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1. Bevezetés

Az emlés retina Szerkezete szabalyosan rendezett, emiatt az
idegtudomanyi kutatasok széles korben alkalmazott modellje. A neuralis retina
sejttesteket és nyulvanyokat tartalmazo, egymastol jol elkiiloniilé rétegeket
foglal magaban. A fény felfogasa és idegingeriiletté vald alakitasa a
fotoreceptorok feladata. A fényérzékeny pigmenteknek helyet add résziik a
kiiltag, amelyeket a pigmentham nyulvanyai vesznek koriil. A fotoreceptorok
sejttestjei a kiils6 magvas rétegben (ONL) kapnak helyet, szinapszisaik a kiils6
plexiform rétegben (OPL) formaldédnak a bipolaris és horizontalis sejtekkel. A
bels6 magvas réteg (INL) tartalmazza a bipolaris, horizontalis, amakrin
valamint Miiller sejtek perikarionjait. Ezutan kovetkezik a bels6 plexiform
réteg (IPL), ahol a bipolaris és amakrin sejtek szinapszisai helyezkednek el. A
szinaptikus réteg utan a ganglion sejtek rétege (GCL) kovetkezik. A ganglion
sejtek axonjai az optikus rostok rétegében (NFL) szedddnek Ossze, és mint
latéideg (NO) haladnak tovabb a magasabb agyi kdzpontok felé. Tovabbi két
réteg jon létre a retindban talalhat6 egyik glia tipus, a Miiller glia végtalpainak
kapcsolodasaval. A fotoreceptorok beltagja és a kiils6 magvas réteg kdzott egy
kiilsé (OLM) és az NFL réteg alatt egy belsé (ILM) hatarhartyat hoznak 1étre.
El6fordulhat, hogy bizonyos retinalis neuronok tipusuknak nem megfelel$
rétegbe keriilnek fejlédésiik soran. Szdmos ilyen sejttipust azonositottak mar a
retinaban, tanulmanyozasuk soran pedig az eltévedtnek hitt sejtekrél gyakran
kideriilt, hogy valdjaban meghatarozott funkcioval rendelkeznek és ezért
keriiltek a szamunkra ektopikusnak vélt pozicioba. Ilyenek példaul a displaced
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felelés starburst amakrin sejtek. A sejtek a GCL-ben lokalizalodnak és az IPL



ON alrétegében szinaptizalnak. Ismeretes tovabba, hogy léteznek tovabbi
ektopikusan elhelyezkedd, fotopigmentet expresszalo sejtek is. A melanopszin
tartalmu ganglion sejteken kiviil S- és M/L-opszint, illetve rodopszint
expresszald sejteket is felfedeztek mar ragesald retina GCL rétegében,
karakterizalasuk soran pedig kideriilt, hogy tovabbi fototranszdukciohoz
sziikséges fehérjéket is expresszalhatnak. A populaciok funkcidjat jelenleg
még nem ismerjiik. Sajat fejlddéstani Kutatasaim soran is egy ilyen ,eltévedt”,
rodopszin fotopigmentet tartalmaz6 sejtpopulaciora (misplaced rhodopsin
positive cell, MRC) figyeltem fel a ragcsalo retina organotipikus tenyésztése
kdzben. A retina bels6 rétegeiben (INL és GCL) elhelyezkedd sejtek részletes
karakterizalasat kiillonb6z6 ragesalo fajok retinajaban folytattam.

A fejlédéstani kisérletek mellett a fotoreceptorokat mas aspektusbol,
patologias koriilmények kozott is vizsgaltam. A fotoreceptorok valtozasainak,
allatkisérletes modellje szolgalt. A diabetes mellitus korunk civilizacios
betegsége, egy olyan szisztémas korkép, amely a szervezet egészére kihat. A
korkép szemészeti szovodménye a diabéteszes retinopatia, amelyet a szem
vaszkularis  elemeinek  karosodasa  alapjan  diagnosztizalnak. A
szakirodalomban elérhet6 publikaciok tobbsége is a vaszkularis elvaltozasokat
targyalja. Ismert azonban, hogy mar joval az ezt megel6z6 idészakban is
felléphetnek a latast érint6 funkciondlis elvaltozasok, amelyek a retina
kéarosodasara utalhatnak. Szinlataszavart, a kontrasztérzékenység csokkenését,
illetve vilagos és sotétadaptalt latasban bekovetkezd elektrofiziologiai
elvaltozasokat is publikaltak. Korabbi kutatomunkaink soran 1-es tipusu
diabéteszes allatmodellben a fotoreceptorok és a pigmentham karosodasara

utald jeleket talaltunk, a vaszkularis elvaltozasokat megel6zéen. Mivel a



betegek tobbsége 2-es tipusu cukorbetegségben szenved, a fotoreceptorok
érintettségét egy genetikai mutaciok sorozataval 1étrejott T2D allatmodell, a
Zucker Diabetic Fatty (ZDF) patkany retinajan vizsgaltam korai diabéteszben.
A korabbi, l-es tipusi diabéteszes allatmodellben folytatott vizsgalataink
pedig lehetdséget nytjtottak arra, hogy a fotoreceptorok és a pigmentham
degeneracios mintazatat Osszehasonlitsuk a  kiillonboz6 tipusokban és

elemezziik a betegségek korlefolyasanak figyelembe vételével.



2. Célkitiizés

Az MRC populacio sejtjeit tekintve csak sziikosen allnak
rendelkezésiinkre irodalmi adatok. Célul tiiztem Ki, hogy ezt a sejtpopulaciot
elséként karakterizaljam ragcsaléo retindban kvantitativ és kvalitativ
szempontok alapjan:

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

e tartalmaznak-e tovabbi opszin tipusokat, fototranszdukcios kaszkad
elemeket, illetve l1étesitenek-e szinaptikus kapcsolatokat,

e expresszalnak-€ mas, a retinara specifikus markereket,

e mia sorsa a sejteknek a retinaban és

o megfigyelhetk-e felnott retinaban is?

Vizsgalataink masik csapasiranyaban a fotoreceptor sejtek valtozasait
vizsgaltuk egy olyan ragcsalo fajban, amely bizonyitottan jol modellezi korunk
egyik stlyos népbetegségét, a 2-es tipusu diabetes mellitust. Kérdésiink arra
iranyult, hogy
o valtozik-e az allatok retindjanak vastagsaga,

e apoptotizalnak-e a fotoreceptor sejtek,

e hogyan valtozik a fotoreceptor sejtek morfoldgiaja,

e valtozik-e a fotoreceptorok opszintartalma és a fototranszdukcids kaszkad
fehérjék expresszioja és

o miként alakul a csap- és a palcikahiively morfologiaja

e van-e kiilonbség a fotoreceptorok és mas retindlis sejtek degeneracios

mintazataban, 1-es tipusu diabétesz (T1D) modelliinkkel 6sszehasonlitva?



3. Médszerek

3.1. Fejlodéstani kisérletek

Kisérleteinket a kiilonb6z6 ragesalo allatfajok (Sprague-Dawley
patkany, C57bl egér, sziriai aranyhorcsdg és szibériai torpehdresdg)
bevonasaval a kovetkez6 életkorokban végeztiik: P4, P7, P10, P14, P18, P21,
P24 és P28 korokban patkany esetén, P7, P10, P14 a tobbi faj esetén (PO=a
sziiletés napja). A szemeket enukledltuk és szemserleg preparatumot
készitettiink: a szaruhartyat az ora serrata mentén kdrbevagtuk, a lencsét és az
livegtestet eltavolitottuk. A szemserlegeket fixaltuk, majd krioprotekciot

kovetéen beagyaztuk és fagyasztva metszettiik.

3.2. In vitro, organotipikus retinatenyészetek

A retinatenyésztést PO-P4 patkany retinabol készitettiik. A szemekrol
az inhartyat és érhartyat, a lencsét és livegtestet eltavolitottuk, de a
pigmentham a retinin maradt. A retindkat szemipermedabilis tenyésztd
membranra teritettilk ki. A membrant steril plate-be helyeztiik és a membran
alatti teret tenyészt6i tappal toltottik meg. A tenyészeteket 5% CO-dal és
100% paratartalommal dusitott termosztatban, két hétig tartottuk fenn. A
retinakbol fixalast és bedgyazast kovetGen fagyasztva, 10-20 pum vastag

metszeteket készitettiink.



3.3. A T2D allatmodell

A diabéteszes és a ZDF lean kontroll allatokat tartasat hathetes kortol
standard laboratoriumi koriilmények kozott a Varosmajori Sziv- és
Ergyogyaszati Klinika, Dr. Radovits Tamas altal vezetett Kisérleti Kutat6
Laboratoriuma végezte. Az allatok taplalasa specialis diétaval tortént (Purina
5008), vizet ad libitum kaptak. Vércukorszintjiik ellendrzésére a farok vénabol
vett vérbol, othetente keriilt sor. Az eutanaziat az allatok 32. hetes koraban
végezték. Enukledciot kovetden a beadgyazast és fagyasztva metszést

kutatocsoportunk végezte el.

3.4. Immunhisztokémiai és lektinhisztokémiai vizsgalati modszerek

A metszeteket monoklonalis/poliklonalis primer antitesttel egy
¢jszakan at inkubaltuk. A beko6tddott primer antitesteket fajspecifikus Alexa-
konjugalt szekunder antitesttel tettiik lathatova. A lektineket biotinilalt
valtozatban hasznaltuk, a metszeteket két Oran at inkubaltuk, majd
streptavidin-konjugalt szekunder antitesttel mutattuk ki. A sejtmagokat 4,6-
diamidino-2-fenilindollal (DAPI) jeloltiik.

3.5. Fluoreszcens mikroszképia

Az MRC-k és a ZDF allatok retindjanak tanulmanyozasara, a
metszetekr6l konfokalis mikroszkoppal készitettiink felvételeket. A képet
Adobe Photoshop programmal, kizarolag a fényeré/kontraszt aranyat

minimalisan valtoztatva hoztuk végsé formaba.



3.6. Apoptozis vizsgalata

Az apoptotikus MRC-ket a fejlddéstani kisérletekben a piknotikusnak
itélt sejtmag morfologia alapjan ismertiik fel. A programozott sejthalalon atesé
sejtek felismerésének masik modszere a Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay, amelyet az in vivo

fejlodéstani kisérletekben és a diabéteszes allatok retinajan is alkalmaztunk.

3.7. Sejtszamolas és kvantitativ analizis

A statisztikai analizis elkészitéséhez az R Statistical Program
szoftvert vettiik igénybe, a kisérletekben p<0,005 értéket vettiink figyelembe.

Az MRC-k szamanak meghatarozasahoz 15 um vastag, vertikalis, a
NO-n athaladé centralis metszeteken szamoltunk manualisan. A kovetkezd
paramétereket vizsgaltuk: (1) MRC-k szama/Gsszes rodopszin pozitiv sejt
szama, (2) apoptotikus MRC-k szamara és (3) apoptotikus MRC-k/6sszes
MRC széazalékos aranyara életkoronként.

A T2D modellben a sejtszamolast 20 pum vastag vertikalis
metszeteken végeztik. A sejtszamolashoz szintén a NO-on athalado
metszeteket vettiink alapul. Az M-csap sejteket NO-tol superior és inferior
iranyban, centralis, kozépperiférias és periférias teriileteken szamoltuk. A
retina rétegvastagsagainal az OLM-ILM tavolsagot és az ONL réteg vastagsag
mérését végeztik el. Szamoltuk az ONL réteg sejtszam valtozasat a

rétegvastagsag mérésekkel azonos poziciokban.



4. Eredmények

4.1. A fejlédéstani kisérletek eredményei

In vitro organotipikus retinatenyészeten végzett vizsgalataink kozben
olyan rodopszin pozitivitast mutatd sejtekre figyeltiink fel, amelyek nem az
ONL rétegében, hanem az INL vagy GCL rétegekben helyezkednek el.
Szerettik volna megvizsgalni, hogy a sejtpopulacid a tenyésztés
melléktermékeként van-e jelen, esetleg génexpresszios valtozas bekovetkeztét
jelzik a tenyésztés soran vagy egy talan fontos rodopszin pozitiv
sejtpopulaciot, palcika altipust talaltunk.

A sejtpopulacidé minden vizsgalt, ragesalo retinaban jelen volt.
Rodopszin tartalmat a laboratériumunkban eldallitott AO antitesttel, mas
laboratoriumok  altal kifejlesztett antitestekkel és egy kereskedelmi
forgalomban kaphaté ellenanyaggal is kimutattuk mind a négy ragcsalé fajon.
Az antitesteket részben a fehérje C-, részben pedig az N-termindlisa ellen
termeltették, igy a nem specifikus antigén-antitestktddés lehetGsége is
kizarhato volt. Az ektopikus sejtek nem mutattak morfoldgiai hasonldsagot a
regularis palcika fotoreceptorokkal, alakjuk idomult a belsé rétegekhez: a
fotoreceptorokra  jellemz6  kiiltagot, vagy kezdetleges kiiltagszerii
képzédményt pedig csak nagyon ritkan, elenyész6 esetben talaltunk az MRC-
ken. A sejtek aranya az Osszes rodopszin pozitiv sejthez képest a retina
fejlédésének elsé fazisaban viszonylag allandd (~2%) volt. Ezt kdvetben
szamuk fokozatosan csokkent (0,5% P18 és P21 korokban). Eltiinésiik a retina

fejlédésének végén, a sziiletést koveté 28. nap kornyékén kovetkezett be.



Ugyanakkor még a feln6tt allatok retinajaban is el6fordult egy-egy MRC a
GCL rétegben.

Az MRC-k rodopszinon kiviil mas fotopigment jelenlétét (S-opszin,
M-opszin, melanopszin) nem mutattdk. Nem mutattak Miiller-glia,
makrofag/mikroglia markerekkel pozitivitast és palcika  bipolaris-,
horizontalis-, amakrin- és ganglion sejtekre jellemz6 fehérjéket sem
expresszaltak. A vizsgalt fototranszdukciés kaszkad elemek kozil allando
jelleggel csak a jelatvitel inaktivalasaban szerepet jatszoé recoverin és rod
arrestin jelenléte volt detektalhato a sejtekben.

A retina fejlodését kovetden a legtobb MRC apoptotizal. Néhany
MRC azonban jellemz6é morfologiai jegyekkel fennmarad az érett retinaban.
Ezek a sejtek mar nem termelnek standard modszerekkel kimutathato
mennyiségli rodopszint, recoverin és rod arrestin tartalmuk azonban
megmarad. Viszonylag kis sejttesttel és kis kiterjedésti dendritfaval és
jellegzetes magmorfologiaval rendelkeznek és minden esetben az IPL réteg

ON alrétegében szinaptizalnak.

4.2. A T2D allatmodellben végzett kisérletek eredményei

Az allatok teststulyaban a ZDF lean és diabéteszes allatcsoportok
kozott az anesztézia idépontjaban nem volt szignifikans kiilonbség. A lean
csoport allatainak vércukorszintje a teljes obszervacié id6tartama alatt (az
eutanazia idOpontjat kivéve) a normal tartomanyban maradt. A diabéteszes
allatok vércukorszintje mar a sziiletést kovetd 7. héten szignifikdnsan
magasabb volt, a 12. hétig meredeken emelkedett, és magas maradt a kisérlet

végéig.



A retinalis rétegvastagsagokban (OLM-ILM tavolsag és ONL
vastagsag) atlagaban nem talaltunk szignifikans csokkenést a cukorbeteg és a
kontroll csoport allatai kozott egyik mért ponton sem. Ellenkezéleg, mindkét
paramétert tekintve szignifikans rétegvastagsag novekedés volt megfigyelhetd
a diabéteszes allatok retinajaban, a centrumban és a periférias teriileteken is
(kivéve az ONL vastagsig a superior retina teriileteken). Bar a
rétegvastagsagok megnovekedtek, — valoszintileg 6déma képzddés miatt —
nem zarhattuk ki, hogy a neuralis retina sejtjeiben mar apoptotikus folyamatok
indultak el. Az esetleges sejtszamcsokkenést kétféleképpen vizsgaltuk: 1) az
ONL rétegben szabalyosan egymas ala rendezddo, oszlopokban megtalalhatd
fotoreceptor sejtek magjainak szamat vizsgaltuk oszloponként, a
rétegvastagsag mérésével azonos retinalis pozicidkban. Nem volt szignifikans
kiilonbség a diabéteszes és kontroll csoport kozoétt. 2) TUNEL assay-vel
végzett apoptdzis vizsgalattal sem talaltunk szignifikans sejthalalra utalo
kiilonbséget a diabéteszes allatokban a kontrollokhoz viszonyitva.

A palcika sejtek kiiltagjai er6sen degeneralodtak a diabétesz
hatasara, a degeneracié a metszeteken beliil valtozo eloszlast és mértéki volt.
A kiiltag €s beltag hatara szabalytalanna és elmosddotta valt. A palcika sejtek
koriili interfotoreceptor matrix azonban még nem mutatott eltéréseket a
diabétesz hatdsara. A palcika jelatvitel épségének vizsgalatat a
fototranszdukcié elemeinek immunhisztokémiai kimutatasaval teszteltiik.
Eltérést talaltunk a palcika jelatvitel inaktivacios fazisaban szerepet jatszo rod
arrestin fehérje esetén. Nappali fényviszonyok mellett a fehérje a kiiltagban
helyezkedik el, diabétesz hatasara pedig szorvanyosan a beltagba és a

perikarionba transzlokalodott.
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Az M- és S-csapok szamaban és jelolédésében nem talaltunk jelent6s
kiilonbséget a diabéteszes és a kontroll csoport retinai kozott. Az M-csap sejtek
morfologigjat tekintve azonban jelentds kiiltag degeneraciot tapasztaltunk
retinaszerte. A kiiltagok fragmentumokra valtak, a részek kozott rovid
Osszekoté  szegmenseket talaltunk. A fragmentalt jelleget a csap
fototranszdukcios kaszkadban szerepet jatszo cone arrestin fehérjével végzett
immunhisztokémiai vizsgalat is igazolta. A palcikdkhoz hasonléan a
csaphiivelyben sem talaltunk valtozast a diabéteszes allatokban a kontrollhoz
viszonyitva.

Diabéteszes allatokban viszonylag jelentds szamban mutattunk ki
olyan un. dualis csapot, amely az M-opszinnal egyidejlileg S-opszint is
expresszal. Kontrollban a duélis csapok a retina periférias teriiletein
képviseltetik magukat extrém kis szamban, a centrumbol hianyoznak. A
diabéteszes retinakban a centralis teriileteken is megjelentek, a periférian pedig
latvanyos sejtszam ndvekedés volt megfigyelhetd a kontroll retinakhoz
viszonyitva.

A fotoreceptorokkal szoros funkcionalis kapcsolatban allo
pigmentham valtozasait az RPE65 fehérje ellen termeltetett antitest
segitségével vizsgaltuk. Az immunhisztokémiai vizsgalatok a fehérje
expressziojanak erdés csokkenését mutattak a kontrollhoz viszonyitva, amely a

pigmentham érintettségére utal.
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5. Kovetkeztetések

5.1. Fejlédéstani kisérletek

e viszonylag nagyszamu, ecktopikusan, az INL-ben és a GCL-ben
lokalizalodo, rodopszin pozitiv sejtet detektaltunk a fejlédo ragesalok
retingjaban. Ezek a sejtek az eddig homogénnek hitt palcika fotoreceptorok
egy alpopulaciojat jelenthetik.

e A MRC-k tobbsége valosziniileg ténylegesen eltéved a retina fejlodése
alatt, majd a fejlédés befejezodését kovetden eliminalodik a retinabol.

o Az MRC-k kis hanyada standard morfoldgiaval fennmarad a feln6tt retina
GCL rétegében. Részben megvaltozik a sejtek génexpresszids mintazata:
nem expresszalnak kimutathaté mennyiségii rodopszint, a recoverin és rod
arrestin expressziojuk viszont upregulalodik. Ez idaig ismeretlen funkciot
toltenek be.

e Transzplantacios kisérletekben a retindba beiiltetni kivant palcikak
eldalakjait a rodopszin pozitivitas alapjan valasztjak ki. Kisérleteink
igazoltdk, hogy rodopszint nem kizarélag az ONL-ben elhelyezkedo,
regularis palcika fotoreceptorok tartalmazhatnak, igy az esetlegesen

kivalasztott MRC sejtek ronthatjak a kisérletek hatékonysagat.

5.2. Kisérletek a 2-es tipusu diabéteszes modellben

e a vizsgalt idépontban a ZDF allatokban nincs retinalis rétegvastagsag
(OLM-ILM tavolsag és ONL vastagsag) csokkenés. Ellenkezbleg,

vastagsagnovekedést  tapasztaltunk  retinaszerte  valoszinileg a
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megvaltozott cukormetabolizmus okozta 6déma képzOdés miatt. Ezzel
parhuzamosan nem valtozott az ONL rétegben elhelyezkedd, egy oszlopba
rendez6dd fotoreceptorok szama €s nincs apoptozisra utalé jel TUNEL
assay vizsgalattal sem, igy vizsgalatainkat a retinalis sejtek tomeges
pusztulasa el6tt végeztiik.

A diabétesz hatasara a fotoreceptorok kiiltagjai és a pigmentham
degeneralddtak, bar szambeli csokkenést egyik vizsgalt sejt esetében sem
tudtunk kimutatni.

A diabétesz hatasara megnovekszik az S-opszint és M-opszint egyszerre
expresszalo, dualis csapok szama. A jelenség nem egyediilallo, a korabban
vizsgalt, 1-es tipusi diabéteszes modelliinkben is tomeges szamban
jelennek meg a retina centralis és periférias teriiletein is. A dualis csapok
az M-csap fejlédés soran is megjelennek atmenetileg, a jelenség tehat az
A sejten beliill az S- vagy az M-opszin ugyanazt a jelatviteli Gitvonalat
aktivalja, tehat a dualis csapok nem képesek szininformacié tovabbitasara.
Feltételezheto tehat, hogy a dualis csapok megjelenése allhat a diabéteszes
szinlataszavarok korai megjelenésének hatterében.

Eredményeinket Osszehasonlitottuk a korabban vizsgalt, streptozotocin-
indukalta, 1-es tipusti diabéteszes modelliink eredményeivel és azt
tapasztaltuk, hogy a két diabéteszes korkép kiilonbozo lefolyasa ellenére
(eltérd vércukorszintek, inzulinszintek, lipidszintek) nagyrészt hasonlo
degeneracios mintazatot kaptunk a fotoreceptorokat és a pigmenthamot
tekintve. Tehat az eltérések a legvaldsziniibben a magas vércukorszint
kovetkezményei, mig mas, a korkép kialakulasaban szerepet jatszo

faktorok nem befolyasoljak ezeket érdemben.
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Vizsgalatainkat mindkét modellben a szignifikans mértékli apoptdzis és a
vaszkularis elvaltozasokat jelent diabéteszes retinopatia elott végeztiik,
amely id6szakban mar detektalhatoak eltérések a fotopikus és szkotopikus
ERG vizsgalatokban, észlelhetd szinlataszavar és a kontrasztérzékenység
csokkenése. Az altalunk leirt csap- és palcika fotoreceptor degeneracio
magyarazatul szolgalhatnak a masok altal megfigyelt latast érintd

funkcionalis eltérésekre.
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