaljak (Rossini €s mtsai 1977). Az STZ-indukalta
modell a cukorbetegség és szovodményeinek kutatdsaban altalanosan elfogadott és
messzemenokig elterjedt. Eldénye, hogy a moddszer segitségével konnyen ¢&s
koltségkimélden hozhatunk 1étre diabéteszes allatmodellt. Hatranya azonban, hogy nem
zarhat6 ki az STZ okozta szoveti toxicitas egyértelmiien (Lee és mtsai 2010), illetve
Osszehasonlitd tanulmany hianydban a T2D-ben bekovetkezd valtozasokra nincs
extrapolacios lehetdség. A betegek dontd tobbsége (az esetek 90%-a) azonban T2D-ben
szenved (Jermendy és mtsai 2014), ahol a betegség korai stadiuma a T1D-t6] eltéréen
zajlik. A T1D-t koran abszolut inzulinhiany jellemzi. A B-sejtek pusztulasat kovetden,
STZ éllatmodellben mar egy nappal az indukcid utan 20mmol/l feletti a vércukorszint.
Ezzel szemben a T2D-ben kezdetben megndvekedett inzulinszekrécid a jellemzd. Az
inzulinszintek valtozasai tehat eltéréek, igy a vércukorszintek is kiilonbozoképpen
alakulnak a két tipusban. A T1D-ben gyorsan emelkedik, és tartdbsan magas marad, mig a
T2D-ben a vércukorszint novekedésére csak a B-sejtek kimeriilése utan kertil sor. Ha a
T2D metabolikus szindroma részeként van jelen, akkor az inzulinrezisztencia €s a
hiperinzulinémia mellé érelmeszesedés, magas vérnyomas, a vér lipidszintjeinek
valtozasa is tarsulhat. A két tipus kozotti kiilonbségek eltéréseket okozhatnak a
szOvOdmények kialakuldsaban, ezért vizsgalataink sordn kifejezetten egy a T2D-t
modellezd patkany torzssel dolgoztunk. T2D modellekben ezidaig atfogd szdvettani
vizsgalat még nem késziilt, a hasonld6 metodika pedig lehetdséget nyljt arra, hogy

eredményeineket a mar ismertetett T1D modellel is parhuzamba vonjuk.

2.6.4. A T2D modellje: Zucker Diabetic Fatty rat (ZDF)

A szakirodalomban szamos példat talalunk T2D modellre, mint példaul az
OLETF, SDT patkany (Lai és Lo 2013), melyek k6zos jellemzéje, hogy korképiikben
hiperglikémiahoz vezetd részleges vagy teljes inzulinhiany all fenn. A T2D modellallatai
inzulinrezisztensek és a hasnyalmirigy inzulintermelésért felelés B-sejtjei hibasan
miikodhetnek. A legtobb modellnél jelen van az elhizas is, ami a korkép kialakulasanak

egyik legfontosabb tényezdje. Az elhizas létrejohet spontan mutacid vagy genetikai
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manipulacié eredményeképpen is, amely a legtobb esetben a jollakottsagért felelds leptin

Az altalunk vizsgalt T2D modell a Zucker Diabetic Fatty patkany. A T2D az
allatmodell him egyedeiben, 8-10 hetes korban a leptin receptort érinté mutacié mellett
(Phillips és mtsai 1996) egy, a hasnyalmirigy B-sejtjeit érintd, €z idaig azonositatlan
transzkripcids defektus kovetkeztében jon 1étre (Peterson és mtsai 1990, review: King
2012, Wang és mtsai 2014). A leptin receptor mutaciora nézve homozigota recessziv,
ZDF™® patkanyok elhiznak, glikozildlt hemoglobin, szabad zsirsav, triglicerid és
koleszterin szintjilk szignifikansan magasabb kontroll tarsaikhoz képest, vércukor
szintjlik a sziiletést kovetd 12. héttdl tartdbsan magas (Peterson és mtsai 1990, Sparks ¢és
mtsai 1998). Két honappal kés6bb a fokozott B-sejt pusztulas (Finegood és mtsai 2001)
kovetkeztében az inzulintermelésiik is lecsokken (Sparks és mtsai 1998), a betegség
lefolyésa hasonlit a human T2D patomechanizmusara. Az allatmodell kontroll csoportja
(ZDF lean) a génmutéaciéra nézve homozigéta dominans (ZDF™¥) vagy heterozigota
(ZDFF¥™) &s nem mutatja a diabétesz jeleit.

A T2D patomechanizmusdbdl kdvetkezden a betegség kezdeti szakaszara a T1D-
vel ellentétben megnovekedett inzulinszint jellemz6. Az inzulin szdmos, apoptdzissal
kapcsolatos faktort szabalyoz, valamint a k&zponti idegrendszer neuronjai szamara
tulélési faktort jelent fiziologias koriilmények kozott (Yi 2005, Rajala és mtsai 2013).
Szamos fajban (szarvasmarha, majom, patkany, ember) a fotoreceptorok is expresszalnak
inzulin receptort (Havrankova és mtsai 1978, Rajala és mtsai 2013, Rajala és mtsai 2010).
Feltételezhetd, hogy a receptoron keresztiill kozvetitett jelatvitel megvédheti a
fotoreceptor sejteket a megvaltozott cukormetabolizmus okozta karosodastol. A T2D-ben
fellépd kezdeti hiperinzulinémia miatt a diabétesz okozta neurodegeneracié mértéke az
STZ-indukalta T1D modellben kialakuld karosodasoknal enyhébb lehet, és esetleg

kiilonbozhetnek az érintett sejttipusok is.
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3. CELKITUZES

Doktori munkam célja a retinalis fotoreceptorok tobb aspektusbdl torténd
tanulmanyozasa volt. Egyrészrdl a fejlodoé retindban eléfordulo, kiilonleges, ONL rétegen
kiviil elhelyezkedd, rodopszin tartalmu sejtpopulaciot, az MRC-ket vizsgaltam.
Disszertaciom masik felében pedig az érett fotoreceptorok keriiltek a fokuszpontba. Ezen
beliil a csapok ¢és palcikdk egy, a retinat érintd diabétesz hatidsara bekovetkezod,
morfologiai valtozasanak leirasat tiiztem ki célul.

Az MRC populacio sejtjeit tekintve csak sziikdsen allnak rendelkezésiinkre
irodalmi adatok. Az ektopikus rodopszin pozitiv sejteket a szakirodalom csak emlités
szintjén targyalja, bar jelenlétiik az in vivo és in vitro retinaban is egyértelmii. Célul tiiztiik
Ki, hogy ezt a sejtpopulaciot els6ként karakterizaljuk négy kiilonb6z6 tipust ragesald
retindjaban a kovetkezo kvantitativ és kvalitativ szempontok alapjan:

e aretina fejlddése soran mikor jelennek meg a rodopszin pozitiv sejtek, meddig
maradnak fenn és mikor detektalhatoak utoljara,

e tartalmaznak-e tovabbi opszin tipusokat, fototranszdukcios kaszkad elemeket,
illetve 1étesitenek-e szinaptikus kapcsolatokat,

e milyen mas a retinara vonatkozo markereket expresszalnak,

e milyen koriilmények vezetnek a sejtek eltlinéséhez,

o megfigyelhetk-e felndtt retinaban is?

Vizsgalataink masik felében a fotoreceptor sejtek valtozasait vizsgaltuk egy olyan
ragcsalo modellben, amely bizonyitottan jol modellezi korunk egyik sulyos
népbetegségét, a 2-es tipust diabetes mellitust. A korkép szemészeti szovodményét, a
DR-t a szem vaszkularis elemeinek karosoddsa alapjan diagnosztizaljak. A
szakirodalomban elérhetd publikaciok tobbsége ezért a vaszkularis elvaltozasokat
targyalja. Az elmult évtizedekben azonban eldtérbe keriilt a betegség kovetkeztében
felléepd neurodegeneraciés folyamatok morfologiai és fiziologiai kutatdsa is.
Kutatomunkank soran ebben az iranyban haladtunk és a fotoreceptor sejtek (€s a szorosan
Vizsgalatainkban a kovetkezd kérdésekre koncentraltunk:

e viltozik-e az allatok retindjdnak vastagsaga,
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e apoptotizalnak-e a fotoreceptor sejtek,
e hogyan valtozik a fotoreceptor sejtek morfologidja,
e valtozik-e az opszintartalmuk ¢és a fototranszdukcios kaszkad fehérjék

expresszioja,

miként alakul a csap- és a palcikahiively morfologidja.

Adatainkat Gsszehasonlitottuk T1D modellen hasonlé metodikaval végzett
vizsgalatokkal, hogy megtudjuk van-e kiilonbség a kétféle diabétesz indukcidja kozott:
mely fotoreceptorok illetve egyéb mas neuralis elemek és milyen mértékében érintettek a

kiilonb6z6 tipusokban?
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4. MODSZEREK

4.1. Kisérleti modellek és mintael6készités

Az allatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga és
a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal hatosaga hagyta jova (llatkisérleti engedély
szama: 22.1/1068/3/2010, 22.1/1162/3/2010). A kisérletek soran az Association for
Research in Vision and Ophthalmology, Statement for the Use of Animals in Ophthalmic
and Vision Research
(http://www.arvo.org/About_ ARVO/Policies/Statement_for_the Use_of Animals_in_
Ophthalmic_and_Visual Research/) altal megfogalmazott, allatkisérletekre vonatkozo

ajanlasait kovettiik.

4.1.1. In vivo fejlédési sor

In vivo kisérleteinket a kovetkezd ragesald allatfajokon végeztiik: Sprague-
Dawley patkany, sziriai aranyhorcsog, C57bl egér (Charles River Laboratories Hungary,
Isaszeg, Magyarorszag) és szibériai torpehorcsog (helyi tenyésztok). Az allatok tartasa
standard laboratoriumi koriilmények kozott tortént, 12/12 ora sotét-vilagos periddusban,
korlatlan taplalék- és vizfogyasztas mellett. Kisérleteinkhez az allatokat ketamin
narkozissal, legalabb n=4 esetszamban, kiilonb6z6 életkorokban aldoztuk fel: P4, P7, P10,
P14, P18, P21, P24 és P28 életkorokban patkany esetén, P7, P10, P14 a tobbi faj esetén,
ahol PO a sziiletés napjat jelenti (P=posztnatalis).

A szemeket enukledltuk, a szaruhartyat, lencsét, livegtestet eltavolitottuk, fixalast
kovetden (4% paraformaldehid (PFA), 0,1 M foszfat pufferben oldva (PB, pH 7.4), 4 °C,
2 oran keresztiil) a szemserlegeket PB-vel kimostuk, és a sejtek krioprotekcioja érdekében
egy ¢éjszakara 4 °C-on, 30% toménységii, PB-ben oldott szachar6z oldatban inkubaltuk.
A szemserlegeket a fagyasztva metszéshez beagyaztuk (Shandon Cryomatrix embedding
matrix, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és meghatarozott vastagsagi (15

um) vertikalis metszeteket készitettiink, amelyeket zselatinos targylemezekre vettiik fel.
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4.1.2. In vitro, organotipikus retinatenyészetek

A retinatenyészeteket Pinzon-Duarte és munkatarsai altal leirt protokollt (Pinzén-
Duarte és mtsai 2000) alapul véve, kis modositasokkal készitettiik el PO-P4, fejlodo
patkédny retindbdl, csiramentes koriilmények kozott, steril eszkozokkel. Az allatok
eutanazidja cervikalis diszlokdcioval tortént, melyet gyors dekapitacio kdvetett. Ezutan a
szemeket enuklealtuk, majd a bulbusokat 20 percig proteinaz K oldatban (0,5%, Sigma-
Aldrich Kft, Budapest, Magyaroszag), 37 °C-0s termosztatban inkubaltuk. Ezt kovetéen
az enzimaktivitas leallitasa érdekében maximum 2 percre 10%-os fotalis borju szérumot
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és 90% preparalo tapot (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM:F12) tapok 1:1 aranya
keveréke; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) tartalmazé oldatba helyeztiik.
A preparal¢ talat jéggel hitottiik. A proteinaz emésztés alkalmazasa lehetdvé tette, hogy
elészor a sclerat és choroideat, majd pedig a lencsét és tivegtestet steril csipesz
segitségével eltavolithassuk, de a pigmenthdm a retinan maradt. A retindkon a
természetes gorbiilet kiegyenesitése céljabol négy helyen metszést ejtettiink. A retinakat
ezutan Szemipermeabilis tenyészté membranra (Corning Life Sciences, Lowell, MA,
USA) teritettiik Ki. A tapot kipipettaztuk, a retina igy a fotoreceptorok/RPE rétegével
lefelé egyenletesen a membran felszinére simult. A membrant steril plate-re helyeztiik és
a membran alatti teret 1 ml tenyésztdi tappal toltottik meg (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM:F12) tapok 1:1 aranyu keveréke; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), melyet szénhidratok, hormonok, aminosavak és
vitaminok keverékével egészitettiik ki. A kiegészitd anyagok teljes listaja a kovetkezd
cikkben olvashat6: Arango-Gonzalez és mtsai 2010. A tap a retinakat a tenyésztés soran
nedvesen tartja, ugyanakkor nem fedi be. A tenyészeteket a kisérlet teljes ideje alatt 5%
CO»-dal és 100% paratartalommal dusitott termosztatban tartottuk. A retinatenyészeteket
a kitiltetést kovetd masodik hét végéig tartottuk fenn, a kitiltetést kovetd napon, majd
kétnaponta tapot cseréltiink (Pinzon-Duarte és mtsai 2000; Arango-Gonzalez és mtsai
2010). A tenyésztést kovetden a retinakat 4%-0s PFA oldattal fixaltuk. A felesleges
fixalot 0,1 M-os PB-vel eltavolitottuk, majd az in vivo kisérletekben leirtak szerint a
tovabbiakban krioprotekciot végeztiink és az ezutan beagyazott retinakbol fagyasztva 10-

20 um vastag szeleteket készitettiink.
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4.1.3. A T2D allatmodell

A diabéteszes és a ZDF lean kontroll (n=8) allatok (Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Németorszag) tartasat hathetes kortdl, standard laboratoriumi koriilmények
kozott, a Véarosmajori Sziv-és Ergyogyaszati Klinika Kisérleti Kutaté Laboratériuma
végezte, Dr. Radovits Tamas iranyitasaval. Az allatok taplalasa specialis diétaval tortént
(Purina 5008), vizet ad libitum kaptak. Vércukorszintjiik ellenérzésére a 7. héttol otheti
rendszerességgel kertilt sor a farok vénabol vett egy csepp vérbdl, digitalis glucometerrel
és megfeleld tesztcsikkal (Accu-Chek® Sensor, Roche Inc., Mannheim, Németorszag).
Testsulyukat az anesztéziat megel6z6en lemérték. Az anesztéziat az allatok 32 hetes
koraban izoflurannal (3-5% ¢és 1.5-3%) végezték el és tartottak fenn. Az allatokat
heparinos fiziologias so6oldattal perfundaltak, majd dekapitaltak. Az enukleacié kovetden
a beagyazast és fagyasztva metszést — az "In vivo fejlédési sor" c. fejezetben leirtak

szerint — kutatocsoportunk végezte el.

4.2. Morfolégiai vizsgalatok

4.2.1. Immunhisztokémiai és lektinhisztokémiai vizsgalati modszerek

A nem specifikus kotohelyeket az immunhisztokémiai vizsgélat elétt minden
metszeten 1%-os marha szérum albuminnal (BSA) blokkoltuk, amelyet 0,4% Triton-
X100-at (Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) tartalmaz6é 0,1 M foszfat
pufferben (PBS, pH 7.4) oldottunk. A metszeteket el6szor a blokkold oldatban oldott
monoklonalis/poliklonalis primer antitesttel egy éjszakan at, 4 °C-on inkubaltuk. A
bekdtddott primer antitesteket fajspecifikus Alexa-konjugalt szekunder antitesttel (Alexa-
488, Alexa-594, 1:200, 2 6ra, szobahdn; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
tettiik lathatova. A lektineket biotinilalt valtozatban hasznaltuk, a metszeteket két oran at
szobahén inkubaltuk, majd streptavidin-konjugalt szekunder antitesttel (Alexa 594;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 1:200, 2 6ran keresztiil, szobahdn)

mutattuk ki. A negativ kontrollként szolgalé metszeteken az elsddleges antitesttel torténd
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inkubalast kihagytuk. A sejtmagokat 4,6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI, Sigma-
Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) jeloltiik.

4.2.1.1. A fejlodéstani kisérletekben alkalmazott ellenanyagok

Az in vivo kisérletek soran f6 célunk a retina 6sszes rétegében fellelhetd rodopszin
meghatarozasahoz kiilonboz6 antitesteket hasznaltunk, amelyeket a rodopszin fehérje N-
(R215, anti-rodopszin (AQ)) vagy C-terminalisa (K57-142, Rho 1D4) ellen termeltettek.
A rodopszin tartalmu sejtek detektalasat mind a négy ragesald fajon, a sejtspecifikus
markerekkel tortént kett6s jeloléseket in vivo patkany modellen kiviteleztiik.

Hogy meghatarozhassuk, hogy a sejtek milyen tovabbi fehérjéket tartalmaznak,
kolokalizacids vizsgalatokat végeztiink: a rodopszin antitesteket kiilonbozo retinalis
sejttipusra specifikus antitesttel kombinacioban alkalmaztuk. Els6ként a rodopszintol
eltérd tipusu opszin receptorok jelenlétét vizsgaltuk a sejtpopulacidban. Az S- és M-
csapra jellemz6 opszinokat két, a laboratoriumunkban készitett antitesttel (OS-2 és COS-
1), illetve két kereskedelmi forgalomban elérhetd csap specifikus antitesttel (AB5407 és
AB5405) detektaltuk. A melanopszin fehérjét egy poliklonalis ellenanyaggal jeloltiik. A
bipolaris sejtekben torténd kolokalizacié lehetdségét a PKC-a és recoverin antitestekkel
vizsgaltuk. A horizontalis Gtvonal sejttipusai koziil a horizontalis sejteket a calbindin, a
kiilonbo6z6 tipust amakrin sejteket pedig calretinin, parvalbumin és tirozin hidroxilaz
antitestek segitségével detektaltuk. A vimentin és ED-1 antitesteket a Miiller glia illetve
a mikroglia/makrofag sejtvonalak azonositasara alkalmaztuk. A ganglion sejtek egyik

A rodopszin tartalmu sejtek kolokalizacios vizsgalatait a fotoreceptorok
jelatvitelében szerepet jatszo fehérjék elemzeésével folytattuk. Az aktivacio fazisban a rod
transducin, az inaktivacios fazisban pedig a rodopszin kinaz, csap és palcika arrestinek
jelenlétét vizsgaltuk.

A sejtek lehetséges Szinapszisainak vizsgalatahoz az AO antitestet anti-
szinaptofizin antitesttel parositottuk.

A szovettenyészetek vizsgalata soran a rodopszin fehérjét AO antitesttel mutattuk

ki. Az alkalmazott markerek részletes dsszefoglalasat az 1. Tablazat tartalmazza.

36



4.2.1.2. ZDF allatmodellen végzett kisérletek soran alkalmazott ellenanyagok

A ZDF modell retindin a csap ¢és palcika fotoreceptorok morfologiai ¢és
morfometriai valtozasait vizsgaltuk. A vizsgalat soran az S-és M-csaptipusokat az OS-2
¢s AB5405 antitestekkel, a palcika fotoreceptorokat pedig AO antitesttel azonositottuk.
A palcika és csap sejtek koriil azonosithato interfotoreceptor matrix jeldlése a WGA és
PNA lektinekkel tortént. A csap ¢és palcika sejtek funkcidjanak vizsgalata a
fototranszdukcids kaszkad elemeinek (rod és cone arrestin, rod transducin) detektalasaval
tortént. A fotoreceptorokkal szoros funkcionalis kapcsolatban all6 pigmentham valtozasat
az RPE65 enzim ellen termeltetett antitesttel kovettiikk nyomon.

A kisérlet soran felhasznalt antitestek és lektinek részletes jellemzését az 1. és 2.

Tablazat tartalmazza.
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1. Tablazat Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran alkalmazott antitestek és
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2. Tablazat A hisztokémiai vizsgalatok soran alkalmazott lektinek és jellemzoik.
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4.2.2. Fluoreszcens mikroszkdpia

Az MRC-k tanulmanyozasa soran a metszetekrdl az Eclipse E800 mikroszkoppal
(Nikon, Tokid, Japan) és a hozza kapcsolodd Bio-Rad Radiance 2100 Rainbow Confocal
Laser Scanning System (Carl Zeiss Technika, Hungary) rendszerrel, a LaserSharp 2000
6.0 szoftver segitségével készitettiink képeket. A ZDF allatok retinajarol késziilt
mikroszkopos képeket pedig a Zeiss LSM 780 Confocal System segitségével Zeiss Axio
Imager upright mikroszkoppal és Zen 2012 software (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)
segitségével készitettiik el. A képet Adobe Photoshop 7.0 (San Diego, CA, USA)
programmal, kizarolag a fényerd/kontraszt aranyat minimalisan valtoztatva hoztuk végsé

formaba.

4.3. Apoptozis vizsgalata

Az apoptotikus sejtek meghatarozasa metszeten a fejlédéstani kisérletekben a
piknotikusnak itélt sejtmagmorfologia alapjan tortént, amely elég érzékeny modszernek
bizonyult az apoptotikus MRC-k szamolasara. A programozott sejthalal vizsgalatanak
masik modszere a Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL, In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein; Roche Diagnostics, Mannheim,
Németorszag), amelyet az in vivo fejlédéstani kisérletekben és a diabéteszes allatok
retindjan is alkalmaztunk. Az esszé segitségével apoptozis vizsgalatot végeztiik P07, P10,
P14, P18, P21 és P28 Spraque-Dawley patkany retinakon, valamint a ZDF paktany
retindkon (n=4, allatonként 4 metszet) a gyarto eldirasa szerint. A pozitiv kontrollként
felhasznalt retinan DN4z emésztést végeztiink, mig az aspecifikus pozitiv jelek kisziirése
érdekében negativ kontrollt készitettiink. Ebben az esetben a jelolést a terminalis

transzferaz enzim alkalmazasa nélkil készitettik el.



4.4. Sejtszamolas és kvantitativ analizis

A statisztikai analizis elkészitéséhez az R Statistical Program (R Core Team 2014)
szoftvert vettiik igénybe. Mind az in vivo, mind a T2D allatmodellekkel végzett kisérletek

esetében p<0,005 értéket vettiink figyelembe.

4.4.1. In vivo kisérletekben végzett sejtszamolas

A sejtek kvantitativ analizisét P7, P10, P14, P18, P21 és P28 életkoru patkany
retindkon végeztik (n=3 allatszammal és allatonként 4 metszeten). Ahhoz, hogy
meghatarozhassuk a MRC-k hozzavetdleges szamat az egyes korokban, 15 pm vastag,
vertikalis, a nervus opticuson athaladé centralis metszeteken szamoltunk manualisan. A
nervus opticustdl superior és inferior iranyban 200 pum tavolsagra, konfokalis
mikroszkoppal egy-egy 460 um hosszisagu teriiletet atfogd fotot készitettiink, amelynek
tobb egymast kovetd sikjarol késziilt képeket a szamolashoz egybeejtettiik. Vizsgalataink
a kovetkez6 paraméterekre tértek ki:

e az MRC-knek az 4sszes rodopszin pozitiv sejthez képest viszonyitott szazalékos
eléfordulasara, a rodopszin immuncitokémiai jel6lés alapjan,

e az apoptotikus MRC-k szamara és

e az apoptotikus MRC-knek az 6sszes MRC-hez viszonyitott szazalékos aranyara

¢letkoronként, melyhez pedig a jol felismerhetd piknotikus sejtmagalak és a

rodopszin immuncitokémiai jeldlés szolgalt alapul.

Eldszor az adatsorok normalitasat ellendriztiik a kis esetszamot figyelembe véve
Shapiro-Wilk’s teszttel. Normal eloszlas esetén (apoptotikus MRC-k szama) egy
szempontos varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, a csoportok kozotti kiilonbséget
pedig Tukey’s post hoc testtel teszteltiik. Nem normal eloszlas esetén pedig (MRC
szazalékos eloszlasa) Kruskal-Wallis probaval €s Tamhane’s post hoc testtel allapitottuk

meg a csoportok kozotti kiilonbséget.
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4.4.2. ZDF allatmodellben végzett sejtszamolas

A sejtszamolast 20 um vastag vertikalis metszeteken (N=4 metszet szemenként)
végeztiik, amelyeket diabéteszes (n=4) és lean kontroll (n=4) patkanyokbol készitettiink.
A sejtszdmolashoz a fejlédéstani kisérletekhez hasonléan konzekvensen a nervus
opticuson athaladdé metszeteket vettiink alapul. Az M-csap sejteket ON-t6l superior és
inferior iranyban, 350 pum hosszsagu centralis, kozépperiférias és periférias (ON
kozvetlen kdzelében, 875 um és 1925 um tavolsagra a ON-tél) teriileteken szamoltuk. A
teststily valtozasanak analizalasa soran az adatsorok normalitasat Shapiro-Wilk's teszttel
végeztiik el, a szérasok Osszehasonlitdsa pedig F-teszttel tortént. A vércukorszintek
valtozasanak statisztikajat ismételt méréses, tobbszempontos ANOVA-val végeztiik. A
retina rétegvastagsagainak (OLM-ILM tavolsag és ONL vastagsag) mérését és az ONL
réteg sejtszam valtozasat a ON-t6l 250 um, 500 pm és 4000 um tavolsagban végeztiikk
mind az als6-, mind a felsé retinafélen. Az eredményeket tobbszempontos ANOVA

segitségével és Bonferroni post hoc teszttel hasonlitottuk Gssze.
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5. EREDMENYEK

5.1 Ektopikus fotoreceptorok a ragesalé retinaban

5.1.1. Ektopikus rodopszin pozitiv sejtek in vitro organotipikus retinatenyészetben

Az in vitro kisérletek eredményeinek ismertetéséhez sziikséges elmondani, hogy
a kisérletet az eredeti célkitlizéseink szerint a csapok fejlédésére hatd faktorok
vizsgalatara terveztiik és készitettiik el. A vizsgalataink kdzben azonban felfigyeltiink
olyan rodopszin pozitiv sejtekre, amelyek nem az ONL rétegében, hanem az INL vagy
GCL rétegekben helyezkednek el (4. abra). Szerettik volna megvizsgalni, hogy a
sejtpopulacido a tenyésztés melléktermékeként van-e jelen, esetleg génexpresszids
valtozas bekovetkeztét jelzik a tenyésztés soran vagy egy talan fontos rodopszin pozitiv
sejtpopulaciot, palcika altipust képvisel. Nem zarhattuk ki azt sem, hogy a sejtek a
rodopszin immunhisztokémia aspecifikus reakcidjanak manifesztacioi. A sejtek
1étezésének bizonyitdsara vagy elvetésére, eléforduldsuk gyakorisdgara, morfologidjuk

vizsgélatara a tovabbiakban in vivo allatmodellek retindjat alkalmaztuk.
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4. abra Ektopikusan elhelyezkedd rodopszin pozitiv sejtek (nyilak) ujsziilott, két hétig
tenyésztett in vitro organotipikus retinatenyészetben, anti-rodopszin

immunhisztokémiaval. Aranymerték: 20 um.

5.1.2. Ektopikus rodopszin pozitiv sejtek a fejlédo ragesalé retinaban

Szakirodalmi adatokkal megegyezd rodopszin expressziot figyeltiink meg fejléddo
ragcsalo retinaban (Morrow és mtsai 1998, Morrow és mtsai 1998, Sz¢l és mtsai 2000).
Az elsé mintavétel a sziiletést kdvetd 4. napon tortént, ettdl kezdédden vizsgaltuk a
rodopszin expresszio fokozatos novekedését a retinakban. A fehérje kifejezodése elszor
a sejttestben, a 7. naptol pedig a formalodo kiiltagban volt megfigyelhetd. Az allatok
retindjaban a rodopszin ismert expresszios mintazata mellett egy masik, rodopszint
expresszald, de az INL és a GCL rétegekben elhelyezkedd sejtcsoportot detektaltunk a

fejlédés korai stadiumaiban mind a négy vizsgalt fajban (5. abra).
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5. abra FEktopikusan elhelyezkedd, rodopszin pozitiv sejtek (MRC) az INL és GCL

rétegekben kiilonbozo ragesdlo dllatok retindjaban. A metszetek P14  sziriai
aranyhorcsog (a), szibérial térpehorcsog (b) és C57bl egeér (c) retindjabol késziiltek.
Néhany MRC-t nyillal jeloltiink. ONL: kiils6 magvas réteg, INL: belso magvas réteg,
GCL: ganglion sejtek rétege. Aranymérték: 50 um.

A sejtpopulacid6 a laboratoriumunkban eléallitott AO antitesttel, mas
laboratoriumok altal kifejlesztett antitestekkel (K57-142, R2-15) és egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 (RholD4) ellenanyaggal is egyforman detektalhatonak bizonyult.
Az antitesteket részben a fehérje C- (K57-142, Rho1D4), részben pedig az N-terminalisa
ellen (R2-15) termeltették, mig a bovin rodopszin ellen termeltetett poliklonalis AO is
szinte kizardlag az N-terminalisra volt specifikus. Ezek szerint egy nem-specifikus
antigén-antitestkotodés lehetdsége is kizarhatdo volt. Morfologiajukat tekintve, az
ektopikus sejtek nem mutattak hasonlosagot az ONL rétegébe rendezddo, regularis
palcika fotoreceptorokkal. Alakjuk a lokalizaciotol fiiggéen az INL-ben elhelyezkedd
bipolaris és amakrin, valamint a GCL rétegben talalhat6 displaced amakrin sejtek és
kiiltagjahoz hasonlo struktura, vagy kezdetleges kiiltagszerii képzédmény pedig csak

nagyon ritkan, elenyész6 esetben volt azonosithato a sejteken (6. abra, d).
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6. abra Az MRC-k (ektopikus rodopszin pozitiv sejt) leggyakoribb morfologiai varidacioi

patkany retindaban. Az anti-rodopszin antitesttel jelélt MRC-K alakja gyakran emlékeztet
a belso retindlis rétegek sejttipusainak alakjaira. A képen bipolaris (a), amakrin (b) és
ganglion sejthez hasonlo alakot (c) kiilonbéoztethetiink meg. Kiiltagszerii képzédmény (d,
nyil) csak ritkan detektalhato. A (b, c) retindk képei P4 és P7 életkorokbol, az (a) és (d)
retindk képei pedig P14 életkorokbdl szarmaznak. ONL: kiilsé magvas réteg, INL. belsé
magvas réteg, IPL: belso plexiform réteg, GCL: ganglion sejtek rétege. Aranymérték: 20

um,

A sejteket a sziiletést kovetd 4. napon detektaltuk el6szor. Ebben a korban az ONL
¢és INL rétegek még nem kiiloniiltek el egymastol, helyettiikk egy egységes neuroblaszt
réteg figyelhetd meg. Ebbdl kovetkezik, hogy csak a GCL-ben elhelyezked6 ektopikus
sejtek kiilonithetdek el egyértelmiien. Megjelenésiik idobeli sorrendje a retina fejlodésére
jellemz6 centro-periferialis iranyt koveti. A 7. naptol kezdédéen mar jol azonosithatoak
az INL rétegben fejlédé MRC-K is. Legnagyobb szamban a P14 életkorban fordulnak el6.
Szamuk P18-t6] csokkend tendenciat mutat, P21 életkorban pedig mar jelentsen

lecsokken (7. abra).
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7. abra MRC-k (ektopikus rodopszin pozitiv sejt) kiilonbozé életkori, fejlédé patkany

retindaban immunhisztokémiai metszeteken. A retinakat anti-rodopszin antitesttel jeléltiik.
A képeket 4-18 napos allatok centralis pozicioju és 21 napos koru allat periférids retina
teriileteirdl készitettiik. A neuroblaszt réteg differencialoddsa kézben szamos sejt keriil az
ONL rétegen kiviil az INL és GCL rétegekbe (a, b, ¢). Az MRC-k szama P14 életkorig (a-
d) novekszik, majd csokkend tendenciat mutat (e, f). Az MRC-K a 21 napos kor elérését
kovetéen eltiinnek a centrdlis retindbol, de még mindiQ viszonylag nagy szamban
képviseltetik magukat a periférias retina teriileteken (f). ONL: kiilsé magvas réteg, INL:
belsé magvas réteg, GCL: ganglion sejtek rétege, P: posztnatalis. Aranymérték: 50 um.

Az ektopikus sejtpopuldcio sejtszamvaltozasarol készitett kvantitativ analizisiink
jol korrelalt az immunhisztokémiai vizsgdlatainkban tapasztalt sejtszdmvaltozassal. A
sejtek aranya a retina fejlodésének elsé fazisaban viszonylag allando (2.35+1.35%,
1.94+0.59% ¢és 2.05+0.5% P7, P10 és P14 életkorokban). Legmagasabb szamukat a 14.

napon érik el, ezt kdvetden szdmuk fokozatosan csokken (0.86+£0.23% és 0.64+0.14%
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P18 és P21 korokban). Eltiinésiik a 28. nap kornyékén kovetkezik be (8. abra). A felnott
allatok retindjaban azonban még eléfordul egy-egy MRC a GCL rétegben.
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8. abra Az MRC-k (ektopikus rodopszin pozitiv sejt) ardnya az dsszes rodopszin pozitiv
sejt szamahoz viszonyitva kiilonbozd életkorokban (percentage of MRCS). Az ardny
viszonylag konstans a P14 korig, majd ezutdin erdsen csokkend tendenciat mutat. P28
kortol kezdédden az MRC-k szinte teljesen eltiinnek a retinabol. Szignifikans kiilonbséget
a kovetkezo csoportok kozott talaltunk: P7-P18, P7-P21, P7-P28, P10-P28 és P14-P28.
Kor: atlag (mean), box: datlag + standard hiba (mean + standard error), hibasadv:

standard devidcio (Standard deviation).

5.1.2.1. Az MRC-k nem tartalmaznak csap opszinokat és melanopszint
Immunhisztokémiai modszerrel, kiilonb6z6 tipusu csap opszinok (S-, M-opszin)

kiilonboztethetéek meg, melyek expesszidja a szakirodalomban leirt mintdzatot koveti

(Sz¢€1 és mtsai 1994, Arango-Gonzalez és mtsai 2010, Ng és mtsai 2010). Az S-opszinokat
az AB5407 (9. abra, b, ¢), az M-opszinokat pedig az AB5405 (9. abra, ¢, f) markerrel
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vizsgaltuk. A csap fotoreceptorok perikarionjai regularisan az ONL rétegben
helyezkednek el, azonban a GCL rétegben is detektaltunk néhany M-opszint tartalmazo
sejtet (9. abra, e és f inzertek). A sejtek valdszintileg a korabban Semo és munkatarsai
altal publikalt sejtpopulacidhoz tartoznak (Semo és mtsai 2007), rodopszint azonban nem
tartalmaznak, igy az MRC-kel nem azonosak.

A melanopszin antitest a fényérzékeny ganglion sejteket jeloli (9. abra, h),
amelyek a GCL rétegben helyezkednek el (Li és mtsai 2006). Immunhisztokémiai
vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy az MRC-k nem expresszaljak a melanopszin
fehérjét (9. abra, g, 1).

Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt rodopszin tartalmu

ektopikus sejtek mas fotopigment jelenlétét nem mutatjak.
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9. abra Az MRC-k (ektopikus rodopszin pozitiv sejt) nem expresszalnak csap opszinokat

és melanopszint. Az anti-rodopszinnal jelolt (a, d, g), ektopikusan elhelyezkedd
sejtpopulacioban sem S-opszin (AB5407 marker, b), sem M-opszin (AB5405 marker, e),
sem melanopszin (h) jelenlétét nem detektaltuk. A c, f, i képek a bal oldali és a kézépsd
oszlopokban talalhato képek rétegeinek paronkénti egyesitésével késziilt. Az e és f képek
inzertjeiben egy GCL rétegben lokalizalodo ektopikus M-opszin pozitiv sejtet ldtunk,
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amely nem expresszalja a rodopszint. ONL: kiilsé magvas réteg, INL: belsé magvas réteg,

GCL: ganglion sejtek rétege. Aranymérték: 50 um és 100 um az inzertek esetében.

5.1.2.2. Az MRC-k altal tartalmazott rodopszin nem a rodopszin fagocitézisabol

szarmazik (mikroglia, Miiller glia és palcika bipolaris sejt markerek)

A rodopszin fehérje megjelenése az MRC-kben — expresszidjan kivil — az
apoptozissal elhalt palcikakbol felszabaduld, rodopszin tartalma sejttormelékek
fagocitalasaval is magyarazhat6. A fagocitéozisra a pigmentham sejteken, a
makrofag/mikroglia és Miiller glia sejteken (Mano és Puro 1990, Bringmann és mtsai
2006) kiviil Gjabb irodalmi adatok szerint a bipolaris sejtek is képesek (Glosmann és
Peichl 2007). A makrofag/mikroglia sejtvonal sejtjeinek kimutatasa ED-1 antitesttel (10.
abra, b, ¢), a Miiller-glia sejteké vimentin ellen termeltetett antitesttel (10. abra, e, f), a
palcika bipolaris sejteké pedig PKC-a antitesttel (10. abra, h, i) tortént. Mindharom
esetben AO-val jeloltiik a rodopszin pozitiv sejteket (10. abra, a, d, g). Kolokalizacios
vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy kettdsen jelolt elemek hianyaban az MRC-k
nem tartoznak az emlitett sejttipusok kozé (10. abra, c, f, ). A csap bipolaris sejtekre
vonatkozd vizsgalatok leirasa "A fototranszdukcids kaszkad elemeinek jel6lése" cimi
fejezetben olvashato.

Ezek alapjan elmondhat6, hogy az MRC-k altal tartalmazott rodopszin nem a

fehérje fagocitozisabol szarmazik.
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10. abra Az MRC-k (ektopikus rodopszin pozitiv sejtek) nem expresszalnak

makrofagimikroglia, Miiller glia, és palcika bipolaris sejt markereket. Felsd sor: a retina
metszeteket anti-rodopszin (AO, a) antitesttel és ED-1 (b) antitesttel jeloltiik. A palcika
sejteken kiviil az AO szelektiven kotédik az endothel sejtekhez 1S az antitest patkanyban

termelt jellege miatt. 4 kolokalizdcios vizsgalat (c) sordn nem talaltunk olyan mikroglia
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erer

morfologidaju  sejteket, amelyek egyszerre expresszalnak rodopszint és a
makrofag/mikroglia sejtek specifikus markerét (koexpressziot csak az endothel sejtek
mutatnak). A nyil egy mikroglia sejtet jelol. Kozépsd sor: AO antitesttel jeloltiik az MRC-
ket (d), vimentin ellen termeltetett antitesttel pedig a Miiller glia sejteket (e). Kolokalizalo
elemeket nem talaltunk (f). Alsé sor: anti-rodopszin (g) és pdlcika bipolarisokat jel6ld,
protein kindz C alfa antitesttel t6rténd jelolés (h). Nem taldaltunk kolokalizalo elemeket a
ket antitest jelolési mintdazataban (i). ONL: kiilso magvas réteg, INL: belso magvas réteg,

GCL: ganglion sejtek rétege. Aranymeérték: 50 um.

5.1.2.3. Az MRC-k nem tartoznak a horizontalis, amakrin és ganglion sejtek kozé

A glia elemek és bipolaris sejtek kizarasat kovetden vizsgdlatainkat a belsd
retinalis  rétegek immunhisztokémiai  vizsgalataval folytattuk. Az MRC-k
morfoldgiajabol és lokalizaciojabol adoddan feltételezhettiik, hogy az INL vagy GCL
sejtréteg valamely retinalis sejttipusahoz tartoznak. A rodopszinnal (11. abra, a, d, g, j,
m) és a sejt specifikus markerekkel (calbindin, calretinin, parvalbumin, tirozin hidroxilaz,
Brn-3a, 11. abra, b, e, h, k, n) tortént kettés immunhisztokémia eredményei azt mutatjak,
hogy a vizsgalt sejtpopulacio nem tartozik a horizontalis, amakrin és ganglion sejtek k6zé

sem (11. abra, c, f, 1, |, 0).

55



11. abra Az anti-rodopszin (AQ) antitesttel jelolt MRC-k (ektopikus rodopszin pozitiv

sejt) nem expresszaljak az dltalunk vizsgalt, belsé retindlis rétegek sejttipusaira jellemzé
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markereket. Nem taldltunk kolokalizalo elemeket calbindin (a-c), calretinin (d-f),
parvalbumin (g-i), tirozin hidroxilaz (j-1) és Brn-3a (m-0) antitestekkel sem. Bal oldali
oszlop: AO jeldlés, kozépsd oszlop: belsd retindlis rétegek sejtjeinek jelolése, jobb oldali
oszlop: a paronkeénti képek rétegeinek osszeejtése. INL: belsé magvas réteg, GCL:
ganglion sejtek rétege. Aranymeérték: 50 um.

5.1.2.4. A fototranszdukcios kaszkad elemeinek jelolése

Bar morfologiailag az MRC-K nem hasonlitanak a regularis palcika
fotoreceptorokhoz, rodopszin tartalmuk mégis arra enged kovetkeztetni, hogy mas,
palcikéra jellemz6 fehérjét is expresszalhatnak. Kézenfekvé megoldasként teszteltiik a
fototranszdukcios kaszkad elemek jelenlétét az MRC-kben. A fototranszdukcid
aktivacios fazisabol a rod transducin molekula (12. abra, k), az inaktivacios fazisabol
pedig a rodopszin kinaz (12. abra, h), recoverin (12. abra, ¢) és a rod arrestin (12. abra, b)
fehérjék kettés immunhisztokémiai vizsgalatat végeztiik el, minden esetben rodopszinnal
parositva. A vizsgalt markerek koziil, arrestin és recoverin fehérjék jelenléte
egyértelmiien, minden MRC-ben kimutathaté volt (12. abra, c, f). Ezen kiviil
azonositottunk egy olyan sejtpopulacidt is, amely a GCL rétegben lokalizalodott és
recoverin pozitivitast mutatott, de nem tartalmazott rodopszint (12. abra, e, f). Ezek a
sejtek valosziniileg a Semo és munkacsoportja altal leirt masik, CATR-nek elnevezett
sejtpopulécio tagjai voltak (Semo és mtsai 2007). A transducin és a rodopszin kinaz
fehérjék elleni antitestek nem, vagy csak elvétve, halvanyan jeloltek MRC-ket (12. abra,
I 1).

Az immunhisztokémiai vizsgalatokban kontrollként a regularis fotoreceptorok
jelolédését vettiik, ehhez hasonlitva az MRC-kben detektalt jelek megjelenését és

intenzitasat.
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12. abra Fototranszdukcios kaszkad elemek az MRC-kben (ektopikus rodopszin pozitiv
sejt) P14 életkorban. A kolokalizacios vizsgalatban az MRC-K detektaldsa anti-rodopszin

(bal oldali oszlop) antitesttel, és kiilonbozd fototranszdukcios kaszkad elemek ellen



termeltetett antitestek segitségével (kozépso oszlop) tortént, a két csatorna osszeejtésével
keletkezett képek a jobb oldali oszlopban lathatoak. A rod arrestin (b, c) és recoverin (e,
f) antitestek minden rodopszin pozitiv elemmel — beleértve az MRC-ket is — kolokalizalo
jelet adtak, a rodopszin kinaz (h, i) antitestek pedig az MRC-k egy kis hanyaddt halvanyan
Jjelolték. A rod transducin (k, 1) antitest pozitivitds metszetenként csak alig néhany MRC-
ben volt jelen (nyilak). Az inzert egy rod transducinnal jel6l6dé MRC-t tartalmaz nyillal
jelolve, 400x nagyitdssal. ONL: Kiilsé magvas réteg, INL: belsé magvas réteg, GCL:
ganglion sejtek retege. Aranymeértek: 50 um.

5.1.2.5. Szinaptikus kapcsolatok

Bar az MRC-k tobb mint harom héten keresztiil, majdnem a teljes posztnatalis
retinafejlodés alatt jelen vannak, retindban betoltott funkciojuk, sejtkapcsolataik
mindezidaig ismeretlenek voltak. A neuralis szinapszis preszinaptikus és
posztszinaptikus membranjahoz koétddve szamos olyan fehérje talalhato, amelynek
detektalasaval a neuronok kozott 1étrejott szinaptikus kapcsolat kimutathato. Az MRC-k
altal Iétesitett esetleges szinapszisok detektalasara vizsgalataink sordn a preszinaptikusan
elhelyezked6 szinaptofizin fehérje jelenlétét teszteltiik immunhisztokémiai modszerrel
(13. ébra, b). Kontrollként szolgalt mindkét szinaptikus réteg, amely erds, pontokbdl allo
jelolodést mutatott. Az MRC-k nyulvanyaiban csak ritkan észleltiink szinaptofizin jelet,
talaltunk viszont olyan MRC-ket, amelyek feltehetdleg egymassal szinaptizalnak (13.

abra, C).
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13. abra Az MRC-k (ektopikus rodopszin pozitiv Sejt) szinaptikus kapcsolatai. A vizsgalt

sejtpopulacio szinaptikus kapcsolatait anti-rodopszin (zoldben, a) és a preszinaptikus
szinaptofizin (vorosben, b) fehérje ellen termeltetett antitesttel végzett kettds
immuncitokémiai vizsgdlattal ellendriztiik. c: az a és b képek rétegeinek egyesitésével
keszitett kép. Az C dabran egymdssal szinaptizalo MRC-ket ldathatunk. Nyulvanyos
morfologidjuk ellenére ritkan detektaltunk szinaptikus kapcsolatra utalo, preszinaptikus
proteint. A sejtmagokat DAPI-val jeloltiik (kékben). IPL: belsd plexiform réteg, GCL:
ganglion sejtek rétege. Aranymeérték: 20 um.
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5.1.2.6. Apoptozis az MRC-kben

crer

jellegzetessége. A sejtek DNS allomanya fragmentaloédik és konnyen felismerhetd
piknotikus sejtmagok alakulnak ki, melyek sejtmagfestéssel és TUNEL reakcioval is
detektalhatdak. Piknotikus sejtmag morfologia (14. abra, b) alapjdn azonositottuk az
apoptotikus MRC-ket a bels6 retinalis rétegekben a sziiletést kovetd 7.-t61 a 28. napig
minden vizsgalt korban (14. 4bra, a és b) és szamukat 460 um hosszu retina teriileteken
hataroztuk meg. A legmagasabb apoptotikus sejtszamot a 18 napos allatok retinajaban
talaltuk, amely szignifikdnsan magasabb volt az 6sszes vizsgalt korcsoport apoptotikus
sejtszamanal, és csak a 21. napos kor jelentett ez aldl kivételt (14. &bra, c).

Minden vizsgalt korban megszamoltuk tovabba, hogy az apoptotikus MRC-k
milyen ardnyban allnak az 6sszes MRC-hez viszonyitva, tehat a programozott sejthalal
milyen mértékben kovetkezik be a vizsgélt kisérleti korokban. A P7, P10 és P14
¢letkorokban az ardny még nem éri el a 2%-ot. P18-ndl er6sen megnodvekszik az
apoptotikus rata, P28-nal pedig mar kb. minden harmadik MRC (26,67%) magja
piknotikus morfologiaju volt. Az eredmény jol korrelal az MRC-k csokkend szamaval az
¢letkorok eldrehaladtaval (14. abra, d). Az ektdpikus rodopszin pozitiv sejtek a retina
fejlodésének befejeztével nagyrészt végleg eltlinnek a retina mozaikjabol (14. abra, c).

A feltevést, miszerint az MRC-k a retindbdl programozott sejthalal Utjan
eliminalodnak, a TUNEL modszerrel torténd apoptozis vizsgalataink is alatimasztottak,
bar ebben az esetben a mddszer érzékenysége €s a vizsgalt esetszam nem tette lehetdve

statisztikai analizis elkészitését.
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14. abra Az MRC-k (ektopikus rodopszin pozitiv sejt) programozott sejthaldl utjan
eliminalédnak a retindbol. Az anti-rodopszinnal jelolt MRC-K (zéldben) sejtmagi
morfologidja (a, b, DAPI, kékben) fiziologias koriilmények kozott a palcika sejtekéhez
hasonlit minden vizsgalt életkorban. Az MRC-ket nyilakkal, egy rodopszin pozitiv,
piknotikus sejtmaggal rendelkezd MRC-t nyilheggyel, osszehasonlitasképp egy mas
sejttipushoz tartozo, apoptotikus sejt magjat pedig *-gal jeloltiik (b). Grafikonon
abrazoltuk a kiilonbozé vizsgalt posztnatalis életkorokban a 460 um hosszu retina
metszeten szamolt apoptotikus MRC-k dtlagos szamat (c, number of apoptotic MRC-s). A
legmagasabb értékeket P18 korban detektaltuk, amely szignifikansan magasabbnak
mutatkozott minden mas életkorban detektalt piknotikus MRC sejtmag szamandal, a P21

kort kivéve. Vizsgaltuk tovabbad az apoptozissal elimindlodo MRC-k aranyat az dsszes
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MRC-k szamahoz viszonyitva (d, percentage of apoptotic MRCs). 4 legmagasabb ardny
P28 életkorban volt, amikor madr minden harmadik MRC piknotikus sejtmaggal
rendelkezik. Kor: dtlag (mean), box: dtlag + standard hiba (mean =+ standard error),

hibasav: standard deviacio (standard deviation), P: posztnatalis. Aranymérték: 10 um.

5.1.2.7. MRC-k az érett retinaban

Bar ugy tinik, hogy az ektdpikusan elhelyezked6 fotoreceptorok csak egy
tranziens populaciét alkotnak, a feln6tt allatok retindjaban is fennmaradd néhany sejt
ennek az ellenkezdjét bizonyitja. Metszetenként, 20 um-es metszetvastagsagot alapul
véve atlagosan 3-6 ilyen sejtet taldlhatunk felndtt patkdnyok retindjadban is.
Legjellemzdbb eléfordulasi helyiik a GCL rétegben van, helyenként azonban az IPL
rétegben is eléfordulhatnak. Ezek a sejtek, bar nagyon hasonlitanak a fejlédés soran a
GCL rétegben megfigyelt MRC-khez, a retina fejlodésének befejeztével génexpresszids
valtozasokon esnek at. Mar nem expresszaljak a rodopszint, illetve valdszinilibb, hogy az
expresszalt mennyiség a vizsgéalati modszereink detektalhatdosagi hatira alatt van.
Felismerésiik mégis egyszerti a palcikékra jellemzé magmorfoldgiajuk alapjan, illetve
azért, mert a fotoreceptorokra jellemzd fehérjék koziil recoverint és rod arrestint is
expresszalnak. Minden esetben az IPL réteg ON alrétegében szinaptizalnak, viszonylag
kis sejttestel és kis kiterjedésti dendritfaval rendelkeznek (15. abra). Gyakran alkotnak
Kisebb csoportokat. Mindezen standard tulajdonsagok alapjan joggal feltételezhetd, hogy

a sejtpopulécio a fejlett retindban specifikus funkcioval rendelkezik.
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15. abra MRC (ektopikus rodopszin pozitiv sejt) az érett retinaban (nyillal jelolve). A
sejtek konnyen felismerhetéek palcikdra jellemzd sejtmagjukrol (DAPI, b) a felndtt
retinaban is. A sejtek jellegzetesen az |\PL (belso plexiform réteg) ON alrétegébe kiildenek
nyulvanyokat, recoverin (a) pozitivak. INL: belsé magvas réteg, OFF/ON: IPL OFF és
ON alrétege, GCL: ganglion sejtek rétege. Aranymérték: 10 um.

5.2. A ZDF allatmodell kisérleti eredményei

crer

funkcidjaval foglalkoztam, vizsgédlataimat ez esetben az ONL réteg regularis
fotoreceptorain végeztem ¢és modellként a 2-es tipusu diabetes mellitust, valamint a
szovodményeként fellépd retinalis elvaltozdsokat magan hordozé ZDF patkanyok

retindjat valasztottam.
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5.2.1. A testsuly és vércukorszint valtozasai

Az allatok teststlyat tekintve a ZDF lean (421.3£21,6 g) és diabéteszes
(400,3+50,2 g) allatcsoportok kozott az anesztézia idopontjadban nem volt szignifikans
kiilonbség.

A lean csoport allatainak vércukorszintje a teljes obszervacio iddtartama alatt (az
eutandzia idOpontjat kivéve) normoglikémids tartomanyban maradt. Ezzel szemben a
diabéteszes allatok vércukorszintje mar a sziiletést kovetd 7. héten szignifikdnsan
magasabb volt, atlagos értéke a 12. hétig meredeken emelkedett, és tartdsan magas maradt
a kisérlet végéig. A vércukorszint értékek atlagainak valtozasait csoportonként a 16. abran

abrazoltuk.
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16. abra A kontroll és diabéteszes adllatok vércukor szintjének valtozdsa kiilonbozd
posztnatalis korokban. A sziiletést koveto 7. héttol az obszervdcios periodus végéig
(anesztézia, 32. hét (32/Anest)) a diabéteszes allatok vércukorszintje szignifikansan
magasabb volt a kontroll dllatok vércukorszintjéhez viszonyitva. *: p<0.05. lean: kontroll,

T2D: 2-es tipusu diabetes mellitus.
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5.2.2. Az apoptozis és a retinalis rétegvastagsagok vizsgalata

A retina centrumtdl a periféria felé egyenletesen csokkend vastagsagat figyelembe
vettiik a teljes retina (OLM-ILM tavolsag) és az ONL réteg vastagsaganak vizsgalatanal.
Ennek megfelelden a méréseket a retina metszeteken hat ponton végeztiik: a centrumban,
a kozépperiférian és a periférian a nervus opticustol superior és inferior iranyban (250um,
500pum és 4000um tavolsagra a latoidegfotol). A vastagsagok atlagaban nem talaltunk
szignifikans csokkenést a cukorbeteg ¢s a kontroll csoport allatai kozott egyik mért
retinalis ponton sem. Ellenkezdéleg, mindkét mért paraméter esetében rétegvastagsag
novekedés volt megfigyelhetd a diabéteszes allatok retindjaban, a centrumban és
periférias teriileteken egyarant (17. abra, a).

A retinalis rétegvastagsagok novekedése ellenére sem zarhaté ki azonban az
apoptdzis lehet6sége, példaul 6démaképzddés esetén. A kérdés megvalaszolasara két
modszert alkalmaztunk. Az els6 mddszer szerint az ONL rétegben szabalyosan egymas
ala rendez6d6, oszlopokban megtalalhatd fotoreceptor sejtek magjainak szamat
vizsgaltuk oszloponként, a rétegvastagsag mérésével azonos retinalis poziciokban. Ebben
az esetben az egymas alatt elhelyezkedo sejtek szamanak atlagadban nem volt szignifikans
kiilonbség a diabéteszes ¢s kontroll csoport kozott (17. abra, b).

Eredményeinket TUNEL assay-vel végzett apoptdzis vizsgalattal is
alatamasztottuk. Az apoptotizald sejtek szama a kontroll csoportban 3.9+1.5, mig a

diabéteszes allatok csoportjaban 2.4+1.3 volt metszetenként.
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17. abra Teljes retinavastagsagok (OLM-ILM tavolsdg), az ONL réteg vastagsagdanak
(@), és az ONL rétegében egy oszlopba rendezédd sejtmagok szamdanak (D)
osszehasonlitasa a kontroll és diabéteszes allatcsoportok kozott. A tavolsagokat és sejtek
szamdt a metszeteken a nervus opticustol superior és inferior iranyban 250 um, 500 um
és 4000 um tavolsagban mértiik és szamoltuk. A diabéteszes dallatok retindjdiban egQyik
mért paraméterben sem taldltunk szignifikans csokkenést, ellenben szignifikans
novekedés volt megfigyelheté az OLM-ILM tavolsagokban minden mért ponton, illetve az
ONL réteg vastagsagok esetén az inferior centralis, kozepperiférias és periférias
teriileteken (a). Az ONL-ben szamolt sejtmagok szama nem mutatott szignifikans
kiilonbséget (D). OLM: kiilsé hatarhartya, ILM: belsé hatarhartya, ONL: kiilsé magvas
reteg, ON: latoideg, *: szignifikans névekedées, p<0,05.
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5.2.3. A palcikék és az RPE degeneracidja

A palcika sejtek kiiltagja erésen degeneralodott a diabétesz hatdsara. A
degeneracio eloszlasa és mértéke a retina metszeteken beliil valtozo volt. A kontroll
allatokban AO antitesttel jol azonosithatd és egymastol elhatarolt volt a kiiltag és a beltag
hatara (18. abra, a), mig a diabéteszes allatok retinajaban szabalytalanna és elmosodotta
valt (18. abra, b). Mig kontroll allatokban az egyes kiiltagok konfokalis mikroszkopos
sorozatfelvételeken jol elkiilonithetdek, formajuk egységes, jelolodésiik egyenletes,
addig diabéteszben dezorganizalt, morfologiailag szétesett kiiltagok figyelhet6k meg.

A pigmentham szoros funkcionalis kapcsolatban all a fotoreceptorokkal a fejlodés
alatt és az érett retinaban is. Valtozasait az RPE65 fehérje ellen termeltetett antitest
segitségével vizsgaltam. Az immunhisztokémiai vizsgalatok a fehérje expresszidjanak
erds csokkenését mutattak (18. abra, b) a kontrollhoz viszonyitva (18. abra, a), amely a

pigmentham sériilésére utal.

18. abra Az anti-rodopszinnal jelélt palcika kiiltagok (zéldben) jelentés degenerdciot
mutatnak a diabéteszes dllatokban (b) a kontrollhoz viszonyitva (a). Mindemellett jol
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lathato az RPEGS antitesttel jelolt pigmentham (vorosben) jelolodésének erds csokkenése
(b) is. A sejtmagokat (kékben) DAPI magfestéssel jeloltiik. RPE: retindlis pigmenthdam,
OS: fotoreceptor kiiltag, IS: fotoreceptor beltag, ONL: kiilsé magvas réteg. Aranymeérték:
10 um.

5.2.3.1 A palcikahiively a T2D-ben

crer

crer

a jelolodés intenzitasaban és eloszlasaban sem T2D hatasara (19. abra, b) a kontrollhoz
viszonyitva (19. abra, a). A matrix proteinek glikozilacioja tehat a vizsgalt idépontban
sértetlen maradt. Megemlitend6, hogy a STZ-indukalta diabéteszes Sprague-Dawley
patkanyokban a WGA jel a palcika sejtek koriil erésen legyengiil, és ezzel egyidoben a
palcikak koriil a normal esetben kizardlag a csaphiivelyhez kapcsolodd PNA lektin

jelenik meg.
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19 abra Pdlcika sejtek morfologiai vizsgalata WGA (buzacsira agglutinin) lektinnel. A
palcika interfotoreceptor mdatrix nem valtozik érdemben a diabéteszes dllatok retindjaban
(b) a lean kontroll (a) csoport dllatainak retindjahoz képest. A WGA lektin
interfotoreceptor matrix jelet ad a palcika kiiltagok koriil, megjeloli az ereket, a
szinaptikus rétegeket és a retinaban lokalizalodo mikroglia sejteket is. OS: fotoreceptor
kiiltag, ONL: kiilsé magvas réteg, INL: belso magvas réteg, GCL: ganglion sejtek rétege.
Aranymeérték: 20 um.

5.2.3.2. A palcika fototranszdukcios kaszkad elemeinek valtozasa T2D-ben

A palcika fototranszdukciot a jelatviteli fehérjék ellen termeltetett antitestekkel,
rod transducinnal, rod arrestinnel és recoverinnel vizsgaltuk. A fototranszdukciot
szabalyozo fehérjék eloszlasdban €s a jelolddés intenzitisaban csak enyhe valtozas
kovetkezett be, amely a rod arrestinnel végzett immunhisztokémiai vizsgalat soran volt
megfigyelhetd. A fehérje fiziologias koriilmények kozott nappali fényviszonyok mellett
a kiiltagban lokalizalodik (20. abra, a), a T2D allatok retinajaban viszont szorvanyosan a

beltagba és a perikarionba transzlokalodott a fehérje (20. abra, b). A rod transducin (21.
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abra, a, b) és recoverin (22. adbra a, b) esetén nem tapasztaltunk érdemi valtozast a

jelolédés mintazataban a kontrollhoz viszonyitva.

20. abra A rod arrestin fehérje lokalizacioja szorvanyosan megvaltozik a diabéteszes
retinaban. A fehérje helyenként a pdlcika beltagban és perikarionban lokalizalodik (b),
mig a kontrollban (a) egységesen a kiiltagban talalhato. OS: fotoreceptor kiiltag, IS:
fotoreceptor beltag, ONL: kiilsé magvas réteq, OPL: kiilsG plexiform réteg. Aranymérték:

20 um.
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21. abra Rod transducin immunhisztokémia kontroll (a) és ZDF (Zucker Diabetic Fatty)
patkany (b) retinan. A fehérje expresszioja nem mutatott valtozdst a diabéteszes retinaban
a kontrollhoz viszonyitva. OS: fotoreceptor kiiltag, IS: fotoreceptor beltag, ONL: kiilsé

magvas réteq, OPL: kiilsé plexiform réteg. Aranymerték: 20 um.
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22. abra Recoverin immunhisztokémiai vizsgalat kontroll (a) és diabéteszes (b) retinan.
A recoverin fehérje expresszios mintdzata nem mutat valtozast a pdlcikakban és
csapokban. ONL: kiilsé magvas réteg, INL: belsé magvas réteg, GCL: ganglion sejtek

rétege. Aranymérték: 20 um.

5.2.4. A csapok degeneracidja

Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran az M- és S-csapokra specifikus
antitestek segitségével sem a jelolddési intenzitdsban, sem a sejtek eloszldsaban nem
talaltunk jelentds kiilonbséget a diabéteszes és a kontroll csoport retindi kozott. Az M-
retinaszerte. Konfokalis mikroszkopos sorozatfelvételeken megfigyelhetd, hogy a normal
koriilmények kozott egy egységet alkoto kiiltag (23. abra, a) kis fragmentumokra oszlott,
amelyek kozott rovid és vékony 0sszekotd szegmensek talalhatoak (23. abra, b). Tovabbi
reprezentativ konfokalis sorozatfelvételek a

https://drive.google.com/open?id=0ByKM9hoX0gWxRV8zZGt1ZDcxSUU linken

érhetbek el.
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23. abra Csap fotoreceptorok degenerdcioja 2-es tipusu diabéteszben. Kiilonbozé csap
populaciok azonosithatoak immunhisztokémiai modszerekkel: AB5405 antitesttel M-
csapok (zéldben) és OS-2 antitesttel S-csapok (vordsben). Jol lathatéak a nyillal jelolt,
degenerdlt kiiltagok a diabéteszes retinaban (b) a kontrollhoz (a) viszonyitva. OS:
fotoreceptor kiiltag, ONL: kiilsé magvas réteq, OPL: kiilsé plexiform réteg, INL: belsé

magvas réteg. Aranymeérték: 10 um.

A jelentds kiiltag degeneracié kovetkeztében az M-csapok részletes statisztikai
analizisére nem volt lehetdség. Az M-csapok sejtszamvaltozasarol grafikon késziilt,
kevés mintaclemszam bevonasaval. A jelentOs sejtszam csokkenés kizarhato volt (24.

abra).
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24. abra Egyik vizsgalt retindlis teriileten sem mutatott jelentds valtozast az M-csapok
szama 2-es tipusu diabéteszben a kontrollhoz viszonyitva. Lean: kontroll csoport, T2D:

2-es tipusu diabetes mellitus.
5.2.4.1. A csaphiively morfologiaja T2D-ben

A csapokra jellemz6 interfotoreceptor matrix egyik jellegzetes glikoprotein
komponense szelektiven lathatova tehetdé PNA lektin hisztokémiaval. A jel6lédés

intenzitasa, eloszlasa és a csaphiively morfologidja sem mutatott valtozast 2-es tipust

diabéteszben (25. abra, b) a kontroll (25. abra, a) allatok retinajahoz képest.
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25. abra PNA lektin hisztokémia kontroll (a) és 2-es tipusu diabéteszes (b) retinaban. Az
interfotoreceptor matrix nem valtozott a csap fotoreceptorok koriil diabétesz hatdsara.
OS: fotoreceptor kiiltag, IS: fotoreceptor beltag, ONL: kiilsé magvas réteg, OPL: kiilsé

plexiform réteg. Aranymérték: 20 um.

5.2.4.2. A csap fototranszdukciés kaszkad elemek valtozasa T2D-ben

A csap fotoreceptor sejtekben eldforduld fototranszdukcios kaszkad elemek koziil
arecoverin €s cone arrestin fehérjéket vizsgaltuk immunhisztokémiai modszerrel. A csap
fototranszdukcios kaszkad inaktivacios fazisaban el6forduld cone arrestinnél is
megfigyelhetd volt az erds kiiltag degeneracio és fragmentacio (26. abra, b), de a jelolés
intenzitasaban és mintazataban nem tortént valtozas (26. abra, b) a lean kontroll allat
retindjdhoz (26. dbra, a) viszonyitva. A recoverin fehérje szintén a fototranszdukcio
inaktivaciojat segiti eld a palcika és csap fotoreceptorokban. A fehérje expresszidjanak
mintdzataban és a jel6l0dés intenzitdsdban ebben az esetben sem tortént valtozas (22. abra,

b) a kontrollhoz viszonyitva (22. abra, a).
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26. abra Cone arrestin immunhisztokémia kontroll (a) és 2-es tipusu diabéteszes (b)
retindaban. Jol lathato a diabéteszes retindra jellemzo fragmentdlt kiiltag a csap
fotoreceptorokon. OS: fotoreceptor kiiltag, IS: fotoreceptor beltag, ONL: kiilsé magvas
réteg, OPL: kiilsé plexiform réteg. Aranymérték: 20 um.

5.2.4.3. Dualis csapok megjelenése

A kiilonb6z6 opszinokat expresszalo csaptipusok mellett vizsgaltuk a dualis csap
populacio jelenlétét is, amely az M-opszinnal egyidejilleg S-opszint is expresszal. A
diabéteszes  retindk  centralis  teriiletein  Kisebb, perifériajukon  latvanyos
sejtszamnovekedést figyeltiink meg a kontroll retindkon detektalhaté dudlis csapokhoz
viszonyitva. Mig a ZDF lean allatokban dualis csapok csak néhany esetben (27. abra, a),
addig a diabéteszes allatokban (27. abra, b) a periférias retinan szinte minden M-csap
expresszal S-opszin receptort is. A rendelkezésre allo kevés mintaclemszam miatt

statisztikai analizist ebben az esetben sem végezhettiink.
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27. abra Dudlis csapok megjelenése a diabéteszes retina periféridajan. A legtobb M-csap
fotoreceptorban (az ora serrata mentén) S-opszin expresszioja jelenik meg (dudlis csapok,
sarga szinben, nyilhegyek, b), mig a kontroll dllatok periférias retinajaban csak
szorvanyosan fordulnak el dudlis csapok (nyilhegy, a). OS: fotoreceptor kiiltag. M-
opszin (AB5405 antitest, zold szinben), S-opszin (OS-2 antitest, vords szinben).

Aranymeérték: 10 um.
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6. MEGBESZELES

A palcika sejtek sejttestje az altalanosan elfogadott nézet szerint az ONL
rétegében clhelyezked6, homogén fotoreceptor populaciot alkotnak. Irodalmi adatok
(Young 1984; Hicks és mtsai 1987, Araki és mtsai 1988, Giinhan és mtsai 2003, Semo ¢és
mtsai 2007) ¢és a kutatocsoportunk altal vizsgalt in vitro organotipikus
retinatenyészetekbol késziilt szovettani metszetek azonban ettél eltéré képet mutatnak a
palcikakrol. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a regularis palcika
fotoreceptor sejteken kiviil egy masik, a bels6é retinaban (INL, GCL) fellelhetd, a
palcikara jellemz0 rodopszin receptort expresszaléd alpopulacio is 1étezik fejlédés alatt és
megvaltozott génexpresszidval az érett retindban. Disszertaciom els6 felét a sejtpopulacio
sz¢leskorll karakterizalasanak szenteltem.

Kutatomunkamat a fotoreceptorok vizsalatanak egy masik fontos aspektusaval
folytattam. Kutatocsoportunknak lehetdsége nyilott a Varosmajori Sziv- és Ergydgyaszati
Klinika, Kisérleti Klinikai Laboratoriumaval kollaboralni, ahol munkank soran a 2-€s
tipustt diabetes mellitus modellallatan, a Zucker Diabetic Fatty patkdny retindjan
vizsgaltuk a csapokat és palcikakat érintd karosodasokat. A modell segitségével kozelebb
Eredményeink pedig a metodika hasonlésaga alapjan konnyen 6sszevethetéek korabbi,
1-es tipust diabétesz modellben (Enzsdly és mtsai 2014) és metabolikus X szindroma
modellben (Hammoum és mtsai 2017) Kivitelezett vizsgalatainkkal, és minden esetben
igyekeztiink azokat a szakirodalomban leirtakkal is &sszevetni, tovabba a témakorben

elkészitett retinalis kutatasok eredményei kozé beilleszteni.

6.1. MRC-k a ragesalo retinaban

Az MRC-ket legeldszor 0jsziilott patkany retinabol késziilt tenyészetek szovettani
feldolgozasa soran észleltiik rodopszin immunhisztokémidval. Bar a retinatenyésztés
soran a tokéletes in vivo retinafejlédés modellezésére toreksziink, a szervezettdl valod
izolaltsag miatt nem allapithaté meg biztonsaggal, hogy valoban a retina fejlédése alatt

lejatszo6do folyamatrol, vagy a tenyésztés kozben létrejott miitermékrdl van-e sz6. Ennek
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ellendrzésére a tovabbiakban patkany, majd késébb mas ragcsalo retinajat (horcsog, egér)

hasznaltuk a sejtek tanulmanyozésara.

6.1.1. MRC-k in vivo, fejlodé retinaban

Szakirodalmi adatokboél tudjuk, hogy a retinaban nagy szamban fordulnak el
olyan sejtek, amelyek a retina rendezettsége ellenére, a regularis elhelyezkedésiikhoz
képest ektopikusan talalhatéak. Az ektopikus elhelyezkedés a fotoreceptor sejtek
esetében az INL és a GCL rétegekben torténd megjelenésiikre utal. Tovabbi ragcesalo
fajok, igy az egér, a szibériai horcsog €s a sziriai aranyhdrcsog retinajanak bevonasaval
kizarhattuk, hogy a detektalt sejtek a patkdnyban termeltetett AO antitest patkany
retinaban adott aspecifikus bekotédése lehet. Ezt kizarja tovabba az is, hogy mind a C-,
mind az N-terminalis ellen termeltetett ellenanyagokkal kimutathatoak a sejtek. A négy
faj vizsgalati eredményei azt is mutatjak, hogy nem egy degeneralddott retinaju albino
patkdnyban megfigyelhetd jelenségrél van sz6, hanem az eddig vizsgalt dsszes fajban
megjelend univerzalis fejlédéstani irany.

Az altalunk vizsgalt ektopikus sejtek tipusat morfologiai valtozatossaguk és
elhelyezkedésbeli sokféleségiik miatt nehezen definialtuk. Sejtalakjuk a lokalizacidjuk
fiiggvényében valtozott, az INL-ben bipolaris és amakrin, a GCL rétegben pedig ganglion
sejttipusra jellemz6 morfologiat vettek fel. A sejtpopulacio egyetlen ismert, k6z6s pontjat
a rodopszin fehérje expresszidja adta. A kategorizalast nehezitette, hogy rodopszint nem
kizarolag fotoreceptor sejttipus tartalmazhat a neuralis retinaban. A palcikakbol szarmazo
sejttormelékek, membrankorongok fagocitozisaval a pigmentham sejtjei (Strauss 2005),
glia sejtek (Fernandez-Sanchez és mtsai 2015) és ijabb irodalmi adatok szerint bipolaris
sejtek is felvehetik a fehérjét (Glosmann és Peichl 2007). Els6é korben ezen retinalis
sejttipusok vizsgalatara volt sziikség, amelyet kettés immunhisztokémiai vizsgalatokkal
végeztiink el, kizdrva ezzel a mikroglia/makrofag sejtvonalat és a palcika bipolaris
sejttipust.

Morfologidjuk és lokalizaciojuk miatt a csap bipoléris, amakrin és ganglion
sejttipusok vizsgalatara is sziikség volt, de kettds immunhisztokémiai vizsgélataink soran
egyik emlitett retindlis sejttipusra jellemz0, vizsgalt fehérje sem mutatott kolokalizaciot

az MRC populécioval.

80



A fent emlitett retinalis sejttipusok kizarasa utdn a populacion elkezdtiik vizsgalni,
hogy jelen vannak-e a palcika sejtre jellemz6 egyéb sajatossagok is. A rodopszin
molekula a palcika fototranszdukcids kaszkadban szerepldé fehérje, igy a kaszkadot
felépitd tovabbi fehérjék jelenlétét teszteltiik a sejtekben. Az antitestek koziil kettd
(recoverin és rod arrestin) adott pozitiv jelet, mig masik kettd (rod transducin és rodopszin
kinaz) csak részben mutatott kolokalizaciot a vizsgélt metszeteken. A hidnyz6 rod
transducin a jelatvitel aktivacids fazisahoz, a rodopszin kinaz pedig az inaktivacios
fazisahoz tartoz6 komponens (Jindrova 1998), ami az eredmény kiértékelését tovabb
neheziti. A teljes kaszkad fehérjekészletének hianyaban az MRC-k valoészintileg nem
képesek a klasszikus értelemben vett fototranszdukcid mechanizmusara. Funkcidjuk
meghatarozasat az is neheziti, hogy nagy tobbségiik csak atmenetileg, a korai posztnatalis,
fejlodé szakaszban van jelen, viszont fontos kiemelni, hogy néhany sejt a felnétt, érett

retindban is detektalhato.

6.1.2. Az MRC-K eltiinése a ragcsalé retinaban

Az MRC-k donté tobbsége a retina kifejlodését kovetden, legkésébb a 28.
posztnatalis napon eltlinik a retinabol. Young 1984-ben publikalt hasonl6 eredményt egér
retindban. Az altala leirt elmélet szerint a sejtpopulacié a retina fejlédését kovetdéen
visszavandorol az ONL rétegébe a regularis fotoreceptorok kozé (Young 1984).
Reintegracios teodriaja ellen szol azonban, hogy a szinaptikus réteg megjelenése (egérben
a sziiletést kovetd 5. napon (Young 1984); patkanyban a 6. napon (Weidman és Kubawara
1969) fizikai akadalyt jelenthet a sejtek vandorlasa szamara.

A legkézenfekvobb és legkonnyebben vizsgalhato lehetdség az MRC-k eltlinésére
az, hogy ezek a sejtek apoptozissal elpusztulnak. Sajat adataink elsdsorban ezt a teodriat
tamasztjak ala. A sejthalal kialakulasanak egyik lehetséges magyarazata, hogy az MRC-
k ektopikus elhelyezkedése miatt nincsenek az RPE kozvetlen kozelében, pedig a
pigmentham tobbféle modon is sziikséges a fotoreceptorsejtek normalis miikodéséhez és
¢letben tartdsdhoz. Az egyik ilyen tényezé az, hogy a fototranszdukcio inaktivaciods
amelyet a fotoreceptor sejtek a szlikséges enzimkészlet hidanyaban nem képesek elvégezni.

Az all-transz retinal reizomerizacidja a pigmentham sejtek feladata (Strauss 2005),
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melyet a benniik taldlhato6 RPE65 nevii izomerohidroldz enzim segitségével visznek
keresztiil. A pigmenthdm illetve az RPE65 enzim hianyaban a palcika kiiltagok nem
ujulnak meg, rodopszin receptoraikbol hianyzik a fényérzékeny komponens, a 11-cisz
retindl molekula. Kimutatott tény, hogy a receptorsejtek tuléléséhez feltétlentil sziikséges
az ép, funkcidképes fotopigment, enélkiil (pl. a pigmenthdm vagy RPE65 alulmiikddése
vagy hidnya, A-vitaminézis, opszin mutaciok, stb.) a fotoreceptor sejt degeneralddik,
apoptozison esik keresztiil. Ujabb szakirodalmi adatok szerint ugyan a csapdominans
retinaban a csap opszinok kromoforjanak reizomerizaciéja a Miiller glia sejtek
segitségével is 1étrejohet (Mata és mtsai 2002, Arshavsky 2002), de mind ez idaig hasonlo,
a palcikak kromoforjanak visszaalakitdsara vonatkoz6é masodlagos iitvonalat nem talaltak.
A pigmentham jelenléte nélkiil tehat hidnyoznak a regeneraciot szolgald enzimek, amely
koriilmény példaul A-vitamin hidny esetén is 1étrejohet. Az RPEGS enzim hidnydban a
hasonloan az MRC-k eltiinésének kezdetéhez (Fain 2006, Redmond és mtsai 1998). A
retinal-reizomerizacié mellett a pigmentham ndvekedési faktorok termelésével is
hozzéjérul a fotoreceptorok differencialédasahoz és ¢letben maradasahoz (Strauss 2005).

Kromofér hidnyaban a rodopszin molekula 6nmaga is képes kis mértékben
stimulalni a fototranszdukciot, ezzel elinditani a jelatviteli itvonalat (Cornwall és Fain
1994). Ha az MRC-ben megtorténhet az aktivacid, a fototranszdukcios kaszkad elemek
egy részének hianyaban (rodopszin kinaz) a sejt valosziniileg nem képes a mar elinditott
kaszkadot inaktivalni. Ebben az esetben az aktivacios fazis elemei allando aktivitasban,
az inaktivacios fazisé pedig allando6 inaktivitasban maradnak, a folyamatosan aktivalt
jelatvitel pedig megvaltoztatja a sejt miikodését. Az aktivacioban szerepet jatszo cGMP-
fliggd ioncsatorna fényre torténé zarodasaval allando hiperpolarizacio alakul ki a sejtben,
aminek kovetkeztében a fesziiltség-fliggd Ca?*-csatornak zarédnak, az intracellularis
Ca2*-szint lecsdkken, és megsziinik a glutamat leaddsa. A sejthalal kdzvetlen oka a
csokkent Ca?*-szint lehet, amely a szinaptikus stimulus nélkiil maradé idegsejtek
sejthalalat is okozza az idegrendszer fejlédése alatt (Cellerino és mtsai 2000).

Barmi is 4ll a sejtek tomeges pusztuldsanak hatterében, nagyon fontos
megjegyezni, hogy a fejlodés alatt viszonylag nagy szamban jelen 1€v6 sejtpopulaciobol

fennmaradnak sejtek a retina fejlédésének befejezddését kovetden is.
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6.1.3. MRC-K jelenléte az érett retiniban

A retina fejlédése alatt egy viszonylag nagyszamt MRC populacio jelenik meg
valtozatos lokalizaciéval ¢és morfologiaval. Legtobbjiik valdszinlileg nem képez
szinapszist és egy honap leforgasa alatt apoptozissal eliminalodik a ragesald retinabol.
Jelentdségiiket az a kisszamu populécio adja, amelyik taléli az apoptozis hullamot,
standard morfologiaval és részben megvaltozott génexpresszids mintazattal fennmarad a
retindban. A sejtekben a rodopszin expresszidja lecseng, jellegzetes palcikaszer(i
magmorfologidjuk alapjan azonban még mindig egyértelmiien felismerhetd a
sejtpopulacio a GCL és helyenként az IPL rétegében is. A fejlodés alatt kimutathato
recoverin ¢és rod arrestin expresszidjuk tovabbra is megmarad. A jelenség nem
egyediilallo a fejlodd retindban, génexpesszids valtozéssal jonnek létre az M-csap
fotoreceptor sejtek is a fejlédd patkany retinaban (Sz€l és mtsai 1994).

A felnétt retindban fennmaradd populéacidé tehat minden valdszinliség szerint
valamilyen funkcidt tolt be a retindban, melynek vizsgalata kutatocsoportunk jovobeni

terveit képezi.

6.2. A 2-es tipusi diabétesz hatasa a fotoreceptor sejtekre és a retinalis

pigmenthamra

A fotoreceptor sejtekkel foglalkozé munkam masodik felében korunk civilizacios
betegségeként szamon tartott 2-es tipust diabétesznek (Cho és mtsai 2013) a retinalis
fotoreceptorokra gyakorolt hatdsat tanulményoztam. A betegség modell jol példazza,
hogy a retinalis fotoreceptorok szama, morfoldgidja, fehérjéinek expresszios mintazata,
az Oket koriilvevd csap- és palcikahiively milyen modon reagél az egész szervezetet érintd
patologias valtozasokat. Ez a betegség, amellyel szamos kiilfoldi multicentrikus
tanulmany (Cho és mtsai 2013), hazai szakmai iranyelv (Jermendy és mtsai 2014) és
protokoll (Egészségiigyi Minisztérium szakmai protokollja 2007) is foglalkozik, a
diabetes mellitus. A betegség kovetkeztében létrejové sulyos elvaltozasok (pl.
diabéteszes nefropatia, diabéteszes neuropatia és diabéteszes microangiopatia) €s tarsuld
koros allapotok (pl. diszlipidémia, magas vérnyomas) az orvostudomany egyik

kiemelked6en kutatott dgazatat képviselik. Laboratoriumunk kozel 6t éve dolgozik a
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cukorbetegség okozta szemészeti szovodmények kutatdsan. Nemzetkozi folyoiratokban
eddig publikalt munkdink (Enzsoly és mtsai 2014, Enzsoly és mtsai 2015; Hammoum és
mtsai 2017) a korkép retinalis vonatkozasainak megértéséhez igyekeztek hozzajarulni.
Jelen tanulmany nemcsak 0j eredményekkel szolgal, de a vizsgalatok hasonld
modszertananak kdszonhetden a korabbi eredményeinkkel torténd dsszehasonlitasra is

torekszik.

6.2.1. Retinalis rétegvastagsag és apoptozis vizsgilata a diabéteszes retinopatia

megjelenése elott

A normadl vércukorszint fenntartdsa a 2-es tipusu cukorbetegségben szenveddknél
a legfontosabb terapias feladat, mivel a tartbsan magas vércukorszint szamos kedvezotlen
anyagcserevaltozast eredményez a sejtekben, ezaltal az egész szervezetben. Fiziologias

kortilmények kozott a neuronok glikoz felvétele a molekula extracellularis

crer

crer

emelkedése a gliikkoz hasznositasanak megvaltozasat okozza a neuronokban, amely a
sejtek karosodasahoz, gliikk6z neurotoxicitashoz, szoveti szinten pedig diabéteszes
neuropatiahoz vezet. Ha a sejtek a magas vércukorszint hatasara a kornyezetiikbol a
fiziologiasnal tobb gliikozt vesznek fel, a glikolizis enzimei telitédnek, ennek
kovetkezményeképp gliikkozt lebonto alternativ Gtvonalak — példaul a poliol Gtvonal —
kezdenek el aktivalodni. Ebben a biokémiai folyamatban a gliikoz lebontasa az aldoz
reduktaz enzim segitségével jon létre, a végtermék pedig szorbitol lesz, amely erds
hidrofil tulajdonsaga miatt a sejtekben felgyiilemlik. A molekula direkt neurotoxicitasa
mellett (késoi glikozilalt végtermékek keletkezése, oxidativ stressz (Lorenzi 2007))
magas ozmotikus hatassal rendelkezik, amely végiil a sejtek megduzzadasahoz, 6démas
allapothoz vezet (Ramadan 2007). A tartésan magas vércukor szint okozta 6déma
magyarazatul szolgal arra, hogy a ZDF allatok retindjaban a rétegvastagsagok vart
csokkenése helyett novekedés volt megfigyelhet6 az OLM-ILM tavolsagban minden

vizsgalt retindlis teriileten, illetve az ONL réteg vastagsagban az inferior retinateriileteken.
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Az 6déma okozta rétegvastagsag novekedés mellett azonban nem zarhattuk ki a
lehetdséget, hogy megkezd6dott a tdmeges apoptodzis a retina neurdlis elemeiben. A
diabétesz hatasara bekovetkez6 programozott sejthalal rendkiviil széles korii irodalommal
rendelkezik (Barber és mtsai 1998, Behl és mtsai 2008, Johnson és mtsai 2013, Kim és
mtsai 2014), bar gyakran egymasnak ellentmond6 adatokat kozolnek az apoptdzis
mértékérél és megjelenésének idejérdl. A nagyfoku eltérés adodhat a kiilonbozo
allatmodellek felhasznalasabol, az allattartds koriilményeibdl, valamint az apoptozis
kimutatasara alkalmazott modszerek érzékenységébdl. Sok szerz6 azonban egyetért
abban, hogy mar a diabétesz okozta mikrovaszkularis elvaltozasok (acellularis
kapillarisok, mikroaneurizmék...), tehat a retinopatia megjelenése el6tt, a korai
stadiumban nagymértéki sejthalal kovetkezik be a retina neuralis elemeiben (Barber és
mtsai 1998, Park és mtsai 2003, Martin és mtsai 2004). Az altalunk elvégzett vizsgalatok
soran azonban nem talaltunk szignifikans mértékli apoptdzisra utalo jeleket a teljes
retinara nézve, hasonléan Johnson és munkatarsai 2013-ban szintén ZDF allatmodellben
lekdzolt eredményéhez (Johnson és mtsai 2013), valamint munkacsoportunk korabbi,
T1D modellen kapott eredményéhez (Enzsoly és mtsai 2014).

Mivel az ONL rétegben a fotoreceptorok perikarionjai megfelelé metszési sik
esetén jol lathatoan szabalyosan egymas ala, oszlopokba rendezddnek, lehetdségilink nyilt
rd, hogy a rétegvastagsag méréséhez kijelolt pontokon az egy oszlopba tartozé sejttestek
szamat is meghatdrozzuk. A kontroll és diabéteszes allatok retindjat osszehasonlitva
azonban egyik mért ponton sem taldltunk az oszlopokban érdemi sejtszdm valtozast,

indirekten bizonyitva ezzel is allitasunkat.

6.2.2. A fotoreceptorok és a pigmentham degeneracioja a T2D modellben

Bar a T2D modellje, a ZDF patkany torzs kitenyésztése mar évtizedekkel
korabbra tehetd (Peterson és mtsai 1990), a szemet érintd elvaltozasokkal csak kevés
publikacié foglalkozik, melyek tobbnyire az érrendszer kdrosodasanak vizsgalatat tlizték
ki célul. A retinalis erek szerkezetének atalakuldsat az allatok 6-7 honapos koraban irtak
le: a bazalmembran vastagodasa hipercellularis kapillarisokkal egyiitt jelent meg (Danis
és Yang 1993). A human DR-re jellemzd acellularis kapillaris, mikroaneurizma ¢és

pericita veszteség ezekben a retinakban még nem volt kimutathato és csak a retinopatia
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elérehaladtaval a nyolcadik honap kdrnyékétdl jelent meg (34. héttol: Behl és mtsai 2008,
32. héttdl Wohlfahrt és mtsai 2014). Emellett a retinat érintd elvaltozasokrol csak csekély
mennyiségii adat all rendelkezésiinkre. A szerz6k Miiller glia aktivaciot (Johnson és mtsai
2013), illetve a 19. héten bekovetkez6 apoptozist (Kim és mtsai 2014) irnak le vagy éppen
az ellenkezGjét, hogy a 23. héten még nincs jelentds sejthalal (Johnson és mtsai 2013) a
ZDF allatok retinajaban.

Vizsgalataink soran szamos olyan jelet talaltunk, amely a szkotopikus ¢s
fotopikus latas karosodasat magyarazhatja 2-es tipusu diabéteszes modellben. A latas
folyamata a fotoreceptor kiiltagokban kezdddik. Ez egy olyan specidlis része a csapoknak
¢és palcikaknak, amely a sejtek apikalis felszinén, a fényt felfogd receptorok szamara
kialakult membranrendszerbdl all. A csapok kiiltagja diabétesz hatasara megvaltozik, és
két-harom fragmentumra bomlik, amelyeket vékony és rovid szegmensek kotnek Gssze.
Konfokalis mikroszkopos felvételeink sorozatan jol nyomonkovethetéek az egy M-csap
kiiltaghoz tartozé fragmentumok ¢€s 6sszekotd szegmensek is. A csapokhoz hasonldan a
palcikédk morfologidja is erésen megvaltozott a diabéteszes allatok retindjaban a kontroll
csoporthoz képes. Az eddig szinte szabalyosan huzodo, konnyen kovethetd kiiltag-beltag
hatar elmosodotta, nehezen azonosithatova valt és a kiiltagok is karosodtak. A sejtek
allatkisérleti ¢és human fizioldgiai vizsgalatokkal. A sotétadaptalt fotoreceptorok
valaszidejének novekedése (Johnson és mtsai 2013, Pardue és mtsai 2014), a
kontrasztérzékenység csokkenése (Shoji €s mtsai 2011, Aung és mtsai 2013) a palcika
fotoreceptor funkcidzavarara utal. Az altalunk vizsgalt, a dolgozatban nem szereplé All
amakrin sejtek karosodasa is a palcika rendszer érintettségére utal (Szabd €s mtsai 2017).
A szinlatas zavara (Gualtieri és mtsai 2013) és a vilagos adaptalt fotoreceptorok
elektroretinogram (ERG) paramétercinek romlasa (a-hullam csokkenése, implicit id6
novekedése) pedig az M-csapok karosodasanak hatasara johet 1étre (Johnson és mtsai
2013).

A fotoreceptorokban bekdvetkezd valtozasok kulcsa az RPE vizsgalata lehet.
Hibatlan miikodése tobb szempontbol is elengedhetetlen a csapok és palcikak
szempontjabol. Mindamellett, hogy a leszakadt kiiltag membranok fagocitozisat végzi,

crer

tobb, egymast kdvetd mozzanatbol all. A visszaalakitast végzo egyik kulcsfehérje az
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RPEG5. Mutécidja esetén a fotoreceptorok olyan mértékben karosodhatnak, hogy sulyos
latascsokkenéssel vagy latasvesztéssel jard korképek alakulhatnak ki, mint példaul a
Leber-féle kongenitalis amaurozis (Cideciyan 2010), vagy a retinitis pigmentosa (Cai és
mtsai 2009). Eredményeink szerint 32 hét kezeletlen diabétesz hatasara az RPE65 enzim

expresszidja csokken és bar statisztikailag nem igazoltuk, maga az RPE is latvanyos

s

crer

szamba vehetd tényezOk sora hatartalan. Ezek kozé tartozik a lipid homeosztazis
megvaltozasa. A magas slriiségli lipoprotein, alacsony siiriiségii lipoprotein, szabad
triglicerid és szabad zsirsavak emelkedett szintet mutatnak a kezdeti hiperinzulinémiaval
jellemzett idGszakban és a késébb kialakuld inzulinhianyos allapotban is a ZDF
allatokban (Sparks és mtsai 1998, Wang és mtsai 2014). A hiperlipidémia pedig ujabb
kutatdsok szerint mas koroki tényezok nélkiil, Onmagaban is okozhatja a
retinadegeneracio kialakulasat (Lee és mtsai 2015, Roddy és mtsai 2015).

Erdemes megvizsgalni a megvaltozott inzulinszintek retinara kifejtett kozvetlen
kovetkezményeit is. A csapok és palcika kiiltagok kifejlédésének és tulélésének egyik
kulcsa az inzulin (Yi és mtsai 2005, Rajala és mtsai 2013), melynek receptora
megtalalhato a patkany retinaban (Havrankova 1978) is. Egér retinaban végzett kisérletek
szerint a palcikdkban a rodopszin bekapcsoldsa a plazmamembranban lokalizal6do
inzulin receptor aktivacidjdhoz, majd tovabbi szignaltranszdukcios utakon keresztiil a sejt
tuléléséhez vezet (Rajala és Anderson 2010). A T2D-re jellemz6é kezdeti magas
inzulinszint ellenére azonban mindkét fotoreceptor tipus kiiltagjai er6sen degeneralodtak.
A jelenség kétféleképpen magyarazhatd. Egyrészt, az allatok a 20 hetes koruktol, 12 héten
keresztiil mar abszolut inzulinhianyban szenvedtek (Wang és mtsai 2014), igy ez a kozel
harom honapos 1doszak elegendd lehetett a kezdeti hiperinzulinémia feltételezett
protektiv hatasanak ellensulyozasara. Masrészrol viszont az emelkedett vércukorszint —
¢s az 4ltala okozott oxidativ stressz, poliol itvonal aktivalodasa, nem enzimatikus fehérje
és lipid glikacio, 6déma kialakulasa (Tomlinson and Gardiner 2008) — énmagaban is
elegendd lehet a neurodegeneracié indukaldsara anélkiil, hogy az emelkedett, majd
csokkent inzulinszint szerepet jatszana a korkép lefolyasaban. Ezt a feltételezést az is

alatamasztja, hogy a kordbban vizsgalt T1D modellben (Enzsoly és mtsai 2014) és a
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metabolikus X szindroma modelljében (Hammoum €s mtsai 2017) is hasonlo fotoreceptor
degeneraciot tapasztaltunk. A T1D modelljében nincs a T2D-hez hasonlo kezdeti,
hiperinzulinémiaval jellemzett id6szak. A metabolikus X szindroma modelljében pedig a
T2D jellegzetességein kiviil (elhizas, hiperlipidémia, diszlipidémia) magas vérnyomas is
jelen van. Mindezek ellenére mindkét modellben a ZDF allatok retindjaban kialakuld
fotoreceptor karosodashoz hasonld mintazata alakul ki, tehat feltételezhetéen nem az
inzulinszintek valtozasa okozza a kialakult degeneracios képet.

Az emlitetteken kiviil szamos mas faktor befolyasolhatja a korkép, ezzel pedig a
retinalis karosodasok kialakulasat. Az oxidativ stressz (Du és mtsai 2013, Kowluru és
mtsai 2007), a gyulladasos citokinek expressziojanak valtozasa (Wohlfahrt és mtsai 2014)
vagy a sejtek nem megfelel autoregulacioja (Wong és mtsai 2015) olyan, a diabétesz
soran fellépd valaszreakciok a sejtben, melyeket a kisérleteink soran nem vizsgaltunk, igy
azok szerepét a degeneraci6 létrejottében nem zarhatjuk ki.

A fototranszdukciés kaszkad elemek megvaltozasa szintén utalhat a sejtek
funkciozavarara a morfoldgia valtozasan kiviil. A ZDF retinaban vizsgalt markerekkel
utalhat, hogy a diabétesz a vizsgalt idépontban még nem okozott karosodast a fotereceptor
sejtek  glikozilaciés folyamataiban. TID modellben a palcikdkat koriilvevo
interfotoreceptor matrixban csokkent a WGA jelolddés intenzitasa €s egy halvany PNA
jelolodés jelent meg harom honappal a diabétesz indukcidjat kovetden. Ez arra utalhat,
hogy diabétesz hatdsdra a sejtfunkciok moédosulhatnak, példaul az interfotoreceptor
matrix komponenseinek szintézise is ezek koz¢ tartozhat. A metabolikus X szindréma
modell csapgazdag retinajaban pedig a PNA jel6lédés alapjan a csapok kiiltag
diabétesz fennallasatél szamitott harmadik és hetedik hoénapban. Hogy a ZDF
allatmodellben a diabétesz elOrehaladtaval jelentkeznek-e az interfotoreceptor matrix
komponensek  szintézisében funkciézavarok, tovabbi vizsgalatokat igényel.
Funkcidézavarra utal azonban, hogy a palcika fototranszdukcios kaszkad elemeiben

kismértékli valtozast tapasztaltunk.
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6.2.3. Dualis csapok megjelenése a T2D-ben

A patkany retina palcikadominans, ami azt jelenti, hogy a csapok csak Kkis
szazalékban (az Gsszes fotoreceptor 1%-a) képviseltetik magukat (Sz¢él és Rohlich 1992).
Ez a palcikdkhoz képest viszonylag kis populacié felelds az allatok dikromatikus
szinlatasaért. Az S- és M-csapok a rovid és hosszu hulliamhosszusagu fény felfogasara
képesek. Az S- és M-csap mellett, amely kizar6lagosan expresszalja vagy az S- vagy az
M-opszin receptort, egy olyan csaptipus is létezik, amely mindkét opszint egyszerre
expresszalja, ezért dualis csapnak nevezik. A dualis csapok tobbsége a patkany retinaban
atmeneti jelleggel, a retina fejlodése alatt van jelen (Szél és mtsai 1994). El16szor az S-
csap populéci6 alakul ki, amelynek egy része genuin S-csapként funkcional tovabb, masik
részébdl pedig génexpresszids valtozassal kialakul az M-csap populacio. A
transzdifferenciaci6 folyamataban tehat az S-csapok egy részében az S-csapra jellemz6
gének kikapcsolnak, ezzel egyidében pedig ugyanezekben a sejtekben az M-csap gének
bekapcsolodnak. A transzdifferenciacio alatt van egy atmeneti idGszak, amikor az S-
opszin még jelen van, az M-opszin expresszié pedig mar megjelenik a sejtekben. Ebben
az iddintervallumban egyszerli immuncitokémiaval mindkét opszin tipus detektalhatd a
sejtekben (Sz¢El és mtsai 1994). Az atalakulast kiilonboz6 faktorok szabalyozzak, melyek
koziil a pajzsmirigy hormon szerepe a leginkabb vizsgalt. A 32 receptoron keresztiil hatva,
a pajzsmirigyhormon egyrészt kikapcsolja az S-opszin génjét (az RXRy retinolsav
receptorral dimert képezve), illetve B2/62 homodimerként beinditja az M-pigment
termelését. Ez a folyamat a patkdny retinaban kb. hat napot vesz igénybe, ezutan a sejtek
tobbségébdl M-csap fotoreceptor alakul ki (Szél és mtsai 1994, Ng és mtsai 2001, Roberts
és mtsai 2005, 26. abra).
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S-opszin geén
kikapcsolasa

i

M-opszin genek
bekapcsolasa

26. abra M-csapok kialakulasa, transzdifferenciacio. A genuin S-csapok egy része a
patkany retinaban pajzsmirigy hormon hatasara tovabb differencialodik. A folyamat
soran az S-csapra jellemzé gének kikapcsolasa és az M-csapra jellemzo gének
bekapcsoldasa idobeni atfedéssel torténik. Ebben az iddintervallumban a sejtek mindkét
csaptipusra jellemzé opszint expresszaljak. Az abra Haldasz Gergd eredeti abrdjanak

magyarra forditasaval késziilt.

Bér a fejlodés alatt ezek a dudlis elemek nagy szamban lehetnek jelen, a legtobb
feln6tt emlds retindjabdl szinte teljesen hianyoznak, kivéve az egér, tengerimalac, nyul
retinajat, ahol meghatarozott sdvban vagy retinateriileten nagy szdmban jelen vannak
(Rohlich és mtsai 1994, Sz¢l és mtsai 2000). Kis szamban dualis csap felnétt korban is
megfigyelhetd patkanyban, foként a retina periférias teriiletein (Enzsoly és mtsai 2014).
A transzdifferenciacios folyamat elméletileg reverzibilis: pajzsmirigy hormon hidnyaban
az M-opszin expresszioja megsziinik, az M-csap dualis csappa alakul vissza (Glashke és
mtsai 2011).

Vizsgalataink soran STZ-indukalta (Enzsoly és mtsai 2014) és ZDF modellben is
megnodvekedett dudlis csapszdmot detektaltunk, kiilonos tekintettel a periférids retina
teriiletekre. A dudlis csaptipusban mindkét aktivalt csap opszin ugyanazt a
szignaltranszdukcios utat aktivalja, tehat nem képesek a szindiszkriminaciora (Lyubarsky
és mtsai 1999) és ezaltal szinlataszavarok alapjat képezhetik.

Tobb teoria is létezik a dudlis csapok kialakulasara a diabéteszes retinaban.

Egyrészrdl kialakulhatnak a transzdifferenciacios folyamattal, amely azt feltételezné,
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hogy a degeneracios folyamatok ellenstilyozasara uj M-csapok képzddnek a retindban.
Erre jelenleg nincs direkt bizonyitékunk. Masrészrol a ZDF allatok retinajaban
megnovekedett dudlis csapszam Osszefiiggésben allhat azzal a ténnyel, hogy az allatok
szabad tiroxin szintje szignifikansan csokkent (a vizsgalt nyolc allatbol négynél
mérhetetleniil alacsony, 3 allatban pedig a mérési hataron beliil volt, de alacsonynak
bizonyult, egy allat pedig a perfazido soran elpusztult). Sparks és munkatarsai ZDF
patkanyokon végzett mérései is alatamasztjak eredményeinket, bar ebben a vizsgalatban
minden pajzsmirigy hormon érték (trijod-tironin, dssz-tiroxin, szabad tiroxin) elmarad
egészséges tarsaikétol az allatok 20 hetes koraban (Sparks és mtsai 1998).

Kérdéses, hogy a retina dsszes fotoreceptorahoz képest viszonylag kis szamban
eléforduld dudlis csapok hogyan okozhatnak eltéréseket a szinladtdsban? Valdsziniileg a
standard immunhisztokémiai modszeriinkkel, a dualis elemeknek csak viszonylag kis
hanyadat tudjuk detektalni. Ma mar tudjuk, hogy a detektalo rendszer érzékenységének
novelésével a kimutathat6 dualis csapok szama is né (Hajdu és mtsai nem publikalt adat),
tehat vizsgalataink adatai valoszintileg aldbecsiilték a dudlis csapok tényleges szamat
(Enzsoly és mtsai 2014, Szab6 és mtsai 2017). Amennyiben a dualis csap az egyik
pigmentet nagyon kis mennyiségben tartalmazza, a standard modszereinkkel S- vagy M-
csapként detektaljuk oket. Mindemellett ismert, hogy nagyon kevés masik pigment is
képes zavart okozni a csapok jelatvitelében (Lyubarsky és mtsai 1999). A kérdés
tisztazasara, hogy a dualis csapok jelen vannak-e a human retinaban, szerepet jatszhatnak-
e a szinlatdszavarok kialakuldsdban, ¢€és szamuk novekedését regeneracidos vagy

redifferenciacios folyamatok okozzak-e, tovabbi kisérletek folynak jelenleg is.

6.2.4. A ZDF patkany és az STZ-indukalta diabéteszes modellek eredményeinek

osszehasonlitasa

A diabetes mellitus nem egységes korkép. 1-es tipusa egy autoimmun betegség,
amelynek soran a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteinek [-sejtjei szelektiven
elpusztulnak, és rovid idén beliil abszolit inzulinhiany alakul ki. Ezzel szemben a 2-es
tipus korlefolyasa hossza folyamat. Akar évekig tarto, lappangd, hiperinzulinémiaval
kezdédik, és abszolit inzulinhiany csak a betegség elérehaladtaval alakul Ki.

Hipotézisiink az volt, hogy az eltérd korlefolyas (vércukorszintek, inzulinszintek) a
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retinalis fotoreceptorok karosodasanak mértékében és mintazataban kiilonbségeket
eredményez. A betegség mindkét tipusara létezik modellallat, amelyek tiinetei nagyban
hasonlitanak a human megbetegedéshez, tokéletesen azonban sosem képesek utanozni azt
(Wang és mtsai 2014). Az 1-es tipus modelljében a diabétesz kialakulasa STZ hatasara
kovetkezik be, amely a B-sejtekre nézve szelektiven toxikus. A T2D modellallata, a ZDF
patkany torzs ezzel szemben genetikai mutaciok egymasutanja révén jott 1étre.

A két kisérleti modell k6z6s pontja, hogy az allatok felaldozasakor irodalomi
adatok alapjan, még nincsenek klinikailag detektalhato vaszkularis elvaltozasok (Behl és
mtsai 2008; Wohlfahrt és mtsai 2014). Vizsgalataink soran mi sem talaltunk az allatok
retindjaban makroszkopikusan észlelheté vaszkularis elvaltozasokat és nincsenek
szignifikdns mértékii sejtpusztulasra utald jelek sem. Ez azt jelenti, hogy egyik vizsgalt
patkény torzsben sem alakult ki ,klinikailag diagnosztizalhato” DR. Bér a két tipus
alapvetéen kiillonbozé mechanizmussal alakul ki, a T1D és T2D modellek retinaiban
bekovetkezd neurdlis elvaltozasok mintazata rendkiviil hasonld. Mindkét tipusban
¢érintettek a fotoreceptor sejtek, melyek kiiltagjai degeneralodtak. Az M-csapok kiiltagjai
felszakadoztak, fragmentumaik rovid Osszekotd szegmensek révén Osszekottetésben
maradtak. A palcikaknal is megfigyelhetd, hogy mind a kiiltag, mind a sejtek beltagja
dezorganizalodik mindkét modellben. A palcikak karosodasat STZ-modellben
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal is igazoltuk. Kiilonbséget a kiiltagok felszinéhez
kapcsolodd un. csap- és palcikahiivelyben talalunk: a T1D modellben csokken a
palcikahiively WGA lektin jelolddésének intenzitdsa, mig ezzel parhuzamosan egy
halvany PNA jel jelenik meg a sejtek koriil. Az interfotoreceptor matrix valtozasa a sejtek
glikozilacios folyamatanak karosodasara, tehat a sejt funkcidjanak megvaltozasara utal.
Ezzel ellentétben a T2D-ben a vizsgalt id6pontban még nincs Kkiilonbség a
palcikahiivelyben a kontrollhoz viszonyitva. Erdekes jelenség tovabba, hogy mindkét
esetben jelentésen megnétt a dualis csap fotoreceptorok szama a retina periférias és
centralis terliletein is.

Tehat az 1-es és 2-es tipusu diabétesz modellekben végzett kisérleteink soran
kisebb kiilonbségeket tapasztaltunk, amelyek nagy valoszinliséggel a hiperglikémia
fennallasanak idejével magyarazhatoak. Az STZ-indukalta diabéteszes patkanyokban a
magas vércukorszint gyorsan kialakult (>20 mmol/l) és a kisérlet ideje alatt folyamatos

volt. A T2D modelljében a kezdeti mérsékelt vércukorszint emelkedést (7. héttdl a 12.
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hétig) masfél honap novekedo (12. héttdl 18. hétig), majd két honap kimondottan magas
vércukorszint valtotta fel (12. héttdl a 32. hétig).

A retina neuralis elemeinek kialakuldsakor a legfontosabb tényezé a magas
vércukorszint lehet, emellett a betegség kialakulasanak szempontjabol fontos faktorok

valtozasal (lipidszintek, inzulinszintek) valdosziniileg kevésbé mérvadoak.
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7. KOVETKEZTETESEK

A retina fejlédése alatt ektopikusan elhelyezkedd rodopszint expresszalo,
feltehetden a palcika fotoreceptor sejtek egy alpopuléciojat jelentd sejtek jelennek meg in
vitro organotipikus retinatenyészetben ¢€s in vivo ragcsaléd retinaban is. Jelenlétiik arra
enged kovetkeztetni, hogy az eddig egységesnek hitt palcika fotoreceptor populacidéban a
fejlédés alatt egy atmeneti sejtcsoport valik ki és differencialodik tovabb a belsé retina
rétegeiben. A sejtek funkcidja hidnyos fototranszdukcios fehérjekészletiik miatt jelenleg
nehezen behatarolhatd, mindamellett azonban elvétve szinapszisaik detektalhatok.
Eltlinésiik egybeesik a retina fejlédési folyamatanak befejezédésével. A populacié nagy
része valoszinlileg ténylegesen eltéved a fejlodés alatt, majd annak befejeztével
eliminaloédik a retinabol. A sejtek masik, kisebb hanyada viszont megvaltozott
fehérjekészlettel az érett retinaban is fennmarad. A sejtek vizsgalatanak gyakorlati
szempontbol is van jelent6sége. A palcika fotoreceptor degeneracido okozta
latasvesztéssel jaro folyamatok gyogyitdsira kiilonbozé palcika transzplanticios
technikakat dolgoztak ki (West és mtsai 2006, Pearson és mtsai 2014). Leggyakrabban a
rodopszin transzkripcids faktorat (neural retinal leucine zipper, NRL) vagy rodopszint
expresszalo sejteket valasztanak ki korai posztnatalis retinabol késziilt sejtszuszpenziobol
¢s azokat a szubretinalis térbe transzplantaljak. A kivalasztott sejtek még differenciacio
el6tt allnak, de mar nem osztodnak. Ezek a posztmitotikus, palcika iranyba elkotelez6dott
prekurzorok azok a sejtalakok, amelyek nagy hatékonysaggal képesek az ONL rétegébe
integralddni a még osztodd sejtekkel és a mar palcikava differencialodott sejtekkel
szemben. (MacLaren és mtsai 2006). Jelenlétiik részben atfedésben van az MRC sejtekkel
aretinaban. A homogénnek hitt palcika fotoreceptor populaciobdl tehat ezzel a szelekcios
technikaval fototranszdukciora képtelen MRC sejtek is fejlédhetnek. NRL vagy
rodopszin expresszio alapjan azonos eséllyel keriilhetnek betiltetésre, és az ONL réteg
helyett a sajat, ektopikus helyiikre vandorolhatnak. A fejlddé palcika sejtpopulacio tehat
nem egységes, homogén populacid. A rodopszin olyan sejtekben is el6fordulhat, melyek
a fejlodés végére nem palcika sejtté differencidlédnak, igy ronthatjdk a transzplantacio
hatékonysagat.

A fotoreceptorok vizsgalatat a 2-es tipusu cukorbetegség allatmodelljében, a ZDF
patkany retindjan végeztem. Vizsgalataink id6pontjaban a ZDF retindn még nincsenek

DR-re utal6 diagnosztikus jelek, ami azt jelenti, hogy nincsenek klinikailag detektalhatd
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vaszkularis elvaltozasok a retindban. Rutin szemészeti vizsgalatok soran jelenleg a
vaszkularis elvaltozasokhoz kotik a DR diagnoézisat. Munkacsoportunk eredményei
azonban azt bizonyitjak, hogy a ZDF allatok retinajaban mar az ezt megel6z6 idészakban
kialakul neurodegeneracid, amely a szakirodalomban leirt funkcionalis eltérésekkel —
mint példaul a fotdpikus és szkotopikus ERG-ben megjelend eltérések és szinlataszavar
(Johnson és mtsai 2013; Shoji és mtsai 2011) — parhuzamba hozhat6. Mivel szignifikans
apoptozisra utalo jelek és rétegvastagsag csokkenés nincsenek, felmeriil, hogy ebben a
stadiumban egy neuroprotektiv kezelés lassithatna vagy visszafordithatna a degeneracios
folyamatokat. A neuroprotekcié jelenleg nem része a diabéteszes betegek szemészeti
kezelésének, és nincs elérheté adat az esetleges hatasairdl sem. Modelljeink tovabbi
tanulmanyozasa értékes informdacidval szolgilhatna annak tekintetében, hogy
neuroprotektiv  terdpidk  potencidlisan  megvaltoztathatjdk-e a  diabéteszes
neurodegeneracio korszovettanat.

Arra a feltevésre, hogy az altalunk talalt patologiai eltérések kovetkeztében
alakultak-e ki a funkcionalis eltérések az allatok latasaban, nincs kdzvetlen bizonyitékunk,
de ennek kideritése jovObeni terveinket képezi. Feltételezve, hogy a neurodegeneracid az
allatok latasromlasat okozza, a funkcionalis vizsgalatok a jovében hasznosak lehetnek a

neuroprotektiv kezelést igényld betegek azonositasara is.
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8. OSSZEFOGLALAS

Tanulményomban a fotoreceptorok fejlodésével, morfologiai és szambeli
valtozasaval foglalkoztam ragcsalé retina modellben. Fejlédéstani vizsgalataim olyan
rodopszin tartalmu sejtekre irdnyultak, amelyek a regularis palcikaktol eltéréen az INL és
a GCL rétegekbe vandorolnak. Detektalasukra eldszor ujsziilott patkany in vitro
organotipikus retinatenyészetében keriilt sor. Egyik f6 célom volt ezen ektopikusan
elhelyezked6 sejtek tulajdonsagainak és szambeli valtozasainak vizsgalata in Vivo
ragcsalo retinaban, kiilonboz6 életkorokban (P0-P28). A vizsgalt sejtpopulacio az 6sszes
rodopszin pozitiv sejt 1-3%-at tette Ki, a sejtek morfologiaja a bipolaris-, amakrin és
— néhany kivétellel — a harmadik hét végéig volt detektalhat6. Eltiinésiik a retinabol
valésziniileg elsOsorban  apoptézis kovetkezménye. Rodopszinon kivill mas
fotopigmentet nem ¢és a fototranszdukcios kaszkad elemeit csak inkompletten
tartalmazzak. A legtobb MRC valdsziniileg ténylegesen eltéved a retina fejlédése alatt.
Van azonban néhany sejt a populaciobol, amely megtalalja a helyét és részben
megvaltozott génexpresszioval tényleges funkciot tolthet be a retina mozaikjaban.

A fejlédéstani vizsgalatokon til a fotoreceptorokat mas aspektusbol is
megvizsgaltuk. 2-es tipust diabétesz modellben, a retinat érinté korai szovodmények
kialakulasat vizsgaltuk. Modellallatként a Zucker Diabetic Fatty patkany szolgalt,
amelyben a diabétesz genetikai mutacido révén jott l1étre. Retindjdban a hat honapja
fennallo, kezeletlen diabéteszt kovetden makrovaszkularis elvaltozasok klinikailag még
nem detektalhatoak, de karosodasra utald jelek mar mutatkoznak. A palcika kiiltagok
degeneracioja egyértelmilen kimutathato. Az M-csapok kiiltagjai részlegesen
fragmentalodnak, bar a sejtek szambeli csokkenése vagy a fototranszdukcids kaszkad
elemeinek expresszidos mintazataban nagyobb valtozas nem detektalhato. A mindkét
csaptipusra jellemzd opszint tartalmazd Un. dudlis csapok szama a retina periférias
teriiletein drasztikusan emelkedett. A valtozasok nem érintették a fotoreceptorokat
koriilvevd csap- és palcikahiivelyt. Az eredmények 1-es tipusu diabéteszes modellben
leirtakhoz hasonldak, valdszintileg a magas vércukorérték kovetkeztében alakulnak ki és

magyarazhatjak az irodalomban leirt korai funkcionalis elvaltozasokat.
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8.1. Summary

Part I. Besides rods, rhodopsin also stains a less numerous population of cells in
the INL and GCL during postnatal development in retina of Spague-Dawley rats, Siberian
hamster, Syrian golden hamster and mouse. The aim of the study was to describe the
morphology, the number and the staining characteristics of this population in retinas of
rats of different ages (P0-P21). Immuncytochemical double labeling with rhodopsin and
other cell type specific antibodies was used to characterize the population. The cells
comprised 1-3% of all labeled cells and morphologically resembled bipolar, amacrine or
ganglion cells. They first appeared at P4, reached their maximum density at P14 and with
a few exceptions disappeared by the end of the 3" postnatal week. Double labeling could
not confirm the presence of any other type of photopigment or cell specific marker, and
showed colocalization only in case of recoverin and rod arrestin. The function of these
cells during development is still unknown, but the fact that a small number of cells survive
till adulthood, with standard morphology and staining characteristics, indicates that while
most of them may simply represent errors, at least some of them are usefull constituents
of the retinal mosaic.

Part I1. Literature data indicates that in diabetes retinal dysfunctions exist prior
to clinically detectable vasculopathy, but the histological background behind these
deficits is largely unknown. Previously, a detailed description about the histology of the
retina was given in type 1 diabetic rats, where neural retinal degeneration preceded
apoptotic loss of cells. Here, we investigated the histopathology of the retina in early
diabetes using Zucker Diabetic Fatty rats, a model of type 2 diabetes. The morphology,
density and staining characteristics of the cells were analyzed by immunohistochemistry
after six months of diabetes. Marked outer segment degeneration was detected in rods
and in the majority of M-cones, without an apparent decrease in the number of stained
elements and without any major change in the expression of photoreceptor specific
markers like arrestin and transducin. An increase in the number of dual cones was also
visible. The retina of ZDF rats shows a surprising similarity to type 1 diabetic rats,
indicating that most of the changes are consequences of the high glucose levels.
Degeneration of retinal neurons may explain functional alterations detected in photopic

and scotopic vision.
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