-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by ;{ CORE

provided by Pécsi Egyetemi Archivum

PECSI TUDOMANYEGYETEM

Bioldgiai Doktori Iskola

Osszehasonlitdé Neurobioldgia Program

Eletmod vagy rokonsag: a barna asébéka
retinajanak morfofunkcionalis értékelése

PhD értekezés tézisei

SCHAFFER DAVID ANTAL

Témavezeto:
Prof. Dr. Gabriel Robert
tanszékvezetd egyetemi tanar

PECS, 2012


https://core.ac.uk/display/54028652?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

1. Bevezetés

A kétéltliek osztalyanak harom rendjébe (farkos-, farkatlan- és labatlan kétéltiek)
vilagszerte tobb, mint 6700 faj tartozik. Az IUCN (International Union for Conservation of
Nature and Natural Resources) legutobbi felmérése szerint ezen fajoknak koriilbelil 30%-a
veszélyeztetett. Ezt erdsitik meg az elmult évtizedek populdcidodinamikai és faunisztikai
vizsgalatai 1s, melyek egyértelmiivé tették, hogy a kétéltiek egyed- ¢és fajszama
vildgviszonylatban visszaszoruléban van, a kétéltliek szama a természetes ¢lohelyeken egyre
kisebb, hazankban ¢ sajnalatos tényt néhany kozlemény rogziti. A vizsgalataink alanyaul
valasztott barna asdbéka (Pelobates fuscus) a Dél-Dunantulon altalanosan elterjedt, a Barcsi-
bordkas homokos teriiletein nagy egyedszamban fordul elé. Rejt6zkodo, €jszakai €életmodja
miatt azonban a pontos hazai elterjedési mintdzatarol keveset tudunk. Fentiek miatt
szakirodalombol, kozgytijteményekbdl és kutatoktdl szdrmazd adatok alapjan elkészitettiik a
barna 4sobéka magyarorszagi elterjedésének térképét. A 800 lel6hely adat 312 UTM négyzet
terliletére esett, ami 29,6%-os lefedettséget jelent. A barna asébéka elterjedésére vonatkozo
adatok tobbsége (~80%) az 1970 utan végzett kutatasok eredménye, ezért az elkésziilt térkép
aktualisnak mondhat6. A lelhelyek eloszldsa a lefedett teriilet nagysagatol fiiggetleniil arra
utal, hogy a faj egyedei Magyarorszag egész teriiletén eléfordulnak.

A kifejlett barna asobéka testhossza 6-8 cm. Bére sima. Az allat hatoldala olajzold,
vilagosbarna vagy sziirkés arnyalatl, hosszanti foltokkal. A végtagok rovidek, a hatsé labakon
aso alaku metatarzalis tuberkulum taldlhato, melyet az allat az dsdshoz hasznal. A szemek
nagyméretiiek, a pupillak fliggéleges allasuak. Eddigi ismereteink alapjan a P. fuscus
aktivitasa a naplementét kovetd orakban kezdddik, és kortilbeliil az éjfelt kovetd néhany oraig
tart, igy az allat a nap nagy részét a talajba asva tolti el, éjszaka aktiv, A cirkadian aktivitast
kisérleti koriilmények kozott mi is igazoltuk. Az allatok mozgasat infrakameraval figyeltiik
meg, ¢s videomagnora rogzitettik. A felvételeken jol megfigyelhetd volt, hogy a barna
asobéka nem rendelkezik eldl rogzitett, kicsaphatd nyelvvel, mint a szarazfoldi életmodot €16
békak nagy tobbsége, ezért taplalkozasi magatartdsa nagyban eltér a tobbi hazai békafajétol.
A préda megszerzéséhez eldszor kozelebb kell keriilnie hozza, majd a teljes testét koordinalva
raveti magat a taplalékra. A taplalék szajliregbe juttatdsdban sok esetben a mellsé végtagok is
segitenek. A fenti leiras alapjan arra szamitunk, hogy a P. fuscus viselkedésmintazata a
latérendszer — és ezen belill is a retina- szervezddésében visszatiikrozodik. Mivel e faj
tekintetében korabbi idokbodl egyetlen adat sem lelhetd fel a szakirodalomban, ugy véljik,
hogy a szarazfoldi békak latorendszerének és ezen beliil a retina altalanos szerkezetének
ismertetése alapul szolgalhat az sszehasonlitod kutatasok eredményeinek ismertetéséhez.

A béka retina legnagyobb szamban eldforduld idegsejtjei a fotoreceptorok. Két
alapvetd fotoreceptor tipus (csap €s palcika) lelheté fel: mindkét tipus sotétben tonikusan
bocsatja ki transzmitterét, a glutamatot. A csapok minimalisan két tipusa szinte minden eddig
részleteiben vizsgalt béka retinaban fellelhetd, még azokban a fajokban is, ahol a szinlatas
ez a megallapitds a békakra is igaz. A gerincesek tObbségében - igy a békakban is - a
ducsejteket anatomiai tulajdonsagaik alapjan (dendritfa mérete, orientacidja €s elagazasainak
szama, kapcsolatok a bipolaris illetve amakrin sejtekkel) mintegy 10-20 tipusba soroljuk. A
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retinaban a 6 informacio-tovabbitd utvonal a fotoreceptor = bipolaris sejt = dlcsejt utvonal.
E lédncban csaknem valamennyi sejt transzmittere a glutamat. A  retinalis
informaciofeldolgozas a két szinaptikus rétegben a horizontalis illetve amakrin sejtek altal
generalt jeleket is integralja. E sejtek szintén a fotoreceptor illetve bipolaris sejtektdl kapjak a
bemeneteiket, mig kimeneteik vagy visszacsatolnak arra a sejttipusra, amelytdl a bemenet
érkezett, vagy elérecsatolnak a bipolaris illetve ganglionsejtek dendritjeire. A horizontalis és
amakrin sejtek miikddése hozza 1étre a kdzpont-kdrnyéki organizacié rendszerét.

A kétéltieknek nincs agykérge, a legfobb latokozpont a kdzépagyi tectum opticum. A
retina a tectum mellett a diencephalon eliils6 harmadaba 1évo thalamikus magvakba (nucleus
Bellonci és corpus geniculatum thalamicum), az area pretectalisba és a nucleus basalis
opticusba is kiild rostokat. A latérostok az emlitett strukturak felszinéhez kézel elhelyezkedd
neuropil régidban végzddnek. A latdpalyat a retindlis ganglionsejtek axonjai alkotjak,
amelyek a diencephalon alapjan csaknem teljesen keresztezddnek (ez a chiasma opticum), €s
csak ezutan Iépnek a kozponti idegrendszerbe. A retinalis ganglion sejtek axonjainak
projekciojat a latokozpontokba anterograd vizsgéalatokkal végezték. Ezen teriiletekre mindkét
szemboOl érkeznek optikus rostok, azonban az ipszilateralis projekcidk szama lényegesen
kisebb (kb. 4%) a kontralateralis retinabol érkezoknél. A latorendszer legfontosabb feladatai
kozé tartozik a préda felsimerése és elfogasanak koordinalasa, valamint a predatorok
felismerése és a menekiilési folyamatok inicializéléasa.

2. Célkitiizések

Hipotézisiink szerint a specialis életkoriilmények és a kornyezethez vald
alkalmazkodas tiikrozédnek a Pelobates retina szervezddési és élettani sajatsagaiban, ezért a
tobbi fajétol jelentdsen eltérd retinaszerkezet feltdrasat vartuk vizsgélatainktol. A
retinavizsgalatok sordn két kiemelt sejttipusra, a fotoreceptor sejtekre és a retinan beliili
legdiverzebb sejtféleségre, az amakrin sejtekre fokuszaltunk. Ennek tekintetében
célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

e A barna dsobékara jellemzd neurobiologiai sajatsdgok Osszehasonlitdsa a lényegesen
jobban tanulmanyozott békafajokkal (Bufo, Xenopus és Rana) a retinaszerkezet és
neurokémia tekintetében

crer

crer

e az amakrin sejtek morfoldgidjanak, neurotranszmitter tartalmanak vizsgalata

A kérdések megvalaszolasahoz mikroszkdpos anatémiai megfigyeléseket ¢és
immunhisztokémiai jeloléseket alkalmaztunk, melyeket rutin elektronmikroszkopos
vizsgalatokkal egészitettiink ki.



3. Anyag és modszer

Vizsgalatainkban Kifejlett asobékakat (Pelobates fuscus) hasznaltunk fel. Az allatokat
a Duna-Drava Nemzeti Park engedélyével gytjtottik be, és az NIH (National Institutes of
Health) valamint az ARVO (The Association for Research in Vision and Ophthalmology)
allatetikai standardjait betartva hasznaltuk fel kisérleteinkben. Uretan altatas utan a szemeket
Kipreparaltuk és szemserleg preparatumokat készitettink. A GABA kimutatasat célzo
vizsgalatok némelyikében ezeket 1 mM-os GABA oldatban inkubaltuk 30 percig.

Az altalanos retinaszerkezet tanulmanyozasahoz a szemserleg preparatumokat 4%-0s
paraformaldehid oldatban fixaltuk egy éjszakan keresztiil, 4°C-on. Felszall6 alkoholsorban
torténd dehidralas utdn a szovetdarabokat Durcupan ACM oldatba agyaztuk be, €s 2 um
vastag félvékony metszeteket készitettiink, melyeket 1%-0s toluidinkék oldattal festettiink
meg. A szemserlegekbdl kisebb szovetdarabokat vagtunk ki és elektronmikroszkopos
vizsgalatok céljara 2,5% glutaraldehid és 2% paraformaldehid, foszfat-pufferben (PB)
feloldott keverékében 4°C-on egy éjszakan at rogzitettiik. A tovabbi folyamatokat standard
hisztotechnikai protokollok alapjan végeztiik. E16szor 6x10 perc mosas kovetkezett PB-ben,
majd utorogzités 0,5% OsOs—ban 1 oran at. A mintakat dehidraltuk felszallo etanolsorban,
majd tiszta propilén-oxidban tartottuk 15 percig. Ezutan propilén-oxid és miigyanta
(Durcupan ACM) 1:1 aranyu keverékében inkubaltuk 2 oran at, ezutan tiszta gyantaba
helyeztiik az anyagokat ¢jszakara. Friss gyantat kevertlink a bedgyazashoz, majd 56°C-on 36
oran keresztiil polimerizaltuk az anyagokat. A metszés MT 7000 ultramikrotommal tortént
(70-80 nm-es ultravékony metszetek), majd olom-citratos kontrasztozas utan JEOL 1200 EX
elektronmikroszkopban vizsgaltuk meg az anyagokat.

A szemserleg és wholemount preparatumokat 4 %-os paraformaldehidben és - csak a
GABA immunreaktivitas kimutatasahoz hasznalt preparatumokat - 0,2%-os glutaraldehidben
fixaltuk 4 6ran keresztiil 4 °C-on, majd PBS-ben mostuk. A fixalt preparatumokat 30 %-0s
szachar6z oldatban tartottuk minimum 4 O6raig, majd kriosztattal 14-16 pm vastag
keresztmetszeteket készitettiink -20 °C-on. A metszeteket zselatinos targylemezre vittiik fel.
Ezeket 0,3 %-o0s tritonos PBS-el kezeltiik, majd 30 percig antitest higitoval (ABS)
eldinkubaltuk, majd primer antitestekkel inkubaltuk a szoveteket. Ezutan a fluoreszcens
jeloléshez a primer antitestnek megfeleld, fluoroforhoz kapcsolt szekunder antitesteket
alkalmaztuk kb. 4 ordn keresztiil, melyeket 1:200 aranyban higitottunk ABS-ben. Ezutan a
metszeteket PBS-el mostuk. A preparatumok fedéséhez VectaShield-et (Vector Laboratories)
hasznaltunk, majd a kész metszeteket fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk. Néhany
esetben teljes retinapreparatumokat (wholemount) készitettiink. Ezeken az anyagokon GABA,
COS-1 és Neuropeptid Y (NPY) immunjeldléseket hajtottunk végre, az avidin-biotin modszer
alkalmazaséaval. A wholemountokat glicerinben fedtiik és taroltuk, mig néhany kisebb darabot
gyantaba agyaztunk és azokbol 2 um-es metszeteket készitettiink, amiket Permount-ban
fedtiink le. Digitalis fotokat Nikon Eclipse 80i mikroszkop segitségével készitettiink, amelyet
egy hiitétt CCD kameraval szereltek fel. A képeket a Spot szoftver segitségével rogzitettiik, és
Adobe Photoshop 7.0 programmal dolgoztuk fel. A feldolgozas soran csak a kontrasztot
valtoztattuk meg; ezen kiviil elrendeztiik, tablakba rendeztiikk és jelolésekkel lattuk el a
képeket. Neurolucida 3.23 (MicroBrightField, Inc.) program segitségével rekonstrualtuk az
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Osszes NPY pozitiv sejt térbeli elhelyezkedését egy wholemount preparatumon. A sejtek
eloszlasi mintdzatanak meghatarozasdhoz a Neuroexplorer 3.03a programmal szamoltuk ki a
sejtek kozotti atlagos legkozelebbi szomszéd (nearest neighbour) tavolsagot.

4. Eredmények

A Pelobates fuscus retinaszerkezete nem tér el jelentdsen az eddig vizsgalt négylaba
gerinces fajokétol. Az Osszes szovettani réteg azonos az emlésékével, és finomabb szovettani
szerkezet tekintetében a Xenopus, a Bufo és a Rana fajokhoz nagyon kozel all. A retina
szovettani rétegei jol megfigyelhetok, vastagsaguk egymashoz viszonyitott aranya szintén
hasonlit a tobbi, fent emlitett békafajéhoz.

A fotoreceptor sejtek helyzete és alapvetd morfologiai sajatsagai a keresztmetszeti
képen a békaknal szokasos helyzetet tiikkrozi. Részletesebb analizis azonban feltar néhany, e
fajra jellemzo6 eltérést az altalanos mintazattol. A toluidinkékkel festett félvékony metszetek
alapjan kétféle palcika (minor és major) és egyféle csap kiilonithetd el. A minor palcikakat
rovidebb kiilsd szegmensiik alapjan tudtuk azonositani, amit a nagymértékben elvékonyodo
bels6 szegmens kot Ossze a sejttesttel. A csapok egyértelmii jelenlétét immuncitokémiai
vizsgalatokkal, csap-opszin ellen termelt antitest alkalmazisaval (COS-1) bizonyitottuk.
Osszesen 1975 fotoreceptort szamoltunk meg a retina 5 kiilonbozé teriiletérdl (dorzalis,
nazalis, ventralis, temporalis, centralis) késziilt, toluidinkékkel festett félvékony metszeteken.
Meghataroztuk a csapok és palcikdk aranyat. A csapok az Osszes fotoreceptornak csak
koriilbeliil 10 %-at teszik ki, ami az eddig vizsgalt béka fajokhoz képest nagyon alacsony
érték. Eredményeink azt mutatjak, hogy a centralis és a nazalis oldalon nagyobb, mig a
ventralis oldalon kisebb a csapok aranya a palcikdkéhoz képest. Azért, hogy pontos képet
kapjunk a csapok retinalis eloszlasarol COS-1 antitesttel kezelt teljes retina preparatumokat is
készitettiink. Amikor a Pelobates retina GABA-immunreaktivitast mutatd elemeit vizsgaltuk
felfedeztiik, hogy a mas kétéltii fajoknal szokdsos GABA-eloszlasi mintdzat mellett, egyes
struktirak a fotoreceptorok rétegében (ONL) is rendszeresen jelolédnek GABA-val. A
fotoreceptor rétegben jel6l6dott sejttestek atmérdje 5-6 pum volt, a kiilsé szegmensekre a
jelolés nem terjedt ki. A GABA-pozitiv csapok szamat 6sszevetve a toluidinkékkel festett és a
fluoreszcens mintdkkal ugy tlinik, hogy minden csap GABA-pozitiv. A henger alaku kiilsd
szegmenssel rendelkezé palcikdk egyike sem bizonyult GABA-immunreaktivnak. A
fotoreceptorok ultrastruktarajat megvizsgalva megallapitottuk, hogy a csapok egyértelmiien
azonosithatéak, de eltérnek a Xenopus csapoktol abban, hogy nincs benniik olajcsepp, hanem
annak helyén egy szemcsés, elektrondenz matrix figyelhetd meg. A palcikak
elektronmikroszkopos vizsgalata is meglepd eredményre vezetett. A fénymikroszkdpos
metszeteken azonositott major és minor pélcika mellett azonositani tudtunk egy olyan
fotoreceptor sejtet, ami minden tulajdonsdgaban a major palcikakra emlékeztetett, kivéve,
hogy sejttestjében a sejtmag a szokvanyostol eltérd, laza kromatinszerkezetet mutat. Ezek a
sejtek mindig a fotoreceptorok legkiilsd sejtsordban foglaltak helyet. Ultravékony
metszetekben egész metszetfelszineket attekintve aranyuk alacsony volt, a palcikakon beliil 1-
3% kdozott ingadozott.



A fentebb leirt fotoreceptor-jelolés mellett a belsé sejtes rétegben horizontalis,
amakrin és bipolaris sejtek is jelolodtek GABA-ellenes antitestekkel. Morfologia alapjan
legalabb kétféle amakrin sejtet sikeriilt azonositani. Az egyik hosszu dendrittel rendelkezik,
ovalis sejttestje az IPL-tdl tavolabb helyezkedik el, mig a masik kerek, nagy sejttesttel
rendelkezik és az IPL-en ul. Az amakrin sejtek mintegy fele bizonyult GABA-
immunreaktivnak.

Sok sejt jelolédott a P. fuscus retindban a calretinin elleni antitestekkel. A bels6 rostos
réteg mind az Ot alrétegében lathatok jelolt struktirdk. Csapok, és a sejtek morfologidja
alapjan, feltehetdleg ,.displaced” bipolaris sejtek, valamint duacsejtek nagy szémban
jelolodtek, foleg a retina periféridgjan. Morfologidjuk és elhelyezkedésiik alapjan két
calretinin-pozitiv amakrin sejtpopulaciot lehetett megkiilonboztetni. Az elsd tipus sejttestje
kozvetleniil a belsd sejtes és rostos rétegek hatardn helyezkedett el, mig a masiké e
réteghatartol kifelé volt, és egy erdteljes nyulvanyt bocsatott ki a belsé rostos réteg felé, ami
sokszor mar az elsd alrétegben elagazik.

A tirozin-hidroxilaz a békakban is a dopaminerg sejtek kimutatasara alkalmas
markermolekula. A P. fuscus retinaban is sikeriilt kimutatnunk ezeket a sejteket a belsé sejtes
rétegben és nyulvanyaikat a bels@ rostos réteg elsé alrétegében. Az immuncitokémiai
vizsgalatok alapjan a kimutatott sejtek egységes dendritmorfologiaval rendelkeztek.

Nagyméretti (12-15 pm) szerotonin-tartalmu sejteket talaltunk a belsd sejtes rétegben,
melyek nyltlvanyai a belsd rostos réteg teljes szélességében agaztak szét. A legkiterjedtebb
agrendszert a masodik ¢és harmadik alrétegben figyelhettiik meg.

Substance P immunreaktivitast tudtunk megfigyelni a belsd rostos réteg 1, 3/4 és 5
alrétegében. Két sejttipus biztosan elkiilonithetd ezeken a preparatumokon. Az egyik tipus
dendritjei elagazas nélkiil lefutnak a 3. alrétegbe, mig a masik tipus esetében a nyulvanyok
rogton az elsd alrétegben szétsugaroznak, a teljes elagazddasuk azonban csak az alsobb
alrétegekben figyelhetd meg.

A neuropeptid Y immunreaktivitdst mutatdé neuronok a belsé sejtes rétegben
elhelyezked6 amakrin sejtek voltak. Morfologiailag két tipust tudtunk elkiiloniteni. Az egyik
tipus sejttestje kozvetleniil a belsd plexiform réteg (IPL) proximalis felszinén iilt, és annak 1.
alrétegébe juttatott rostokat, mig a masik sejttestje az IPL-t6l tavolabb volt talalhato és
nyulvanyait féleg az 1. és 2. alrétegbe kiildte. Mindkét sejttipus kerek sejttesttel és széles
dendritmezdvel rendelkezett. Az amakrin sejtek mellett centrifugalis rostokat is
megfigyelhettiink, melyek féleg a belsd rostos réteg elsé alrétegében futottak, de kisebb
szakaszokat a 2. és 5. alrétegben is lattunk. Néhany gyengén immunreaktiv Miiller-sejtet is
megfigyelhettiink, de ezt a jelolést preabszorpcios kisérletekkel sem sikeriilt eltlintetni, ezért
aspecifikusnak tekintettiik. Az immunfluoreszcens vizsgalatokban megfigyelt kétféle amakrin
sejtet és a centrifugalis rostokat a wholemount preparatumokban is sikeriilt azonositani. Az
amakrin sejtek torzsdendritjei kb. 200 um tavolsagot fednek le. A varikozus centrifugalis
rostok igen hosszan hizodva behaldzzak a retina egész teriiletét. A neuropeptid Y-pozitiv
amakrin sejtek térbeli eloszlasat is vizsgaltuk egy wholemount preparatumon. Ebben a
vizsgalatban a sejteket egy populacioként értékeltiik. A 43,9 mm? teriilet(i preparatumon 964
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db NPY-pozitiv amakrin sejtet talaltunk, igy ezen sejtek denzitisa a retinan 22/mm?. A
nearest neighbour analizis azt mutatta, hogy a sejtmozaik regularis (Rn=1,59), a sejtek
egymastol kozel azonos tavolsagra, egyenletesen helyezkednek el az egész retinan.

Az amakrin sejtek sokfélesége miatt fontos lehet azok neurokémiai kodrendszerének
pontos feltérképezése, az egymdas mellett eléforduld neurokémiai markerek kimutatasa.
Néhany erre iranyuld kisérletet mi is elvégeztiink. Eredményeink az alabbiakban foglalhatoak
Ossze. Az Osszes eddig vizsgalt béka fajhoz hasonloan a barna 4sébékaban is megfigyelhetd a
tirozin-hidroxilaz és a neuropeptid Y immunreaktiv elemek hasonlod eloszlasi mintazata.
Kettdsen jelolt struktarat - mas laboratoériumok eredményeihez hasonldéan - mi sem mutattunk
ki vizsgalataink soran. Eredményeink ugyanakkor azt mutattak, hogy az amakrin sejtek egy
csoportjaban Substance P immunreaktivitas figyelheté meg a Pelobates retinaban, és a
Substance K-t is sikeriilt azonositani a széles dendritmezejii amakrin sejtek egy ritka
K immunpozitiv dendritek a SL1-ben és a SL4/5 hataran talalhatoak, amelynek kovetkeztében
részben atfednek a Substance P immunpozitiv dendritek teriiletével. Substance K
immunpozitivitast mutatdé displaced amakrin sejteket nem talaltunk. A kettds jeloléses
vizsgalatokbol vilagosan latszik, hogy Substance P immunreaktiv amakrin sejtekbdl legalabb
hat-nyolcszor tobb talalhato a Pelobates retindban, mint Substance K pozitiv amakrin
sejtekbOl. A bizonyitékok alapjan - a Substance P és Substance K immunpozitiv sejtek
dendritmezeinek atfedése ellenére - a fenti két sejtpopulacio egyértelmiien elkiiloniil

egymastol.

5. Diszkusszio

Vizsgélataink alapjan elmondhatjuk, hogy a barna asdbéka retinajanak szovettani
felépitése mind a retina vastagsagat, mind az egyes rétegek egymashoz viszonyitott aranyat
tekintve nagyban hasonlit a tobbi vizsgalt béka faj (pl. Rana catesbiana, Bufo marinus,
Xenopus laevis) retinajanak felépitéséhez. A fotoreceptorok morfologidjaban és eloszlasaban
is sikeriilt azonban néhany kiilonbséget megfigyelniink a Bufo, Rana és Xenopus
nemzetségeknél leirtakhoz képest.

Az eddigi vizsgalatok a palcikdknak két kiilonb6z6 (minor és major) csoportjat
igazoltak a Bufo marinus, a Rana pipiens és a Xenopus laevis békafajok esetében. A barna
asobékaban a fentieken til még egy, a major palcikakhoz morfologiailag nagyon hasonld
palcikat talaltunk, amely csak a magszerkezetében tért el a palcikakra jellemzd altalanos
tulajdonsagoktol. Az eddig széleskorben vizsgéalt Rana és Xenopus fajokkal ellentétben a
Pelobates fuscus csapjaiban nem mutattunk ki olajcseppet, azok helyét egy denz struktara tolti
ki. A csapok denzitasat figyelve a retina kiilonb6z6 teriiletein elmondhato, hogy eloszlasuk
nem egyenletes, a mért értékek joval kisebbek a mar vizsgalt béka fajoknal leirt értékeknél.
EmlGs és hiillé fajokon, majd Bufo marinus-on végzett korabbi vizsgalatok mar ravilagitottak
arra, hogy a retina centralis részén megfigyelheté magas fotoreceptor - elsésorban csap -
denzitas mellett, a ganglion sejtek rétegében latocsik (visual streak), vagy fovea centralis
formajaban elkiiloniil az éleslatas helye. Bufo marinus esetében a ganglion sejtek rétegében a
legmagasabb sejtdenzitast a retina naso-temporalis meridianja mentén mérték, és a neuronok
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hasonld topografiai eloszlasat figyelték meg a kiils6- és belsé magvas rétegekben is. Ez a
sejtdenzitasbeli kiillonbség kozel hatszoros volt a kdzponti és a periféridlis retina teriiletek
kozott Bufo-ban. Miutan Pelobates-ben, hasonld vonatkozasban mindGssze 1,5x-€s
kiilonbséget tudtunk kimutatni, értékelésiink szerint ez nem meriti ki a visual streak
kritériumat, csupan egy emelkedett kdzponti sejtdenzitasként értékeljik. Az eddig vizsgalt
béka fajoktdl eltérden a csapok aranya a palcikdkhoz képest nagyon alacsony (1:9) a
Pelobates retinaban. Ugyanez az érték a Bufo marinus esetében 1:2, mig Xenopus laevis
esetében kozel van az 1:1-es ardnyhoz. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a csapoknak kisebb
jelentdsége van a vizualis informdaciok feldolgozasaban a barna asobékanal, ami az allat
¢jszakai életmodjaval lehet Gsszefliggésben.

Mindemellett vizsgalatainkban sikeriilt bizonyitani GABA immunreaktiv csapok
jelenlétét. A GABA bizonyitottan a {6 gatld transzmitter mind a kiils6, mind a bels6 retinaban,
amely teriileteken mindharom ismert GABA receptor tipuson (A, B, C) keresztiil kifejti
hatasat. Ha a fenti fotoreceptor sejtek GABA-t szabaditanak fel transzmitterként, az hathat a
masodlagos neuronokra, melyek koziil egyes horizontélis és bipolaris sejtek miikodo GABA
receptorokkal rendelkeznek. A GABA a horizontalis sejteken kivalthat depolarizaciot,
valamint ezen kiviil hathat magukra a csapokra is autoreceptorokon keresztiil, mivel
mindharom GABA receptor tipust kimutattak mar kiilonboz6 fajok csapjain.

Mas laboratoriumok altal korabban vizsgalt békafajok retinaja és a Pelobates retina
neurokémiai markereinek eloszlasa kozott csak kismértékii eltérést figyeltiink meg.

Vizsgalataink azt bizonyitjak, hogy a Pelobates retinaban a GABA-immunreaktivitas a
tobbi vizsgalt békafajhoz hasonldé mintdzatot mutat. A barna 4sobéka retindjaban az amakrin
sejtek kozel fele bizonyult GABA pozitivnak, ami megfelel az irodalomban, mas kétéltii fajok
vizsgalata soran kapott eredményeknek. Az amakrin, horizontalis és bipolaris sejtek mellett a
ganglion sejtek rétegében is talaltunk GABA pozitiv sejteket. Ezek displaced amakrin sejtek,
vagy ganglion sejtek lehetnek. Bufo marinus egyedeken végzett vizsgalatok igazoltak, hogy a
ganglion sejtek rétegében 1évd neuronok kis szdzaléka GABA immunpozitiv ganglion sejt, €s
néhany immunreaktiv axont is kimutattak az optikus rostok rétegében. Ez arra utalhat, hogy a
GABA tartalmu ganglion sejtek gatlo beidegzést adhatnak a béka agy f6 1atokozpontjaba.

Korabban kétéltlieken végzett vizsgéalatok egymdasnak ellentmondd eredményeket
kozoltek a kalciumkdoto-fehérjék eloszlasarol a retinalis neuronokban, mely ellentmondéasok
valosziniileg a kiilonb6z6 tipusti alkalmazott antitesteknek koszonhetéek. Barna asobéka
esetében a calbindin 28 kDa jelenlétét nem tudtuk kimutatni, amit pedig korabbi vizsgalatok
mar farkatlan kétéltliek és békak csapjaiban is igazoltak. Esetiinkben a fotoreceptorok
rétegében és a belsd retinalis rétegekben kapott jel6lés alapjan elképzelheté, hogy a barna
asObékaban a calretinin a 0 kalcium-kot6 fehérje. Vizsgalatainkban calretinin
immunreaktivitast nagy szdmban azokban a sejtféleségekben taldltunk, amelyek az informacio
vertikalis tovabbitasaban jatszanak szerepet, vagyis a bipolaris sejtekben, a ganglion sejtekben
¢és a fotoreceptorokban. Calretinin-immunreaktiv horizontalis sejteket a Rana esculenta és a
Xenopus laevis fajoknal leirtakhoz hasonléan nekiink sem sikeriilt igazolni a barna asobéka
retinajaban, mig calretinin-immunreaktiv amakrin sejtek csak ritkan fordultak el6. Ezen
sejteknek morfologiailag két tipusat sikeriilt azonositani a Pelobates retinaban. A
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ganglionsejtek  rétegében szamos calretinin  pozitiv  sejtet talaltak  kétéltlieknél.
Vizsgalatainkban mi is szamos calretinin immunreaktiv sejttestet, és szamos rostot figyeltiink
meg a GCL-ben, ami alapjan valosziniisithetd, hogy ezen sejteknek legalabb egy része
ganglion sejt. Ennek igazolasara a sejtek retrograd jelolését lesz sziikséges elvégezni. A
calretinin-immunpozitiv rostok nagy szama, és az immunreaktiv sejttestek valtozatos mérete
arra utal, hogy tobb ganglion sejttipus is calretinin-pozitiv lehet.

A dopaminerg amakrin sejtek altalanosak minden gerinces retinaban, ¢és denzitasuk
minden esetben alacsony értéket mutat. A tirozin-hidroxilaz a dopaminerg sejtek markere a
kétélth retinaban. A Bufo és Xenopus fajok esetében a dopaminerg neuronok egységes dendrit
morfolégiaval rendelkeznek, mig Rana-ban két altipust (vékony ¢&s vastag sejtek)
kiilonboztettek meg. Szamuk az Osszes amakrin sejtnek kb. 0,5%-a. Egyes dopaminerg sejtek
a kiils6 plexiform réteg felé kiildenek rostokat. Dendritjeik az 1-es és 5-0s szublamindban
agaznak szét. A kisérleteink soran barna asobékaban kimutatott TH-pozitiv sejtek rostjaikat az
IPL 1-es szublaminajaba juttattdk, ¢és szamuk alacsony volt. Az OPL felé¢ iranyuld
nyulvanyokat nem tudtunk megfigyelni, ami kissé eltér a mas békakra jellemz6 mintazattol,
ahol az OPL felé mend rostok alacsony szamban bar, de megtalalhatok voltak.

A legtdbb szerotonin immunreaktiv sejt amakrin sejtnek bizonyult az eddig vizsgalt
kétéltiiek retingjaban, azonban Xenopus laevis-ben bipolaris sejteket, Rana pipiens-ben pedig
ganglion sejteket is igazoltak. A szerotonin tartalmi amakrin sejteket két csoportba soroltak
morfoldgidjuk alapjan. Az egyik csoportba nagy sejttestel rendelkezd, széles dendritmezejli
neuronok tartoznak, amelyek féleg az 1. és 2. szublamindba juttatnak rostokat. A masik
csoportba kis sejttesttel rendelkezd, diffuz dendriteloszlasu, kis dendritmezejii sejteket
talaltak. Pelobates-ben a szerotonin tartalmu sejtek morfologiailag nem mutatnak eltérést,
valamennyien nagy atmérdjii, szerotonin szintetizald sejteknek tiinnek. Ennek igazolasara
azonban tovabbi kisérletek lesznek sziikségesek.

A SP-immunpozitiv sejtek a béka retinara altalanosan jellemz6 sejtféleségek, amelyet
vizsgalataink is alatamasztottak A barna asobéka retinajabol két, anatomiailag kiilonb6z6 SP
tartalmt amakrin sejtet sikeriilt igazolnunk. A Bufo retinan korabban végzett mikroanatémiai
vizsgalatok csak egy SP-pozitiv sejtet irtak le, ez a sejtpopuldcidé azonban a GABA
immunreaktivitasa alapjan heterogénnek mutatkozott. Lehetséges, hogy a békafajok koziil
legalabb a szarazfoldi békafajok retinaja két SP-immunpozitiv sejttipust tartalmaz, melyek
egyikének transzmittere a GABA lehet. A SP/SK kettdsjeloléses vizsgalatok eredményei
alapjan a SP- és SK-immunreaktivitas vilagosan elkiiloniil6 sejtpopulaciokban lokalizalodik a
Pelobates esetében, ami egy ujfajta, neurokémiailag meghatarozhaté sejttipus felfedezését
jelentheti. Mivel az altalanosan ismert, hogy a legtobb peptid tartalmi amakrin sejt mas
transzmitter(eke)t is tartalmaz, feltételezziilk, hogy az SK tartalmi sejtekben szintén
talalhatunk még legalabb egy neuroaktiv anyagot. A morfoldgiai jellegzetességek alapjan az
azonban nem valoszintl, hogy ez a sejt a korabban leirt széles dendritmezejii amakrin sejtek
barmelyikével azonos lenne. Tovabbi kolokalizacios vizsgalatok elvégzésére van sziikség
annak igazoléasara, hogy ezek a sejtek tartalmazzéak-e valamelyik f6 gatlé neurotranszmittert, a
glicint vagy a GABA-t.



Az irodalomban van bizonyiték arra, hogy a béka idegrendszerben 1év6 tachykininerg
sejtek SP és SK termelésére is képesek. Vizsgalataink bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy
mindkét peptid a retindban is termelddik. Ezen eredmények alapjan érdemes elgondolkodni,
hogyan szintetizalodik a SP és a SK az amakrin sejtek ezen elkiiloniilt populdcidiban. A
kétéltiiekben talalhatd tachykininek bioszintézisének részletei tovabbra sem ismertek. Ugy
gondoljuk, a szintézis folyamata eltérd lehet a SP és a SK esetében a béka retinaban. Egy
koréabbi - a tengerimalac okularis szoveteinek tachykinin szintézisével foglalkozé - tanulmany
allitasa szerint, a retinat leszamitva minden okularis szévetben magasabb volt a SP molaris
koncentracidja, mint a SK hasonlo6 értéke. Ugyanez a tanulmany kromatografias vizsgalatok
alapjan arra a megallapitasra jutott, hogy a tachykinin-1 gén transzkripcidja kiilonboz6
prekurzor folyamatokkal és/vagy poszttranszlacios modositasokkal egyiitt 1j neurokémiai
folyamatokra gyakorolt hatdsarol késziilt egyetlen elérhetd fiziologiai tanulmany eredménye
azt mutatja, hogy hatdsa a SP hatasaval épp ellentétes.

Munkank kétféle, széles dendritmezdjii NPY-pozitiv amakrin sejt jelenlétét erdsitette
meg. A Bufo marinus-nal tapasztaltakhoz hasonldan ezen sejtek térbeli eloszlasa a barna
asObéka retindjaban is egyenletes, denzitasuk azonban a fenti fajnal megfigyeltnél
alacsonyabb (22/mm?) értéket mutat. A legfeltiindbb eredmény az NPY-immunpozitiv rostok
megjelenése a belsé rostos réteg 1-es szublamingjaban. Kétéltlieken alkalmazott
immuncitokémiai modszerekkel korabban mar kimutattak FMRFamid- és Substance P-
immunreaktiv centrifugalis 14t6 rostokat a latdidegben és a retindban. Halakon végzett
vizsgalatok a terminalis ideg rostjainak FMRFamid és luteinizald6 hormon-releasing hormon
(LHRH) tartalmat igazoltak. Ezek a rostok a retina optikus rostok rétegén és a belsé plexiform
rétegen keresztiil elérték a belsé magvas réteget, ahol hosszu, egyenes rostokbol allo plexust
képeztek. Axonterminalisaik dopaminerg interplexiform- és horizontalis sejteken, valamint
GABAerg amakrin sejteken, illetve azok nyullvanyain végzédnek. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a horizontalis €s/vagy amakrin sejteken keresztiill modositjdk a retina
vizualis jelfeldolgozo folyamatait. Annak igazolasara tovabbi vizsgélatok sziikségesek, hogy
az NPY-immunpozitiv rostoknak lehet-e hasonlo szerepe a barna 4sobéka retindjaban.

A korabbi, békdkon végzett vizsgdlatokhoz hasonléan mi sem talaltunk kisérleti
objektumunkban NPY/TH kettésen jelolt strukturat, habar a belsd rostos réteg 1-€s
szublamindjaban a fenti sejtek dendritjei szoros anatdmiai kézelségben vannak. Més gerinces
fajok esetében sincs ismert példa ezen neurokémiai markerek kolokalizacidjara retinalis
neuronokban, valészintisithetd azonban a két sejttipus egymast kolcsondsen beidegzo
kapcsolata, épp a fent emlitett szoros térbeli egylittallas okan. Ennek igazoldsara
elektronmikroszkopos vizsgalatok elvégzésére van sziikség.



6. Kovetkeztetések

A retina altaldnos szOvettani, szerkezeti felépitése, a megfigyelt neuronok morfoldgidja
nagyban hasonlit az eddig vizsgalt kétéltii fajoknal tapasztaltakhoz, azonban az alabbi néhany

alapveto kiilonbség felfedezhetd:

1.

A barna asobéka retindjaban a csapok szdma és a palcikdkhoz viszonyitott ardnya is
Iényegesen alacsonyabb az eddig vizsgalt kétéltiiekhez képest.

A csapok denzitasa a retina centro-nazalis teriiletén a legnagyobb. A periférian mért
értékekhez képest a denzitasemelkedés azonban 1ényegesen kisebb mértékt (kb. 1,5x-
es), mint a kifejezett latocsikkal rendelkez6 Bufo marinus esetében (kb. 6x-0s), ami a
latocsik valoszinii hidnyéra utal.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok soran az eddig morfologiai alapon elkiilonithetd
kétféle palcika mellett kimutattunk egy, a normal palcikakhoz hasonld, de
sejtmagjanak laza kromatinszerkezete miatt attol mégis eltérd fotoreceptort.

Az egyes vizsgalt sejttipusok neurokémidjaban is sikeriilt mas kétéltli taxonoknal
tapasztaltaktol eltéré eredményt kimutatni. Vizsgéalataink bizonyitottdk GABA-
immunreaktiv csapok jelenlétét.

Kisérleteinkben igazoltunk SK-immunreaktiv amakrin sejteket, amelyekben a SK nem
kolokalizalt SP-vel.

Azonositottunk NPY-immunpozitiv centrifugalis rostokat.

Csak kismértékli eltérést tapasztaltunk a neurokémiai markerek eloszlasaban
calretinin, tirozin-hidroxilaz, szerotonin, SP és NPY esetében, mig szomatosztatin
jelenlétét nem tudtuk igazolni.

Az alacsony csapszam, a neurokémiai markerekben tapasztalhatoé kiilonbség és a

latocsik (visual streak) valoszin(i hidnya mar alapot ad arra a feltételezésre, hogy Osszefiiggés
van a latorendszer struktiraja és az életmod kozott, ennek meggy6z06 bizonyitasara azonban a

latorendszer agyi strukturainak részletes vizsgalatat is sziikséges elvégezni.
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