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1. Bevezetés

A latas az ember szamara az egyik legfontosabb érzékszerv, mivel a kiilvilagbol érkezd
informéci6 tobb, mint 80%-at ezen érzékszerviink kozvetiti az agyban. A
feldolgozasban és jeltovabbitasban fontos szerepet végez a szem ideghartyédja, a retina.
A retina egy komplex, rendezett, fényérzékeny és informécid feldolgozasra képes
szovet, amelyben a miikodoképes haldzat kialakitdasdhoz mind neurondlis, mind glialis

sejtes elemek vesznek részt.

A retina idegsejt tipusai koz¢é sorolhatok a fotoreceptorok, a horizontélis sejtek, bipolaris
¢s amakrin sejtek, valamint a ducsejtek. Ezek minden gerinces €l0lényben az 6 réteget
alkotva helyezkednek el (1. abra). A legbelsébb réteget, amely az livegtest felé esik, az
idegrostok rétegének nevezziik (NFL - Neurofilament Layer), amelyet a duc- vagy
masnéven ganglionsejtek rétege kovet (GCL - Ganglion Cell Layer), majd a ducsejtek,
bipolaris és amakrin sejtek nyulvanyait és szinapszisait tartalmazé belsé rostos réteg
kovetkezik (IPL - Inner Plexiform Layer). Az amakrin, bipolaris €s horizontalis sejtek
szOmait tartalmazd réteg kovetkezik ezek utdn, a belsd magvas réteg (INL - Inner
Nuclear Layer), majd ettdl disztalisan helyezkedik el a bipolaris, horizontalis sejtek és
fotoreceptorok altal 1étrehozott kapcsolatokat tartalmazé réteget, a kiilsé rostos réteget
(OPL - Outer Plexiform Layer). Végiil pedig a fotoreceptorok sejttestjei a kiilsé magvas
rétegben (ONL - Outer Nuclear Layer) helyezkednek el. Az érhartya felé es6 oldalon a
fény befogésat a fotoreceptorok kiilsé szegmense végzi, amely aktivan bedgyazdodik a

pigmenthdmba (Webvision, 2021)
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1. abra: A retina felépitése. A gerinces retina rétegeinek felsorolasa jobbrol (Biorender)

A retinalis ganglionsejtek (RGC-k) 0sszekottetést hoznak 1étre a retindlis bemenet és a
kozponti idegrendszer latasfeldolgozo kdzpontjai kozott. Az RGC-knek szdmos kozds
jellemzdje van. Ritka kivételektdl eltekintve a GCL-ben talalhatoak meg sejttestjeik,
dendritjeik a belsd rostos rétegben arborizdlnak, és axonjaik a latéidegen keresztiil
projektalnak az agyi kozpontokba, amelyek koziil a corpus genniculatum laterale, mint
az elsddleges reléallomas a legfontosabb, de ezen kiviil szdmos jelfeldolgozo kdzpontba
torténik az informacioé tovabbitasa. Az RGC-k dendritjeiken szinapszisokat alkotnak
mas sejtekkel, melyek koziil a legfontosabbak a bipolaris sejtek, de fontos partnereik, a
nagyrészt inhibitoros interneuronok, az amakrin sejtek is., Molekularisan a pan-RGC
markerek kozé tartozik a Thyl (THYmocyte differentiation antigen 1, Barnstable &
Driger, 1984; Blandford és mtsai, 2019) sejtfelszini fehérje, a Brn3 csalad
transzkripcids faktorai (Xiang és mtsai, 1995; Badea ¢és mtsai, 2009) és az RBPMS
RNS-ko6t6 fehérje (Rodriguez és mtsai, 2014).

Az RGC-k sok szempontbdl heterogének. Korai tanulményok a sejteket ON, OFF vagy
ON-OFF, illetve tranziens vagy sustained tipusokba soroltak a fénystimulusra adott
valaszuk alapjan. Ezek a vizsgalatok a helyi mozgasra, a mozgés iranyara vagy az

egyenletes megvilagitasra szelektiv RGC-kat is azonositottak (Lettvin és mtsai, 1959;



Cleland és mtsai, 1974; Barlow ¢és mtsai, 1964; Devries & Baylor, 1997). Az egyik
legteljesebb fiziologiai felmérésben Farrow és Masland (2011) az RGC-ket
fényvalaszaik alapjan 12 funkcionalis csoportba tudtdk sorolni multielektroda array
(MEA) felvételek segitségével. Ezzel szemben az anatomiai osztalyozds soran a
dendritikus morfolégia alapjan 15-20 tipusba sorolhatéak ezen sejtek. Altaldnossagban
elmondhat6, hogy az azonos tipusba tartoz6 RGC-k azonos fiziologiaval,
morfologiaval, retinan beliili 6sszekottetésekkel, retina mozaikkal, immunhisztokémiai
profillal és genetikai markerekkel rendelkeznek (Rowe & Stone, 1977; Seung &
Stimbiil, 2014; Sanes & Masland, 2015; Rodieck & Brening, 1983).

A tovéabbiakban pedig néhany fobb RGC csoportot jellemeznék, melyeket vizsgaltunk.
Az alfa RGC-ket (aRGC-k) macska retinan végzett kisérletek soran keriiltek el6szor
leirasra (Wassle ¢és mtsai, 1975, Cleland & Levick, 1974a,b; Cleland és mtsai, 1975).
Ezek a sejtek felismerhetok nagy sejttestiikrol, robusztus dendritjeikrél és axonjaikrol,
a belsé rostos réteg (IPL) kiillonbozd rétegeibe érkezd nagy monosztratifikalt
dendritikus 4gaikrol és a nagy receptiv mezdikrdl (Dreher és mtsai, 1985; Peichl, 1989).
Morfolégiai jellemzdiken kiviil ezek az aRGC-k ko6zds fizioldgiai tulajdonsadgokkal
rendelkeznek, mint példaul a rovid valaszlatencia és a gyors axonvezetés, amelyek
lehetové teszik szamukra, hogy els6ként reagdljanak egy 11j ingerre (Cleland és mtsai,
1975). A legtobb emldsben a tobbi ganglionsejtnél intenzivebben festddnek
neurofilamentumokra. Egérben az alfa RGC kifejezést szamos nagyméretli, SMI-32
pozitiv RGC-re alkalmazzdk, tekintet nélkiil fizioldgiai tulajdonsagaikra vagy részletes
morfologiajukra. Amellett, hogy nagyok és neurofilamentumokban gazdagok, nagy
mennyiségben expresszaljak az sppl-et, amely a szekretalt foszfoproteint, az
oszteopontint kdédolja, és a kcngd-et, amely egy fesziiltségkapcsolt kadlumcsatorna
alegységet kodol (Duan és mtsai, 2015). Az aRGC-k funkcionalisan ON és OFF
kozpontokra oszthatok, amelyek a fényintenzitds ndvekedésére (ON) €s csokkenésére
(OFF) reagalnak receptiv mezdjiik kozéppontjaban, ami megfeleltethetd a dendritek
anatomiai rétegzddésének is az IPL-en beliil (Nelson és mtsai., 1978). Ezen tilmenden
ezeket a valaszokat tovabb osztottadk sustained (fenntartott) vagy tranziens (rovidtavi)
tipusokra is, a dendritjeik IPL-régiokon beliili megfeleld eloszlasaval (Euler és mtsai.,
2014). Eddig az aRGC-k négy kiilonbozo tipusat irtak le egerekben receptiv mezoik és
jelmintaik szerint, és az IPL-en beliili sztratifikacidjuk alapjan, ezek a kdvetkezdk: Az

ON-sustained, ON-tranziens, OFF-sustained és OFF-tranziens (Krieger és mtsai., 2017,
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Wang és mtsai., 2021). Az aRGC-k valaszainak részletes elektrofiziologiai jellemzését
felnott egerekben Pang és munkatarsai (2003) végezték, €s ez a tanulmany harom f6
tipust eredményezett. A szerzOk szerint azonban mind a 28 vizsgalt ON-aRGC sejt
hasonld valaszt adott, ami a jelek szerint a sustained tipusba tartozik. Hong ¢és
munkatarsai (2011) morfolédgiai tanulmanya tobb aRGC-tipust irt le a széma, a belsd
plexiform rétegen beliili dendritikus mez0 eloszlasa és axonalis projekciojuk alapjan:
X3 (OFF-sustained), X5 (OFF-tranziens) és X7 (ON). Ez a munka részletesen bemutatta
a dendritikus mez6jiik €s a szoma méretének eloszlasat, és Osszefliggésbe hozta ezeket
az értékeket a felsé colliculus superioron beliili axondlis arborizacidjukkal, de nem
elemezte topografiai eloszlasukat a retindban (Hong és mtsai.,, 2011). Schmidt és
munkatarsai (2014) tanulmanya dokumentalta, hogy az ON-aRGC-k a melanopszint
expresszalo, belséleg fényérzékeny RGC-k egyik tipusanak, az M4 tipusnak (Ecker és
mtsai., 2010; Estevez és mtsai., 2012) felelnek meg, és azt javasolta, hogy ez a tipus
(ON-aRGCs/M4), amelyet az alfa RGC marker (SMI32) és a melanopszin (OPN4)
expresszidja hataroz meg, amelyek az dsszes retina kvadransban eloszlanak. Az aRGC-
K negyedik tipusanak, az ON tranziens-aRGC-knek a felfedezése Krieger és
munkatarsai (2017) munkaja révén tortént molekuléris, in vitro elektrofizioldgiai
felvételek, valamint részletes morfoldgiai ¢és immunhisztokémiai elemzés
kombinaciojaval. E technikdk alkalmazéasdval Krieger és munkatarsai (2017)
jellemezték az ONt-aRGC-ket, leirtdk a négy aRGC-tipus mindegyikének eltérd
immunhisztokémiai szignatirajat, ami arra utal, hogy ezek kiilonboz6 tipusok, amelyek
a retinan beliil egyedi mozaikban oszlanak el. Az SMI32 marker mellett az aRGC-k
minden altipusa a Brn3 géncsaldd expresszidjanak megfeleld antitestek
kombinacidjaval immunodetektalhatd. Az ON-sus-aRGC-k Brn3a- Brn3b+ Brn3c-
Calbindin+, az ONtran-aRGC-k Brn3a- Brn3b+ Brn3c- Calbindin-, az OFFsus-aRGC-
k Brn3a+ Brn3b+ Brn3c- ¢és az OFFtran-aRGC-k Brn3a+Brn3b+Brn3c+ (Krieger és
mtsai., 2017). Dokumentaltdk, hogy az ONsus-aRGC-k a belsé fényérzékeny
ganglionsejtek egy tipusa, az M4-ipRGC-k (Ecker és mtsai., 2010; Schmidt és mtsai.,
2014; Sonoda és mtsai., 2020). Ezeket a sejteket azonban nem konnyli azonositani a
melanopszin elleni klasszikus OPN4 antitesttel, amely az M1, M2 és M3 ipRGC-ket
azonositja, mivel nem expresszalnak elegendd melanopszin fotopigmentet (Vidal-
Villegas és mtsai., 2019, 2021a,b), bar a pigmenttdl valo funkciondlis fiiggdségiiket
jellemezték (Estevez és mtsai., 2012), ami ahhoz vezetett, hogy nincs globalis

konszenzus a teljes M4-ipRGC-populacié altalanos azonositasat és a sejtek retinankénti
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szamat illetden ragcsalokban. A kozelmultban jelentették, hogy a fotopigmentet
expresszalo sejtek a T brain 2 (Tbr2) transzkripcios faktort is expresszaljak, amely
kulcsfontossagu e sejtek fenntartdsahoz (Berg és mtsai., 2019; Tran és mtsai., 2019;
Chen és mtsai., 2021). Ezért mas szerz6k az OPN (oszteopontin), mint az aRGC-k egyik
markere, és a Tbr2, mint az M4-ipRGC-k megbizhatdé markere kolokalizaciojat

hasznaltak (Gallego-Ortega és mtsai., 2021).

A melanopszint expresszalo, mas néven intrinzik fényérzékeny retinalis
ganglionsejtekrol (ipRGC-k) csak az elmult két évtizedben kaptunk elég informéaciot,
azonban a kutatasok kdzéppontjaba keriiltek ebben az idészakban, hiszen tobb latassal
kapcsolatos dogmat is at kellett értékelni miattuk. Ezek a sejtek 06nallo
fototranszdukciora képesek, azonban emellett ugyanigy kapnak bementi informéciot a
csapok és palcikdk feldl is a bipolaris és amakrin sejteken keresztiil, mint a t6bbi RGC
(Berson et al., 2002; Hattar et al., 2002; Do ¢és mtsai, 2021). Részt vesznek a cirkadian,
pupillaris és hormonalis fényre adott valaszokban (Schmidt és mtsai. 2011b, 2014;
Allen és mtsai., 2014). A Berson és munkatarsai altal 2002-ben eredetileg leirt ipRGC-
ket morfologiailag homogén osztdlynak gondoltdk. Az évek sordn végzett késdbbi
kutatdsok azonban bizonyitékot mutattak arra, hogy az ipRGC-k legalabb 6
morfologiailag és fiziologiailag elkiiloniilé altipusa (M1-M6) kiilonb6z6 morfologiat
mutat, és hozzajarul mind a nem képalkotd és a képalkoto funkciohoz is. Az ipRGC-k
melanopszin-specifikus antitestekkel torténé immunjelolése kimutatta, hogy ezek az
IPRGC-k az IPL ON és OFF szublaminaiban egyarant rétegzédnek (Provencio és mtsai.,
2002). A Berson altal 2002-ben eredetileg leirt ipRGC-k az M1 altipusba tartoznak. Az
M1 sejtek az IPL OFF szublamindjaban rétegzédnek, mig az M2, M4 és M5 sejtek az
ON szublamindban, az M3 (Schmidt & Kofuji, 2011) és M6 (Quattrochi et al., 2019)
sejtek pedig az ON és OFF szublaminaban is rétegzédnek (Viney és mtsai., 2007; Baver
¢és mtsai., 2008; Schmidt és mtsai., 2008; Schmidt & Kofuji, 2009; Berson és mtsai.,
2010; Ecker  és mtsai., 2010; Quattrochi és mtsai., 2019).
Az M1 altipusoknak kicsi a sejttestje és a dendriteik vannak, és az dsszes tipus koziil a
legerésebb a melanopszin expresszidjuk. Az OFF szublaminaban valé rétegzddésiik
ellenére tobbnyire ON bipolaris sejtektdl kapnak szinaptikus bemenetet (Dumitrescu és
mtsai., 2009; Hoshi és mtsai., 2009; Griinert és mtsai., 2011). Az M1 ipRGC-k a Brn3b
transzkripcids faktor expresszidja alapjan két tipusra oszthatok tovabb. A Brn3b pozitiv

M1 ipRGC-krél kimutattak, hogy innervaciot biztositanak a pretectum nucleus olivaris
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magnak (OPN), amely a pupilla fényreflexét iranyitja, mig a Brn3b-negativ ipRGC-k
fényinformaciot szolgéltatnak az SCN-nek a fotoentrainmenthez (Chen és mtsai., 2011).
Az M1-ek mind a ganglionsejt-rétegben (GCL), mind a belsé magvas rétegben (INL)
megtalalhatok, ahol "displaced" M1 ipRGC-knek nevezik dket. Az M2 sejtek nagyobb
szomaval és erdsebben elagazo dendritfaval rendelkeznek, mint az M1-ek (Schmidt &
Kofuji, 2009; Berson és mtsai., 2010; Ecker és mtsai., 2010), de Iényegesen kisebb
amplitadoju sajat fényvalaszokat mutatnak, és kevésbé érzékenyek, mint az M1-ek
(Schmidt & Kofuji, 2009). Kimutattdk, hogy néhany rostot az SCN-be, de
tulnyomorészt az OPN-be vetitenek, ami arra utal, hogy nagyobb szerepet jatszanak a
pupilla fényreflexében, mint a tobbi tipus (Baver és mtsai., 2008). Az M3 sejtek az M2
sejtekhez hasonld méretli és Osszetettségili szomat és dendriteket mutatnak (Schmidt &
Kofuji, 2011). Az M4 sejtek sustained ON-tipust alfa ganglionsejtek, amelyek
elsddleges szerepet jatszanak a kontrasztérzékelésben a képalkotd latasban. A
melanopszin jelenléte ezekben a sejtekben formalja €s optimalizalja a palcika és csap
vezérelt valaszokat (Sonoda és mtsai., 2018). A leirt ipRGC-k koziil ezeknek a sejteknek
van a legnagyobb szomajuk és nagy, erdsen elagazd dendritikus fajuk. Az M5 sejtek
kicsi, er6sen elagazo dendritikus agakkal rendelkeznek, amelyek egyenletesen oszlanak
el a szoma koriil, és kimutattak, hogy szin opponenciat mutatnak (Stabio és mtsai.,
2018). Az M6 sejtek rendelkeznek a legkisebb dendritikus mezdkkel, tiiskés, béségesen
elagazd dendritikus arborral. Az M6 sejtek bisztratifikaltak, és rekurrens dendritekkel
rendelkeznek, amelyek az OFF sublamina-ban megtett rovid tavolsag megtétele utan
visszatérnek az ON sublamina rétegzédéséhez. Axonjaik a dLGN-be vetiilnek, ami arra

utal, hogy hozzdjarulhatnak a 1atds mintézat-felismerd funkcidhoz (Quattrochi és mtsai.,
2019).

Az RGC-k altalaban a retina legbelsd magrétegében, a GCL-ben helyezkednek el
(ortotop RGC-k, 0RGC-k). Vannak azonban olyan RGC-k, amelyek elmozdultak, és a
belsd rostos rétegben vagy a belsd magvas rétegben helyezkednek el. Ezeket az RGC-
ket Dogiel (1895) irta le eldszor a madarak retinajan, és elmozdult RGC-knek (dRGC-
k) nevezte Oket. Funkcidjukat, projekcidikat és retina topografidjukat alaposan
tanulmanyoztak madarakban (Karten és mtsai., 1977; Fite és mtsai., 1981; Mey &
Johann, 2001) és hiilldkben (Bellintani-Guardia & Ott, 2002). A galambban, a csirkében
¢s a kaméleonban a dRGC-k csak az nBOR-ra (nucleus bazalis gyokér, a jarulékos

latomagok része), és az optokinetikus nistagmust iranyitjak (Simpson, 1984; Cook &
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Podugolnikova, 2001). Az emldsokben azonban az jarulékos lato-magokba csak az
ORGC-k vetiilnek (Dann & Buhl, 1987; Cook & Podugolnikova, 2001), mig az
egerekben ¢és a nyulakban a dRGC-k féleg a colliculi superiorra vetiilnek (Driager &
Olsen, 1980, 1981; Vaney és mtsai.,1981; Balkema & Driger, 1990). A dRGC-k
funkcidja emlésokben ismeretlen. Azt feltételezik, hogy inkabb egy ontogenetikai
rendellenesség kovetkeztében helyezddtek el, minthogy az RGC-k egy fiiggetlen
funkciondlis osztalyat képviselnék (Buhl és Dann, 1988; Doi ¢s mtsai,1994).
Eloszlasukat tekintve nyulakban és patkanyokban a dRGC-k az egész retindban
megfigyelhetdk, de el6fordulasuk a perifériara iranyul (Robson & Hollander, 1984; Liu
& Jen, 1986). Egérben és kinai horcsogben a periférids és temporalis retindban
gyakoribbak (Driager & Olsen, 1980; Doi és mtsai., 1994), mig majomban a
peripapillaris régid koriil a legstirlibbek (Bunt & Minckler, 1977). Dolgozatomban ezen

kérdést is korbejarom.



2. Célkitiizések
Célunk annak meghatarozasa, hogy...

1. Az egér (Mus musculus) retinaban a displaced ducsejtek regionalisan milyen

eloszlasbeli kiilonbséget mutatnak

2. Kimutatni mas eml6sok (horcsog, makako, human) retindjaban a displaced ducsejtek

jelenlétét

3. A displaced ducsejtek morfoldgiai és funkciondlis csoportositasdnak felvazolasa

3. Anyag és médszer

3.1. Allatok és prepardcié

majd nyaki diszlokacioval terminaltuk 6ket. Az egerek (Mus musculus, GCaMP3Thy1,
JAX #017893, n=4) szemei ezt kovetden egybdl eltavolitasra keriiltek. A szemgolyokon
az ora serrata mentén késziilt bemetszés, majd eltavolitasra keriiltek a szemlencsék. Az
igy elkésziilt szemserlegeket 4%-os paraformaldehidben (0,1M; pH 7,4) fixaltuk 15
percig szobahdmérsékleten. A fixalas utan haromszor 10 perc PBS-es (137 mM NacCl;
2,7 mM KCI; 10 MM Na2HPO4*7H20, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4) mosas kovetkezett,
majd ezutan keriilt sor a retinak eltavolitasara a szemserlegekbdl, az eltavolitas soran az
érhartya mintazatanak figyelembevételével a dorzélis oldal és topografikus tertiletek
jelolésre keriiltek (a részletekért ldsd Kovacs-Oller 2020). Kisérleteink a Pécsi
Tudomanyegyetem Allatetikai Bizottsaga (BA02/2000-6/2006) altal keriiltek
jovahagyasra. Az allatok kezelése megfelelt az “ARVO Statement for the Use of

Animals in Ophthalmic and Vision Research” feltételeinek.

A horcsog (Mesocricetus auratus) szemeket a PTE-SZKK Viroldgiai Kutatocsoport (Dr.
Madai Monika) adomanyozta. Ezek nem kezelt kontroll allatokbdl szarmaztak, ahol a
szemserlegeket az egerekével megegyezd mdodon preparaltuk. A rézuszmajom (Macaca
mulata) retina szintén szdvetdonaciobdl szarmazott, amelyet a PTE, Grastyan Endre
Transzlacios Kutatokozpontban euthanizalt majombol szarmazik, amelyet 4% PFA-val

perfundaltak, majd a bal szemserleget kaptuk meg, ahol a teljes (whole-mount) retinan
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végeztik az IHC-t SMI32, Mel, és S-opszinn markerekkel (lasd 1. tablazat).

A Human retina csikokat Dr. Kéntor Orsolya a (SOTE, Anatoémiai Intézet)

adomdényozta. Az etikai engedély szdma: TUKEBS58/2014. (Kantor és mtsai, 2018).

3.2. Immunhisztokemia

Az eltavolitott retinakat 2-3 ulL CTA-val (5% Chemiblocker, 0,5% TritonX-100, 0,05%

Na-azid) blokkoltuk. A blokkolds utdn keriilt sor az elsddleges antitestekkel vald

kezelésre (1. tablazat), az antitesteket CTA-val higitottuk, majd 48 oran at inkubaltuk a

retindkat. Az inkubacié utan haromszor 10 perces mosas kovetkezett, majd ezutan

keriilhetett sor a masodlagos antitestekkel torténd jelolésre (1.tablazat) CTA-val higitva,

majd 24 6ran at inkubaltuk 6ket. Ezutdn haromszor 10 perces PBS-es mosast kdvetden

Vectashield bedgyazd médiummal (Vector Laboratories, Peterborough, Nagy-

Britannia) lefedtiik dket.

1.tablazat. Antitestek.

Elsédleges antitestek

Masodlagos antitestek

Név Higitas Gyarté Kad Név | Higitas | Gyarto Kod
gp NeuN 1000x SySy 266 004
DL405 | 500x Jackson 706-475-148
ms SMI32 1000x Calbiochem NE1023
AB-N39-
rb Mel 500x AbCam
ATS
rb S-opszin 1500x Merck ABN1660 [ Cy3 500x Jackson 715-165-150
NB100-
ck BIlI-Tub 1000x Novus
1612
rb RBPMS 2000x Abcam ab152101
A64T7 500x | Invitrogen A21245
gt ChAT 1000x | ThermoFischer | PA1-4710
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3.3. Konfokalis mikroszkopia

Az immunhisztokémiai jelek detektdlasdt LSM 710 konfokalis 1ézer-pasztazo
mikroszkoppal végeztiik. A méréseket 405, 488, 543 és 633 nm-es 1ézereket hasznalva
végeztilk Zeiss Plan Apochromat 10x, 20x levegds ¢s 63x olaj-immerzids objektivet
hasznalva, mintdinkrdl a detektalas soran 1.5 (20x) és 0,5 (63x) um vékony optikai
metszeteket készitettlink. Az utomunkalatok sordan a képek kontrasztjanak ¢és
fényerejének bedllitasara az Image) (FIJI-ImageJ 1.53 disztribucio, NIH, USA)

programot alkalmaztuk és csak globalisan allitottunk a fenti tényezokon.
3.4. Ca2+-képalkotas 2-foton mikroszkopiaval

A Ca2+-képalkotasi kisérletek GCamp3Thyl transzgenikus egérvonalbol szdrmazo
allatokon végeztiik. Carbogénnel (95% 02, 5% CO2) telitett Retina Ringerrel
perfundalt (~2 ml/p) ex vivo, teljes, whole-mount retinan torténtek a Ca2+ képalkotd
kisérleteket, FemtoSmart kétfoton mikroszkoppal (Femtonics, Budapest) és Olympus

PlanApo 20x/0.8 NA vizimmerzios objektivvel.

A midcentralis régiobol (a vakfolt és retinaszél kozotti felezén) valasztott dpGC-k
sejttestjein végeztiink 90-130 Hz-es mintavételezéssel Ca2+ szignal mérést, amelynek

az atlagat vetitettiik hisztogrammra.

Az excitacids protokollt ugy allitottuk be, hogy 0,5 s-ig a 1ézer kikapcsol és a teljes
spektrumos LED ezt kdvetden bekapcsol, majd LED kikapcsolasaval szikronizaltan a
1ézer és a Photomultiplier (PMT, detektor) bekapcsolnak 2,5 s-ig, ezzel lehetdvé téve az
OFF-valasz felvételét, majd ezt megismételjik egy sotét allapotbol 1ézer

bekapcsolassal, ahol az ON-jelet detektalhatjuk.
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4. Eredmények és kiértékelésiik
4.1. Displaced ganglionsejtek egér retinaban

A displaced ganglionsejtek jelenlétének kimutatasat el6szor a Thyl pan-RGC marker
jelenlétének vizsgalataval kezdtiik. Az INL-ben megtalalhato displaced RGC-k szdma

elenyészének bizonyult.

a b
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2. abra A displaced ganglionsejtek GCamp3Thyl transzegnikus egérben. Az (a) panelen
Thyl pozitiv dpGC-k lathatoak az IPL-ben 10x-es objektivvel szkennelve konfokalis
mikroszkopban. A (b) panelen a Thyl pozitiv sejtek regionalis eloszlasa lathaté a median

régionként talalt sejtszamtol (med=4) valo eltéréssel szemléltetve.
4.2. A displaced ganglionsejtek jelenlétének kimutatasa mas emlosokben

Az egerekben tortént megfigyeléseink utdn mas emldsok esetében is vizsgélatra
Keriiltek ezen sejttipusok. Eldszor az egérhez hasonlo taxondémiai besorolasba tartozo,
szintén ragcsalo aranyhorcsog (Mesocricetus auratus) esetében fedeztiink fel displaced
ganglionsejteket az INL-ben (3. abra (a)). Melyek SMI32 és B-III tubulin pozitivitast

mutattak, ezzel is megerdsitve.

Ezek utan rézuszmajom (Macaca mulatta) és human mintak esetén vizsgaltuk ezen
sejtek eléfordulasat. A rézuszmajom esetében talalt displaced sejt (3. abra b.) SMI132

pozitiv, emellett azonban a melanopszinra is pozitiv jelol6dést mutatott. Human mintak
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(3. abra c) esetében szintén felfedeztiink displaced ganglionsejt jelenlétét, mely az

RBPMS pan-RGC markerre ¢s SMI32 markerre mutatott pozitivitast.

Q Aranyhédrcsdg (Mesocricetus auratus)
SMI32 BlliTub

b Rézuszmajom (Macaca mulatta) ¢ Human (Homo sapiens)
SMI32 RBPMS ChAT

SMI32 S-o

pszin_Mel

3. abra A displaced ganglionsejtek jelenléte emlésokben. Az abra (a) paneljén aranyhorcsog
(Mesocricetus aureatus) retina INL rétegébol késziilt 20x-os objektivvel késziilt konfokalis
mikroszkop szken lathatdo dpGC-krél (a képen lathato szinek megegyeznek a kép f6lotti jelolés
szineivel). Az abra (b) paneljan rézuszmajom (Macaca mulatta) retinabol szarmaz6 63x-0S

objektivvel késziilt konfokalis mikroszkop szken lathatd, alatta pedig ugyanezen régio

14



hosszmetszeti elforgatasa, melyen lathatd, hogy a dpGC az IPL-ben helyezkedik el (a képen
lathaté szinek megegyeznek a kép folotti jelolés szineivel). A (¢ ) panelen human mintabol
szdrmaz6 63x-os objektivvel késziilt konfokalis mikroszkop szken lathato egy dpGC-rdl, mely
az alatta lathat6 hosszmetszeti elforgatason is lathatéan a GCL-en kiviil helyezkedik el (a képen

lathato szinek megegyeznek a kép folotti jelolés szineivel).
4.3. A displaced ganglionsejtek regiondlis eloszldsa egérben

A displaced ganglionsejtek jelenlétének kimutatasa utan regionalis eloszlasuknak
vizsgalata volt a kovetkezd fO célunk. Thy-1 és SMI32 markerek esetében azt
tapasztaltuk, hogy a displaced sejtek a nazalis periféran fordulnak eld nagyobb
gyakorisdgban (2. abra, 4. abra, 6. dbra). Azonban a melanopszin pozitiv displaced
sejtek esetében nem ez a tendencia volt jellemzd (5. dbra), ezen displaced sejtek a

dorzalis centralis régidban fordultak eld legnagyobb szamban az egér retinaban.

a b

1
w
-}

4. abra SMI32 pozitiv displaced ganglion sejtek regionalis eloszlasa egér retinaban. Az (a)
panelen SMI32 pozitiv dpGC-k lathatoak az IPL-ben 10x-es objektivvel szkennelve konfokalis
mikroszkopban. A (b) panelen a SMI32 pozitiv sejtek regionalis eloszlasa lathaté a median

régionként talalt sejtszamtol (med=2) valo eltéréssel szemléltetve.
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5. abra Melanopszin pozitiv displaced ganglionsejtek regionalis eloszlasa egér retinaban.
Az (a) panelen melanopszin pozitiv dpGC-k lathatoak az IPL-ben 10x-es objektivvel szkennelve
konfokalis mikroszkoépban. A (b) panelen a melanopszin pozitiv sejtek regionalis eloszlasa

lathaté a median régionként talalt sejtszamtol (med=1) valo eltéréssel szemléltetve.

Lathat6 tehat, hogy a Mel+ és SMI+ dpGC-k eléfordulésa jol elkiiloniil. a Thy 1+ dpGC-
k hasonldéan helyezkednek el, mint az SMI32+, azonban azt elmondhatjuk, hogy a Mel-
nal nem kollokalizal (6, 7. dbra). NeuN péan-neuronélis markert hasznalva nem lattunk
mas hasonléan nagy (9-14um) GC-szomaméretel rendelkezd displaced sejtet (nem
mutatva itt), ami azért fontos, mert sikeriilt igy ezzel a 3 markerrel lefedniink a teljes

dpGC populaciot.

Az egyéni kollokalizaciokat megvizsgalva azt lathatjuk, hogy az SMI32, valamint a
Thyl és Mel markerek kozott nincs kolokalizacid. A (7a,b 4bra), mig az SMI32 és
Thy1GCaMP3 kozott nagymértékii kolokalizaciot figyelhetlink meg (7¢ abra).
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GCaMP3Thyl SMI32 NeuN

6. abra A belsé rostos rétegben talalhaté displaced ganglionsejtek régionként. Az abran 20x-
os objektivvel konfokalis mikroszkoppal szkennelt dpGC-k lathatdak régionként. Az adott régid
roviditése a szkennek jobb alsé sarkdban vannak feltiintetve: DC - dorzalis centralis, DP- dorzalis
periférialis, NC- nazalis centralis, NP-nazalis periférialis, TC- temporalis centralis, TP- temporalis
periférialis, VC- ventralis centralis, VP- ventralis periféridlis (a képen lathato szinek megegyeznek
a kép folotti jelolés szineivel).
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@ Gcamp3Thyl
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GCamp3Thyl SMI32

7. abra Thyl, SMI32 és Mel markerek kolokalizacioja displaced ganglionsejteken. Az abra (a)
paneljén 63x-os objektivvel késziilt konfokalis mikroszkop szken dpGC-krél,a Thyl és Mel
markerek kozott nincs kolokalizaci6. A (b) panelen 63x-os objektivvel késziilt konfokalis
mikroszkop szken dpGC-krdl, ahol SMI32 ¢és Mel markerek kozott nincs kolokalizacio. A (c )
panelen 63x-os objektivvel késziilt konfokalis mikroszkop szken dpGC-krél, ahol a Thy1 és SMI32
markerek egylittes expresszoja lathato. (a képen lathato szinek megegyeznek a kép folotti jelolés
szineivel). A (d) panelen lathat6 az 6sszes megszamolt dpGC (n= 305) koziil milyen mértékii volt a
kolokalizacié hasznalt markereink ko6zott (+++: magas kolokalizacid (>80%), ++: kozepes kolok.

(40-79%), +: alacsony (10-39%), -: nincs (<10%))
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4.4. Displaced ganglionsejtek morfologiai csoportositasanak felvazolasa

A 8. ébra (a) paneljén displaced ducsejtek rekonstrukcioja lathatdo konfokalis
mikroszkop szken alapjan, melyen a sargéaval és sarga nyillal jelolt sejt dendritjei az IPL
OFF szublamingjaba nyulnak at, vagyis morfoldgiai szempontbol szintén OFF-tipusba
sorolhatd. A 8. 4bra (b) paneljan ON tipust dpGC-k és GC-k lathatoéak, melyek dendrit
arborizaciojuk alapjan lathatd, hogy egy tipusba tartoznak, mivel ugyanazon ON
alrétegbe nyulnak dendritjeik. A 8. abra (¢ ) paneljan, pedig morfologiai szempontbol

ON-OFF tipusba sorolhaté dpGC fedezheto fel.
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8. abra Displaced ducsejtek morfologiai rekonstrukcidja. Az abra (a) paneljén rekonstrualt
displaced ducsejt csoport lathato. Sarga nyillal jeldlt sejt OFF tipusu. A (b) panelen konfokalis
mikroszkopiai felvételek és rekonstrukciojuk lathatéak dpGC-krdl és oGC-krdl, piros és kék nyillal
jelolt sejtek 0GC-k, zold és sziirke nyillal jeldlt sejtek dpGC-k. A (¢ ) panelen egy feltoltott ON-OFF
dpGC és rekonstrukcidja lathato
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4.5. Displaced ganglionsejtek funkcionalis csoportositisa

A displaced ganglionsejtek fénystimulusra adott valaszuk alapjan torténd csoportositas
elvégzése soran ON- és OFF-tipusu sejteket tudtunk elkiiloniteni 2-foton mikroszkdpiat
hasznalva (9. abra, 10. dbra), amelynek az elonye, hogy a dpGC-k szémai kozvetleniil
mérhetdek és a gerjesztd 1ézer nem valt ki kozvetlen fényvalaszt, azonban a fluoroforok
gerjesztése masodlagos foton-emissziot eredményez, amelyet a retina fotoreceptorai
latnak, ezért a LED/2P lézer nagy intenzitaskiilonbségét felhasznalva tudtunk az

intenzitasesés miatt OFF valaszokat vizualizalni.

ON valasz OFF valasz ON vilasz

PMT + l i

LEZER LED PMT+LEZER PMT PMT +LEZER
4 P4+ P4 — " P4 —p <4 >

50000
40000

9. abra ON displaced ganglionsejt fényvalasza Ca2+-képalkotas 2-foton mikroszképiaval
vizsgalva. Balra fenn X-tengely elforgatott sejt oldalnézete, lent a feliilnézetben a dpGC és
dendritfaja, mig jobbra a Ca2+ fényvalasz atlag Gray-intenzitas értékei horizontalis idéskalan,

és a kisérleti protokoll sémaja.(piros vonal= 20,23 um)

A 9. abran egy tipikus dpGC sejt morfoldgidt mutatunk be. A szoma mérete €s a
dendritfa morfologiaja egyértelmilen ON-a-dpGC-re mutat, a Ca2+ képalkotassal mért
fényvalasz ennek megfeleléen ON. A 10. dbran egy hasonléan aGC morfologiat mutato
sejtrol késziilt 2-foton felvétel lathatd, ahol a mar leirt médon OFF fényvélaszt tudtunk
kimutatni. A posthoc konfokalis felvételen kivehetd az OFF-a-dpGC morfologia, ami

alatdmasztotta a Ca2+-képalkotd mérésiinket.
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10. abra Displaced ganglionsejtek OFF-fényvalaszanak vizsgalata 2-foton
mikroszkopiaval. Az (a) panel tartalmazza egy dpGC sejtet, mellette a szomajarol és axonjarol
mért Ca2+ fényvalasz atlag Gray-intenzitas értékei horizontalis idoskalan. A (b) panel tovabbi
dpGC-krol mért OFF Ca2+ fényvalasz atlag Gray-intenzitas értékei horizontalis iddskalan
lathato. A (c ) panel egy oRGC és dpGC Ca2+ fényvalasz atlag Gray-intenzitas értékeit mutatja
horizontalis id6skalan. A (d) panel a piros nyilakkal jelzett dpGC-k és hozzajuk tartozo OFF

fényvalasz Gray-intenzitas értékeit tartalmazza horizontalis iddskélan abrazolva.

Osszefoglalas

Munkéankban eldszor keriil részletes leirdsra az egérben taldlhatdé dpGC populacio
topografiai leirasa. Nadal-Nicolas és mtsai (2014) végeztek hasonld kutatast a dpGC-k
korében, azonban az 6 megfigyeléseik pigmentalt és albind patkanyokon zajlott.
Vizsgélataik soran pAn-RGC markernek 6k a Brn3 csalad tagjait hasznaltak fel, mig mi
a Thy1 markert hasznaltuk, azonban mindkét marker hasonl6 eredményességgel képes
jelolni az RGC-ket igy eredményeink Osszehasonlithatoak. Patkanyok esetében a
dRGC-k a temporalis retina részen fordultak el6 legnagyobb gyakorisagban, a vizsgalt
0ssz sejtszamuk alapjan, a dpGC-k 50% volt jelen ezen a régidban, 20-20% a nazalis és

ventralis, és 10% a dorzalis régioban volt megtaldlhaté mind a pigmentalt, mind az
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albin¢ allatok esetében. Ezzel szemben a mi esetiinkben egerekben a nazalis periférian
volt megfigyelheté a dpGC-k tobbsége. Driager és Olsen (1981) korabbi egér retinalis
GC topografiai vizsgalatukban mely soran HRP injekcio utan vizsgaltdk a sejtek
eloszlasat, mar keriiltek leirasra dpGC-k azonban az ¢ talalasukkal részben
ellentmondasban 4allnak a mi adataink, mivel 6k a temporalis régidban irtak le tobb
dpGC-t, ahol lazabban, szétszorédva voltak megtalalhatoak, mig a masodik legtobb

sejtet a a nazalis régioban talaltak, ahol szorosan csoportosultak a periférian.

Nadal-Nicolas és mtsai (2014) a melanopszin pozitiv dpGC sejtek eloszlasat is
vizsgaltak patkanyban munkéjuk soran. Albino allatok esetében a dorzalis régidoban
talaltdk a Mel+ dpGC populacidt legnagyobb mennyiségben, mint ahogy az a Mel+
O0RGC-k esetében is mar leirasra keriilt (Hughes és mtsai., 2013; Valiente-Soriano és
mtsai., 2014), azonban pigmentalt allatok esetében a hemitemporalis félteken volt a
legdenzebb ezen sejtek populacidja. A mi esetiinkben pigmentalt allatoknal is a dorzalis
régioban volt a legmagasabb a Mel+ dpGC-k szama, ezutan kovetkezett csak a
temporalis régio. Sejttest méréseik alapjan, leginkabb M1- és M2-szeri ipRGC-ket
talaltak a dpGC populaci6 tagjai kozott.

Brn3 és Mel kolokalizaci6 vizsgélata soran az O esetilkben is nagyon alacsony
kolokalizacids mértéket (5 €s 11 sejt) talaltak, mely hasonlo a mi esetiinkben leirt Thyl

és Mel marker kozott.

M4-es tipust ipRGC az alfa-RGC-k csoportjaba is tartozik, azonban nagyon alacsony
melanopszin tartalma miatt a melnaposzin immunhisztokémiai markerre nem mutat
pozitivitast (Vidal-Villegas ¢€s mtsai., 2019, 2021a,b), csak SMI32-re ragcsalokban.
Ezen sejtek tovabbi vizsgalatdhoz a Mel helyett egy masik marker segithet, a Tbr2
(Gallego-Ortega, 2021). Azonban vizsgalataink a makakobol szarmazd mintank
esetében sikeresen aznositottunk be SMI32 és Mel pozitiv dpGC-t, mely kordbban még

nem kertlt leirasra.

tudomanyban, a mi kezdeti eredményeink, pedig arra a konszenzusra mutatnak, hogy a
nazalis régioban talalhato legdenzebb populaciojuk, mely megegyezik az alfa-oRGC-k
talaltakkal (Bleckert, 2014).
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A dpGC-ket korabbi kutatasok ontogenetikus hibaknak vélték emldsokben, mivel
altipusaik megegyeznek az oRGC-k altipusaival, emellett pedig a dendritikus
lefedettséglik nem bizonyul elég magasnak, hogy kiilon funkcionalis altipusnak
lehessen mindsiteni (Driager & Olsen, 1980; Liu & Jen, 1986; Buhl & Dann, 1988;
Balkema & Driger, 1990; Doi és mtsai, 1995). Azonban Kisseleff és munkatarsainak
(2021) eredményei arra, hogy a glikogén szintaz kinaz 3-k (GSK3) lehetnek az elsd
determinansai a dRGC-k fejlédésének alakulasaban a retindban. Kutatasuk soran
megallapitottak, hogy a dRGC-k szdmaban novekedés tapasztalhatd abban az esetben,

ha a Gsk3a egyetlen példanya jelen van a retinalis progenitorokban.

Morfologiai és funkcionalis klaszterezési vizsgalataink egyedinek szamitanak dpGC-k
esetében, mivel kordbban hasonld kutatdsi irdnyok nem zajlottak, féleg ezen sejtek

fényvalaszanak vizsgalata nehezebb megkozelitésiik miatt.
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