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Emldsokben a csap opszinok eltéré aminosav Osszetétele alapjan harom csaptipust
kiilonboztetiink meg, amelyek a szindiszkriminacioban jatszanak szerepet. A rovidhullam érzékeny,
un. S-csapok elnyelési maximuma a kék (néhany esetben az UV) tartomanyba esik; a kozepes
hulldmhosszra érzékeny M-csapokat a zold, mig a hosszahulldmu fényre érzékeny L-csapokat a voros
fény ingerli leginkabb.

A retinak tobbségét a palcikak dominaljak, a csapok minddssze 1-14 szdzalékban mutathatok
ki. A kutatasok kideritették azt is, hogy csak néhany féemldsre jellemz6 mindharom csapféleség
jelenléte, a trikromatikus szinlatas. Az emldsok tobbségénél csak kétféle csapot talalunk (dikromécia),
amelyek koziil az egyik a rovid hullamhosszakra (S-csap), mig a masik altalaban zold, vagy néhany
esetben a voros fényre érzékeny. Ezt a masodik csappopulaciot szokas M/L-csapnak is nevezni. Bar
szdmos, az altalanos sématol eltérd retindlis receptoreloszlast sikeriilt azonositani, a legtobb fajban
minden csap csak egyféle fotopigmentet tartalmaz, és a kiillonb6zé csaptipusok eloszlasaban
jellegzetes térbeli elrendez0dés nem figyelhetd meg. Ez azt jelenti, hogy nincsen olyan tertilet,
ahonnan az egyik tipus hianyozna, és a két altipus egymashoz viszonyitott aranya is relative allando:
kb. tizszer annyi M/L-, mint S-csapot talalunk. (Osszefoglalok a retinlis csapok eloszlasardl: Jacobs,
1993; Szél és mtsai., 2000, Lukdts és mtsai., 2005)

Az elmult években az érdeklédés egyre inkabb a retinalis eloszlasok vizsgalatardl a
fejlédéstani folyamatok feltérképezése felé tolodott el. Hogyan differencidlodnak a fotoreceptorsejtek,
milyen szabdlyoz6 faktorok vesznek részt a kiilonb6z6 csapmintdzatok kialakitasaban? Ennek a
palyazatnak a keretében megvalosulo kutatasokban is ezekre a kérdésekre probaltunk valasz kapni.

Régota ismert, hogy néhany fajban (pl.: patkdny, mokuscickany, ember), koexpresszidt mutatd
csapok jelenhetnek meg a fejlodés folyaman (atmeneti fotopigment koexpresszio- Szél és mtsai., 1994).
Ezek a dualis csapok valdszinlileg az M/L-csapok differencidlodasanak egy atmeneti allapotat
reprezentaljak. Az Un. transzdifferenciacios elmélet szerint minden csap elészor a kékérzékeny
pigmentet kezdi termelni, és néhdnyan a felndttkorig csak ennek a szintézisére képesek (10%
azonban beindul az M/L-pigment termelése is - ezeket latjuk kettésen jelolt elemekként -, majd az S-
pigment termelése fokozatosan ledll. Az M/L-csapok tehat az S-csapokbodl fejlodnek ki,
transzdifferencialodéssal. Felnéttkorban, amikorra az opszinvaltas befejez6dott, a retina egyetlen
dualis csapot sem tartalmaz. Ha feltételezziik, hogy minden M/L-csap transzdifferenciacioval fejlodik,
valdszintileg 1éteznek olyan faktorok is, amelyek ezt a pigmentvaltast szabdlyozzak. A nemzetkozi
irodalom, €s sajat kutatasaink nagyon sok ilyen faktor szerepét felvetik. Az M/L-csapok fejlédésében
szerepe lehet a pajzsmirigyhormonoknak (Ng és mtsai., 2001), a retinolsavnak (McCaffery és mtsai.,
1993,1999), ndvekedési faktoroknak és receptoraiknak (TrkB - Szabo és mtsai., 2004), kevés esetben
sikeriilt azonban szerepiiket biztosan meghatarozni, illetve bizonyitani.

Kutatasainkban ezért azt a célt tiztiikk ki magunk elé, hogy szisztematikusan megvizsgaljuk e
bizonyitott, vagy feltételezett szabalyozd mechanizmusokat. Kiilonds tekintettel egyes hormonok és
novekedési faktorok szerepét tanulmanyoztuk. Mely faktorok, a fejlodés melyik fazisaban hatva
vesznek részt a szinspecifikus csapok fejlédésében? Milyen receptorokon keresztiil, direkt vagy
attételes hatasmechanizmussal fejtik-e ki hatasaikat. Meddig tart a csapfejlodés? Lehet-e felnott
allatfajok retinajabdl is differenciacialodasra képes sejteket izolalni?

A legtobb, vizsgalni kivant faktor szerepe in vivo retinafejlédés tanulmanyozasa soran
vetddott fel (a TrkB expreszidja példaul az M/L-opszin megjelenésével egyszerre detektalhato), ez a
modszer a hatdsmechanizmus meghatarozasara azonban nem megfeleld.
transzgenikus allatok, illetve a retindlis szdvettenyésztés. A knock out technologiaval kiilonb6zo
geéneket lehet szelektiven blokkolni, igy hatasaik vizsgalhatoak. Az eddigi egyetlen, az M/L-csapok
fejlédésében biztosan szerepet jatszo faktort, a pajzsmirigyhormont, pontosabban annak B2 receptorat
is ezzel a modszerrel azonositottak. (A receptor hianyaban az M/L-pigment termelése nem indul be, az
Osszes csap megreked korabbi, csak S-pigmentet tartalmazé stadiumban.- Ng és mtsai., 2001). A
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technika vitathatatlan el6nyei mellett komoly problémat jelentenek a koltségek, az esetleges
extraretindlis hatdsok és a kisérleti allatok faja. Az egér retindjanak fotoreceptoreloszlasa ugyanis
jellegzetes dorso-ventralis osztottsagot mutat, a csapok tobbsége mindkét pigmentet egyszerre termeli,
kiilonb6zo retinalis poziciokban az egyik, illetve a masik opszin expresszidja dominal, ami
hihetetleniil megnehezitheti az eredmények értékelését (Rohlich és mtsai., 1994, Applebury és mtsai.,
2000).

Kutatasainkban ezért mi egy organotipikus retinakultiran alapulé modellt fejlesztettiink
tovabb, és adaptaltuk tobb eltérd retindlis csapeloszlassal rendelkezd ragesalofajra. A modszer mar a
nyolcvanas évek 6ta ismert, de hasznalatat sokdig korlatozta a tapoldatok nem megfeleld Gsszetétele.
A ragcsalokbol az elsé néhany postnatalis napon sterilen kiemelt, €s membranra kitiltetett retina talélt
ugyan, ndvekedésnek is indult, de az M/L-csapok ebben a rendszerben nem fejlodtek ki (Soderpalm és
mtasi., 1994, Wikler és mtasi., 1996). A tapoldat Gsszetételének folyamatos fejlesztésével azonban
néhany év 6ta mar mod van arra is, hogy a tenyészeteket akar két-négy héten at is életben tartsuk, és a
fotoreceptorok teljes differencialodasa végbe menjen (Pinzon-Duarte és mtasi., 2000, Szabo és mtasi.,
2003). A legtobben, munkacsoportunk is, a kereskedelmi forgalomban kaphaté mediumokat (pl.:
DMEM/F12; 1:1) kiilonb6z6 recept alapjan szérummal (FCS), aminosavakkal, fehérjékkel, cukrokkal,
vitaminokkal és hormonokkal egészitik ki.

A membran culture eljaras soran altalaban a teljes retina kertl kitiltetésre egy szemipordzus
membranra. A membranon fekvd szovet a tapoldat-levegd hatarfeliileten helyezkedik el, a membran
szintje alatt a tapoldat, felette leveg6 talalhatd. A rendszer eldnye, hogy mind a taplalas, mind az
oxigenizalas folyamatos. A retina kiiiltethetd a fotoreceptorokat boritd pigmenthammal egyiitt, vagy
nélkiile is. Egy kordbbi tanulméany szerint a pigment epithelium hianya nem befolyasolja sem a
sejtdifferenciaciot (opszin expresszid), sem a szinaptogenezist, sem pedig a retina belsé rétegzodését,
hianyaban azonban a fotoreceptorok kiilsé szegmentumai nem fejlédnek ki és a membrana limitans
externa fejlodése is zavart szenved (Pinzon-Duarte és mtasi., 2000). Bar technikailag nehezebb a
retinat a pigmenthammal egyiitt kipreparalni, morfoldgiailag sokkal jobb eredmények érhetok el ezzel
a modszerrel (valodi kiiltag fejlodik ki, sokkal kevesebb degeneralodo, rozettas teriilet), ezért
tenyésztéseink nagy részében a kiiiltetést pigmenthammal egylitt végeztiik.

A technikat mar évekkel ezel6tt sikeriilt meghonositani, mikoris bebizonyosodott, hogy az
els6 néhany postnatalis napban kiemelt patkany retina jol fejlodik az altalunk hasznalt médiumban, a
kisérleti felallas tehat hasznalhatdé a fotoreceptorok fejlodésének vizsgalataban. A moddszer
legfontosabb eldnye, a mesterséges kornyezet teljes kontrolljanak lehetsége. A szérum nélkiil
tenyésztett retinaban a hasznalt médium Osszetevoi jol ismertek, koncentraciojuk tetszés szerint, akar
naponta, ha sziikséges még gyakrabban valtoztathatd, tehat elméletben a vizsgalt faktorok szerepe, a
hatastartam 1ideje pontosan meghatdrozhatd. Szérummal végzett tenyésztés esetén a médium
Osszetétele teljes pontossaggal mar nem hatarozhatdo meg, de ez a kdzeg a retinafejlodes és életben
tartas szamara jobb feltételeket biztosit, ezért mindkét modszert alkalmaztuk, torekedve arra, hogy a
szérumot, kivaltsuk.

A tenyésztés masik nagy eldnye a transzgenikus allatokkal szemben, hogy a faktorok esetleges
extraretindlis hatasi ebben a rendszerben biztosan nem befolyasoljak a fotoreceptorok fejlodését.
Komplexebb rendszerben, kiilonosen az olyan tobb ponton haté hormonnal, mint a
pajzsmirigyhormon, a metabolikus és a kozponti idegrendszeri hatasok is befolyasolhatjak az
eredményeket.

Kisérleteinket eredetileg pigmentalt Brown Norway patkanyokon folytattuk, majd késGbb
kiterjesztettilk a kdonnyebben hozzaférhetd albind Sprague-Dawley patkanyokra illetve két olyan uj
fajra is (sziriai aranyhorcsog és szibériai torpehdrcsdg), amelyek fotoreceptoreloszlasuk alapjan
alkalmasabb modellnek tiinnek az M/L-csapok fejlédésének vizsgalataban. Mindkét altalunk vizsgalt
horcsogfaj retinaja kiillonleges csapelrendez6dést mutat. MindOssze egy csappopulaciot lehet
azonositani, amely felnétt sziriai horcsogben csak a zold- (Calderone és Jacobs, 1999), szibériai
torpehorcsdogben viszont egyszerre mind a z6ld- mind a kékérzékeny pigmentet termeli (Lukdts és
mtsai., 2002), igy mintegy megrekedni latszik az M/L-csapok differencialodasanak korai stidiumaban.
Miutdn a definitiv kékérzékeny csapok egyik fajban sincsenek jelen, ezekben a homolog
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szabalyozo6 anyagok pontos hatdsat azonositani.



A kiilonb6z6 modositott médiumokban tenyésztett retinakat a masodik hét végén fixaltuk,
majd teljes retindn, illetve fagyasztott és félvékony metszeteken morfologiai és immuncitokémiai
vizsgalatokat végeztiink, amivel a fotopigmenteket, a fotoreceptorsejteket, egyes esetekben mas
sejttipusokat, a apoptotikus €s a proliferalo sejteket is azonositottuk. Kontrollként azonos koru in vivo
fejlédo-, vagy kontroll (teljes differencialddast biztositd) médiumban tenyésztett retindkat hasznalunk.
Az immuncitokémiai modszerek mellett az in vivo illetve in vitro fejlédott retinakon RT-PCR
modszerrel is azonositottuk a megfeleld pigment fehérjék mRNS-ét. Kifejlesztettiink egy in situ
hibridiz4cion alapul6 detektalasi eljarast is, mind patkanyban mind sziriai aranyhoércségben.

Fontosabb eredményeink.
A vizsgélt fajok in vivo retinafejlédése

Mindkét horcsogfaj in vivo fotoreceporfejlédését mar megvizsgaltuk. Eldzetes feltevéseink
alapjan azt vartuk, hogy mindkét fajban a kékérzékeny pigment expresszidja indul be eldszor, ezt
kovetné a zoldérzékeny pigment termelése. Szibériai horcsdgben azutan mindkét pigment
expresszalodna tovabb felndtt egyedekben is, sziriai horcsogben ellenben a kékérzékeny pigment
termelése leallna a fejlodés késobbi stadiumaiban. Amikor immuncitokémiai modszerekkel probaltuk
ellendrizni ezt az elméletet a szibériai hdrcsdgben a pigment altipusok megjelenése mindenben kovette
a felvazolt sémat, ugyanakkor sziriai aranyhorcsogben egyetlen korban sem sikeriilt a kékérzékeny
pigment expresszidjat kimutatni (Haldsz és mtasi.,2004, Haldsz és mtasi., elokésziiletben).

RT-PCR primerek ¢€s in situ hibridizacios probak készitése.

Fejlodéstani vizsgalatoknal mindig kiilonlegesen fontos a vizsgalt elemek minél korabbi biztos
azonositasa. Eddig laborunkban a fotoreceptorsejtek azonositasara csak immuncitokémiai modszerek
alltak rendelkezésre. A palyazat soran az egyik legfontosabb megoldando technikai feladat a jol
miikddé PCR primerek és in situ probak kifejlesztése volt. Hatféle RT-PCR primerpart terveztiink. Az
M/L-opszin azonositasara alkalmas primerek koziil az egyik sziriai aranyhdrcségben, a masik
patkanyban, a harmadik mindkét vizsgalt fajban miikodik. A primereket leteszteltiik, specificitasukat
bizonyitottuk. S-opszin specifikus primert szintén haromfélét készitettiink. Egy patkanyban, egy sziriai
aranyhorcsogben, egy pedig mindkét fajban miikodik, specifikusan.

Patkanyban az S-opszin mRNS mar embrionalis korban is kimutathatd, mig az M/L-opszin
termelése legkorabban a 4. posztnatalis napon volt detektalhatd, messze megelézve az
immuncitokémiai kimutathatésagot (7-10. nap). Tehat az M/L-csapok elkotelezddése mar a 4. nap
el6tt végbemegy.

Sziriai aranyhdrcsdgben mindkét opszin termelése hamarabb indul be mint patkanyban. Az S-
opszin mRNS itt is embrionalis kortol, mig az M/L-opszin esetében mar ujsziilétt kortodl kimutathato.
Az S-opszint detektalo primerek tervezésénél, és az eredmények értékelésénél figyelembe kellett
venni, hogy a sziriai hdrcsdogben az opszin génjében talalhaté deletio miatt a keletkezett mRNS
rovidebb, és irodalmi adatok szerint a rendkiviil gyorsan degradalédik, a produktum, a pigment nem is
késziil el kimutathatdé mennyiségben (Glossmann, személyes kozlés, Williams és Jacobs, 2008). Az
irodalmi adtok birtokdban terveztiik meg a primert az mRNS azonositasara, amely a fejlédés soran,
sOt, feln6tt allatban is mindvégig pozitiv jelet adott. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy a két horcsogfaj a pigmnet mRNS termelés tekintetében identikusnak tekinthetd. Mindkett6ben
¢letiik végéig atirodik mind az M/L- mind az S-opszin mRNS, de az S-pigment maga, csak a szibériai
horcs6gben mutathato ki immuncitokémiai mddszerekkel.

In situ hibridizaciés probakat is készitettiink mindkét fent emlitett fajban (patkany és
aranyhorcsog) mind a kétfélé opszintermelés kimutatasara.

Sziriai torpehdrcsogben, megfeleld irodalmi adatok hianyaban, nem tudtunk sem primereket,
sem in situ probakat késziteni.

Az in vitro organotipikus retinatenyésztés mindharom vizsgalt faj esetében hasznalhato.



Ha az 1-4. napon kiiiltetett retinakat az eredeti kontrol tapoldatban tenyésztettiik, szérum
hozzéadasa mellett (10% FCS), mindharom vizsgalt faj retinafejlédése az in vivo allapothoz hasonléan
ment végbe. A 14. postnatalis napon fixalt tenyészetekben megjelent az M/L-opszin expresszioja,
amelyet mind poly-, mind monoklonalis ellenanyaggal és az aranyhorcsog illetve a patkany esetében
PCR reakcidval is bizonyitottunk. A tenyészetek rétegzettsége megtartott volt, és bar a retina
vastagsaga (kiilondsen a bels6 magvas- és a ganglionsejtréteg vastagsaga) csokkent, a vizsgalt, nem
retindkhoz viszonyitva. A retina fejlédése tehat mind morfologiailag mind immuncitokémiailag
végbement, tehat az altalunk meghonositott rendszer alkalmas a fejlédésre hatd faktorok tesztelésére.

Az M/L-csapok elkotelezOdése a 4. postnatalis nap el6tt végbemegy.

Amennyiben a retindkat a 4. nap utan iltettiik ki, akkor a tapoldat sszetételétdl fiiggetleniil
végbement az M/L-csapok teljes kifejlodése. A kiilonbozé médiumok kozott csak mennyiségi, és nem
mindségi jellegl kiilonbségeket detektalhattunk. Minél kozelebb 4llt a tdp a kontrol oldathoz, illetve
minél késobb tortént a kiiiltetés, annal szebb volt a tenyészetek morfoldgidja, és annal tobb M/L-csap
volt megfigyelhetd. Tehat az M/L-opszin gén ,,bekapcsolasa” mar a 4. nap elétt megtorténik. Ezt
tamasztjak ald PCR eredményeink is, mely szerint patkdnyban el6szor a 4. napon detektalhato M/L-
opszin mRNS. FErdekes modon sziriai aranyhorcsdgben a géntermék sokkal hamarabb, mar a
sziiletéskor kimutathatd, ennek ellenére itt is csak a 3-4. naptol fiiggetlen a tenyésztés eredménye a
hasznalt tapoldattol. Ez utdbbi adat pontos magyarazata még varat magara.

A szérum egyediil tartalmazza az M/L-csapok kialakulasahoz sziikséges 6sszes komponenst.

Ha az 0-3. napon kiiiltetett tenyészeteket 10% szérumot (FCS) tartalmazd tapban neveltiik,
akkor az M/L-opszin expresszidja mindenképpen megjelent, fiiggetleniil a tdp mas altalunk vizsgalt
OsszetevOitél. Ezek szerint tehat a szérum minden olyan komponenst tartalmazott elegendd
mennyiségben, amely a csapok fejlodéséhez sziikséges. HPLC vizsgalatokkal ellendriztiik, hogy a
szérum biztosan tartalmazza mind az altalunk vizsgalt pajzsmirigyhormont, mind az E-vitamint, de
feltételezhetGen sok mas, egyelOre azonosithatatlan Gsszetevot is (ndvekedési faktorok, hormonok?).
Ahhoz hogy a tap Osszetételét, és koncentracidjukat pontosan ismerjiik, a szérumot tehat ki kell
hagynunk a médiumbol.

A pajzsmirigyhormon sziikséges ¢és elégséges feltétele az M/L-opszin expresszio
bekapcsolasanak patkanyban.

Irodalmi adatokbol ismert a pajzsmirigyhormonok szerepe az M/L-csapok fejlédésében —
egérben - elsdsorban B2 receptoranak kozvetitésével. Knock out egereken végzett vizsgalatok alapjan
az elsd néhany postnatalis napban az RXRy retinolsav receptorral dimert alkotva elnyomja az S-opszin
termelését, az 5-7. nap kornyékén B2/ B2 dimerként pedig beinditja az M/L opszin szintézisét. Az egér
retina fotoreceptor eloszlasa azonban meglehetdsen eltér a tobbi emldsétol, jellegzetes dorso-ventralis
osztottsagot mutat. A csapok tobbsége mindkét pigmentet egyszerre termeli, kiilonbozd retinalis
pozicidkban az egyik, illetve a masik opszin expresszidja dominal, ami hihetetleniil megnehezitheti az
eredmények értékelését (Rohlich és mtsai., 1994; Applebury és mtsai., 2000). Az is kérdéses, hogy
egy ilyen specialis fajon tett megfigyelés mennyire altalanosithatd, vonatkozik-e ez a tobbi eml0sre is.
Ennek vizsgalatara 0-4. napos korban kililtetett patkany retindkat vizsgaltunk, amelyeket
pajzsmirigyhormon tartalmq, illetve mentes tapoldatban tenyésztettiink. Ha az oldat tartalmazott
pajzsmirigyhormont, az M/L-opszin expresszié kimutathaté volt, ha nem, elmaradt. Az oldat tobbi
vizsgalt komponensének nem volt szadmottevd hatasa a csapfejlodésre. A tap atlagos T3 koncentracidja
2ng/ml volt. Valdsziniileg ennél a mennyiségnél joval kevesebb is hatasos, hiszen a csak szérumot, de
kiilon hozzaadott pajzsmirigyhormont nem tartalmaz6 tapban, ahol a koncentracio az atlagos T3
koncentracio mindossze 10 %-a (HPLC), is kifejlodtek az M/L-csapok. Hasznaltunk az atlagosnal
sokkal toményebb (max 18x) koncentraciokat is, ennek azonban nem volt szamottevd pozitiv hatasa,
sOt, magas koncentracioknal toxicitasra utald morfologiai jelek voltak megfigyelhetok. A hormon
szerepe nem volt kimutathatdé a 4. nap utan végzett kiiiltetések esetében. Eredményeink tehat



bizonyitjak, hogy patkanyban, csakligy, mint egérben, a pajzsmirigyhormon sziikséges és elégséges az
M/L-opszin expresszidjanak beinditasdhoz.

A pajzsmirigyhormon sziikséges, de nem elégséges az M/L-opszin expresszio
bekapcsolasahoz aranyhorcsogben — E-vitamin hozzaadasa elengedhetetlen.

Amennyiben sziriai aranyhorcsog retinait tiltettiik ki az els6 négy postnatalis napon, és azokat
szérummentes kornyezetben tenyésztettiik, M/L-opszin expresszid csak akkor volt megfigyelhetd, ha a
tap nemcsak pajzsmirigyhormont, hanem E-vitamint is tartalmazott megfeleld koncentracidban. A
csak hormont tartalmazo tapban tartott retindkon minddssze egy-két M/L-csapot sikertiilt
azonositanunk, mig a hormont és vitamint tartalmazé oldatban ndvesztett retinakon nagy szamban
jelentek meg ezek az elemek. A csak E-vitamint tartalmazé tap nem volt elégséges: az ilyen oldatban
tartott retinakrol az M/L-csapok teljesen hidnyoztak. Az E-vitamin hatasa specifikusnak tiinik e
csappopulaciora. Hidanya esetén a retina morfoldgiaja érdemben nem valtozik, csak az M/L-opszin
expresszid hidnyzik, és ezt a hatdst nem lehet, még tobbszorés koncentracioban adott
paizsmirigyhormonnal sem, ellenstlyozni.

Bar az E-vitamin hatdsa aranyhorcsdgben bizonyitottnak tlinik, semmilyen hasonld szerepét
sem sikeriilt kimutatnunk patkdnyban, az altalunk vizsgalt 0-4 napos iddablakban. Mivel az
aranyhorcsogben az opszin gének aktivalodasa korabban megy végbe, mind patkanyban, ezért
valdsziniitlen, de nem kizarhat6, hogy korabbi, esetleg embrionalis korban végzett kiiiltetésekkel
megfigyelhetiink majd valamilyen szabalyozo szerepet a patkany csapjainak fejlodésében is.

Egyelére nem sikeriilt megfejteniink az E-vitamin hatdsmechanizmusat sem. Bar tobb,
elsdsorban gyermekkori retinabetegségben rutinszerien adjak a betegeknek, pontos hatdsa azonban
ismeretlen. Els6sorban, mint antioxidans johet szoba, és ilyen szerepe lehet az altalunk vizsgalt in
vitro rendszerekben is. Példaul feltételezhetd, hogy a tenyészetekhez hozzdadott retinol / retinyl-acetat
rendszerben a komponensek egymashoz viszonyitott aranyat képes befolydsolni. Az sem kizart
azonban, hogy specifikus receptorhoz kotddve, - és nem mint antioxidans - vesz részt az M/L-csapok
fejlédésében.

Az itt felvetett kérdések megvalaszolasa mindenképpen tovabbi vizsgalatokat igényel.

ElsOsorban beszerzési nehézségek miatt szibériai torpehorcsdgon viszonylag kevés tenyésztést
végeztiink szérummentes kozegben, amelyek biztos kovetkeztetések levonasara egyenldre nem
alkalmasak. Miutan, hasonldéan a sziriai aranyhdrcsdghdz, ez a faj is élete végéig termeli minden
csapjaban mindkét opszim mRNS-ét, varhatéan csapfejlédésiik is nagyon hasonléan megy végbe.

Az erythropoietin €s receptora szerepet jatszhat a retina €s a csapok fejlodésében.

Ma mar altalanosan elfogadott, hogy az erythropoietin nemcsak a vérképzésben fontos, hanem
a kdzponti idegrendszer tobb pontjan, igy a retindban is neuroprotectiv és neurotrophicus szereppel
bir. Szintén leirtak, hogy mind a hormon, mind receptora megtalalhato a felndtt retindban. Nem
talaltunk azonban adatot a hormon retinafejlodés alatt betdltott szerepére, valamint termelésének
szabalyozasara vonatkozdéan — alabb leirt kisérleteinkben ezeket vizsgaltuk. Amig felndttben a
beltagok, a belsé magvas-, a ganglionsejt, ¢s mindkét plexiform rétegben kimutathato, addig fejlédés
alatt expresszidja jellegzetesen valtozik. Sziiletés utan el6szor a ganglionsejtekben és a neuroblast
réteg két sz€élén taldltunk erdsebb jelolést. A késobbi korokban kettds jelolésekkel vilagossa valik,
fotoreceptorok is erdsen jelolodtek. A morfologiai alapjan feltételezziik, hogy a hormont lokalisan a
ganglionsejtek termelik (cytoplasmaticus jeldlés), célsejtjeik pedig a fotoreceptorok, horizontalis- és
amakrin sejtek lehetnek (membranjeldlés, receptor ellenes ellenanyaggal pozitivak). Miutan a hormon
expresszidja egybeesik a fejlodés alatti f6 apoptotikus hullammal, joggal meriil fel az, hogy lokalis
neuroprotektiv szerepe lehet. Bar kisérleteink f6leg in vivo folytak, retinatenyésztéseket is végeztiink,
kiilonb6z6 koncentracidban hozzaadott erythropoietinnel, ahol a mintak feldolgozasanal tunel
reakcioval az apoptotikus sejtek szamat, és elhelyezkedését vizsgaltuk. Az eredmények kiértékelése
jelenleg is folyamatban van.



A Kkisérlet arra is ravilagit, hogy a retinatenyésztés szintén hasznos lehet a potencialisan
neuroprotektiv anyagok hatdsainak tesztelésére is, ezért a jovOben tobb vizsgélatot terveziink
elvégezni ezen, a jovobeli klinikai hasznositassal is kecsegtetd vonalon is.

Néhany, viszonylag kisszamu kisérletet végztiink a TrkB iv vitro hatasanak vizsgalatéra is,
ezek azonban pontos kovetkeztetések levonasara egyeldre nem alaklmasak.

Felnéttkori fotoreceptor regeneracio?

Szintén érdekes kérdés, hogy e feltételezett faktorok meddig fejthetik ki hatdsaikat, mikor
fejez6dik be a csapfejlodés. Az elmult években beszamoltunk arrol, hogy egy altalunk vizsgalt nappal
aktiv ragcsald, az Otomys unisulcatus feln6tt egyedeinek periférids retindjan a csapsejtek eloszlasa
eltér az altalanos sématdl. A kékérzekeny csapok szama, illetve aranya is joval meghaladja a centralis
retinarészeken észleltet, és a csapok kb. 5%-a mind a kék-, mind a z6ld pigmentet egyszerre termeli
(fotopigment koexpresszio). Ez a teriilet a mind morfologiailag mind immuncitokémiailag nagyon
hasonlit a fejlodo retindban megfigyelt jelenségekre, felmeriilt tehat a lehetdség, hogy a retina e jol
koriilhatarolt teriiletén differencialodni képes helyezkednek el, amelyek allandéan osztdédva 1j
fotoreceptorokat termelnek, ezek pedig beilleszkednek a retinalis mozaikba. Feltevésiinket
alatdmasztja, hogy ezen a teriileten a sejtek egy része felndttkorban is ciklusban van, osztodasra képes.
Ezeket a sejteket immuncitokémiai modszerekkel anti-PCNA (proliferating cell nuclear antigene)
ellenanyaggal azonositottuk. (Berta és mtsai., 2004, Lukats és mtsai., 2005; Lukats és mtsai.,
submitted for publication). Egyelére még nem tudjuk bizonyitani, hogy ezek a sejtek fotoreceptorokka
(is?) differencialédnak, bar adatainkbol ez a logikus kovetkeztetés adodik. Ha pedig ez a teriilet a
fejlédo retinahoz hasonloan viselkedik, akkor varhatoan ugyanazok, de legalabbis hasonlé szabalyozé
mechanizmusok iranyithatjak a fejlodést ezen a teriileten is.

A feltételezett felnodttkori csapfejlodés (regeneracid?) vizsgélatdhoz is a tenyésztési
modszereket szerettiik volna igénybe venni. Sajnos, mind a mai napig csak ebben az egy fajban
sikeriilt erre utald bizonyitékokat szerezniink, ez azonban dél-afrikai élettere miatt Magyarorszagon
nem beszerezhetd. Alternativ modellallatként megvizsgaltuk az altalunk hasznalt fajokat, hatha itt is ki
lehet-e mutatni hasonl6 teriiletet? Sajnos mindkét vizsgalt horcsogfaj zsakutcanak bizonyult.
Patkanyban bar nagyon hasonlo, fejletlennek t{ing teriilet fiatal korban még megfigyelhetd, korben az
ora serrata mentén, ez a 3. honap végére eltiinik, és eldtte sem lehet PCNA jeloléssel pozitiv sejteket
azonositani. Ennek valdszinileg az a magyarazata, hogy ¢jszaka aktiv fajokban a csapok
ujratermelésére egyszerlien nincs szilkség, és a mechanizmus nem aktivalodik, vagy id6 elott
kikapcsol. Nappal aktiv fajok vizsgalata alternativat jelentene, de ez jelenleg nem megoldhato, a
publikaciot tenyésztési adatok nélkiil tervezziik. Probalkoztunk fény kivaltotta degeneracioval
regeneraciot kivaltani patkanyban, az eredmények feldolgozasa jelenleg folyamatban van.

Bar csak attételesen kapcsolddik a témahoz, de érdekes kérdés a kiiltagfejlodés vizsgalata is.
Munkacsoportunk néhany éve kezdett el ezzel a kérdéssel is behatobban foglalkozni. Megallapitottuk,
hogy a kaveoldk jelen vannak a retinaban is, ahol feltehet6en fontos szerepet jatszhatnak kiiltagok
organizalt strukturajanak kialakitasaban. Tenyészetben, ha a kiiiltetést pigmentham nélkiil végezziik el,
akkor valodi, kiiltag ki sem fejlodik, és ez feltehetéen hatassal lesz a kaveoldk elrendezddésére is. A
kiilonb6z6 modszerekkel tenyésztett retindk kaveolin eloszlasanak vizsgalata sokat segithet szerepének
megértésében. A tenyészetek elkésziiltek, az eredmények feldolgozasa fény- és elektronmikroszkopos
immuncitokémiai modszerekkel jelenleg is folyik.

Tervezett és folyamatban 1évé publikaciok.

Eredményeink jelentds részét ez idaig csak absztrakt és konferencia kiadvanyok formajaban
publikaltuk. Egy cikk van elkiild6tt, négy ,,in preparation” allapotban. Ezért szeretnék élni azzal a
lehetdséggel, hogy palyazatom végsé értékelését e cikkek megjelenése utan kapjam meg.
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