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|. BEVEZETES

A retina az embriondlis fejlédés sordn az el6agyhdlyagbdl kialakuld, a szem hatso falaval
belllrsl érintkezo tobbrétegii idegszévet, melyben a fényfelfogés és fényfeldolgozas elso alapvetd
lépései jatszodnak le. A gerinces retina konzervativ szerkezetii, a neuronok sejttestjei harom
rétegbe rendezédnek, melyeket két szinaptikus réteg vdaszt el. Disztdlisan, a  pigment
epitheliumhoz szorosan kapcsolddnak a fotoreceptorok kilsé szegmentumai, sejttestjeik pedig a
kilsd magvas réteget alkotjak. A fotoreceptorok a masodlagos neuronok (a bipoléaris és horizontdlis
sejtek) nyulvanyaival szingptizdlnak a kiilsé rostos rétegben. A bipolaris és horizontdlis sgjtek, a
harmadlagos neuronok kozll az amakrin sgjtek, valamint a retina f6 gliafélesége (MUller sejtek)
perikarionjai képezik a belsd magvas réteget. A belsé rostos rétegben az amakrin, bipolaris és
ganglionsgjtek |étesitenek szinaptikus kapcsolatot. Az el6z6 két sejttipus egymashoz képest lehet
pre- és posztszinaptikus pozicidban is, valamint az amakrin sejtek gyakran szinaptizalhatnak
egyméssal, azonban a ganglionsejtek nydlvanyai kizarélag posztszinaptikusan helyezkedhetnek el.
A legbelsé magvas réteg a dicsejtek rétege, mely a ganglionsejtek és az un. displaced amakrin
sejtek perikarionjait tartalmazza. A ganglionsejtek axonjai alkotjak az optikus rostok rétegét, ezen
axonok a szembdl kilépve alatoideget képezik.

Kisérleteink soran a disztdlis retindban taldhaté sejteken (fotoreceptorok, horizontdlis
sgjtek) vizsgaltuk a szinaptikus transzmisszié modul &cidjanak |ehetéségeit.

A neuronok kozétti informéciddtadéds a szinapszisokon keresztil valésulhat meg, a
szinagpszis lehet kémial vagy elektromos. Kémiai szingpszis esetében a preszinaptikus neuron dtal
szekretdlt neurotranszmittert a posztszinaptikus neuron detektdlja. A kozponti idegrendszer
szingpszisaiban a transzmitter-fel szabadul és révid (kb. 1 ms) depolarizdl 6 fesziiltségimpulzusok, az
akcios potencidok dtal indukalt. Az axontermindlis depolarizécioja fesziiltségfliggé Ca-csatorndkat
nyit, melynek kovetkeztében elektrokémiai gradiensiik mentén Ca-ionok &ramlanak atermindlisba
A konvenciondis zingpszisokhoz  hasonléan, a neurotranszmitter-felszabadulds a
szalagszinapszishan is a transzmittert tartalmazo szinaptikus vezikuldk plazmamembranna valo
Caflgg6 fuzidja dtal medidt. A faziot koveté endocitdzis soran a szinaptikus vezikula membranja
visszanyer6dik és aterminalisban Ujraalakulnak a transzmitter-toltott vezikuldk. A fotoreceptorok —
eltér6en akdzponti idegrendszer neuronjaitdl — szal agszinapszissal rendelkeznek.

A retindban az dsszes fesziiltségfiiggs Cat-csatornartipus, azaz P/Q-, N-, R-, T-, L-tipus
megtaldhat6. Kétéltii és emlds retindn folytatott immuncitokémiai és elektrofiziologiai vizsgélatok
szerint a fotoreceptorok belss szegmentuma féleg L-tipust fesziiltségfiiggd Ca’*-csatornékat
tartalmaz. Teh& ezen csatorndk gétolhatok dihidropiridin-tipust blokkolokkal, mint nifedipin és
nimodipin, tovabba az L-tipusti csatorna agonista Bay K 8644 jelentés Ca*-aram ndvekedést okoz.
Azonban a fotoreceptorok Ca*-csatornai kiilonbdznek az , dtaldnos’ L-tipust csatornéktol (sziv-
és vazizom Ca’*-csatornéi), pl.: a fotoreceptorok csatornéi negativabb aktivécios kiiszobbel birnak
(-45 —-60 mV), valamint kevésbé szenzitivek a dihidropiridin-tipust blokkoldkra, igy nifedipinre.

A kozponti idegrendszer, valamint annak része, a retina elsodleges excitatoros
neurotranszmittere a glutamat. A glutaméterg szinaptikus transzmisszio terminéciojahoz szikséges
glutamatfelvétel feladatdt a plazmamembran glutamat transzporterei létjak el, melyek mind a
neuronokban, mind a gliasejtekben megtaldhatok. A glutamétfelvétel mésik fontos feladata az
idegrendszerben a magas extracelluléris glutaméatkoncentracio kial akulasanak megakaddyozéasaval
a sejtek védelme a glutamat-indukalt excitotoxicitastol.

Szalamandra retinabdl 6t kilonb6z6 glutamét transzportert klénoztak: SEAAT1, SEAAT2A,
SEAAT2B, sEAAT5A és sEAATS5B, melyek a hasonld elnevezési human retindlis transzporterek
homol6gjai. Ezek mindegyike — az SEAAT2B kivételével — megtaldhat6 a fotoreceptorokban. A
glutamétfelvétel ligandszenzitivitasa kulénbozo lehet a pélcikdkban és a csapokban, ezen eltérés a
faok kozott is fenndll. A fotoreceptorokban a glutamét-kivéltott aramok jelentés részben
kloridaramoknak bizonyultak. A glutamét-kivatott &amok a fotoreceptorok terminalis régiodjéban
mutatkoztak a legnagyobbnak, tehédt a glutamét transzporterek nagy valdsziniiseggel itt fordulnak
el6 legkoncentraltabban.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

A retindlis sgjtek mitkddését szamos endogén neurotranszmitter és ion moédosithatja. A
transzmitterek hatasukat — pl.: az dtalunk tanulméanyozott fotoreceptorok L-tipusti Ca?*-csatornéira
— nem kozvetlenil, hanem mésodlagos messenger-rendszerek kozremiikodésével fejtik ki, mig az
ionok direkt mddon befolyasolhatjdk a sejtmiikodést. Az L-tipusti Ca*-csatorndk aktivaléasa
aapfeltétele a transzmitter felszabadulasnak, ezért ezen ioncsatornak megfelelé szabalyozésa
kiilnésen fontos. Modul&é hatést gyakorolhatnak pl.: a Cl', PO,%, Zn?*; a transzmitterek kozill a
dopamin, nitrogén-oxid, somatostatin, adenozin.

Az endogén neuroprotektiv anyagoknak nem csak a retina fejl 6désében, hanem az kifejlett
retinat ért neurodegenerativ. hatasok kompenzéciojdban is jelentés szerepik van. llyen
neuroprotektiv faktorok lehetnek, pl.: a PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide), VIP (vasoactive intestinal peptide), BDNF (brain-derived neurotrophic factor)
valamint a LEDGF (lens-epithelium derived growth factor).

A PACAP-ot el6szor juh agybdl izoldltdk, mint addig ismeretlen hipotalamikus hormont,
mely az adenila-cikldz enzim aktivaldsaval jelentésen novelte a ciklikus AMP (CAMP) képzodését
patkany hipofizis-sejtekben. E neuropeptid a secretin/glucagon/vasoactive intestinal peptide (VIP)
szupercsal &dba tartozik. Ké amidat formga létezik, a PACAP38 (38 aminosavbdl al) valamint a
PACAP27, mindketté azonos prekurzorbdl szarmazik. A PACAP szekvencigja rendkivili médon
konzervdt a filogenezis soran, az elégerinchirosoktdl az emlésokig. A halakban, kétéltiiekben
taldhatd PACAP szerkezete csupan 1-4 aminosavban kilonbdzik az emlésokben fellelhet6 PACAP
peptidétol. A PACAP és G-protein kapcsolt receptorai széleskorii eloszlast mutatnak — el sésorban
— az idegrendszerben és az endokrin szervekben. Mindez a PACAP fontos, az aapveté bioldgiai
funkcidk szabdlyozésdban bettltott szerepére utal. PACAP receptor expresszal 6dik a patkany retina
ganglion- és amakrin sejtjeiben, a horizontdlis sejtekben, valamint a belsé rostos rétegben, és a
fotoreceptorokban.

A PACAP szamos funkcidéban megnyilvanulhat, mint neurotranszmitter, hormon, trofikus
faktor. Sokrétii miikddései kozil kiemelendéek a neurotrofikus és neuroprotektiv hatésok. A
PACAP stimuldlja a neuritok kindvését, sejtkultirékban gatolja az apoptozist, védi a neuronokat a
kilénbbz6 neurotoxikus anyagok ellen, tovabba endogén protektiv faktorként bizonyos neurondlis
sérlilésekben fejt ki véds hatast.

Il. CELKITUZESEK
A fenti irodalmi héttér aapjan munkam soran a kdvetkezé célokat tiiztem ki:

1. A pdcikédk kdlcium-dramaira jellemz6 kalcium-fliggé inaktivacio fiziologiai korilmények
kozotti mértékének meghatérozasa.

2. Annak igazolésa, hogy a szinaptikus rés deplécidja szintén kodzremikodik a palcikék
kalcium-aramainak fenntartott aktivacio alatti csokkentésében.

3. A glutamé& transzporter-asszocidt klorid-konduktancia aktivacidjanak a palcikék kacium-
aramaira gyakorolt hatasanak vizsgéata.

4. A PACAP neuroprotektiv hatasdnak igazolésa a retindis neurotranszmisszio anoxia
induk&lt kérosodéasaban.
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1. MODSZEREK
Kisérleti allatok

A fotoreceptorokon végzett kisérleteinkhez larvélis stéadiumban 1évé foltos szalamandrakat
(Ambystoma tigrinum) hasznéltunk.

A horizontdlis sejteken folytatott vizsgalatainkat teknds (Pseudemys scripta elegans) him-
és ndivaru felnott egyedeinek felhaszndésaval végeztik.

Az dlatokat 12/12 Oras fény/sotét cikluson tartottuk.

A Ca®*-fliggd inaktivacié és a szinaptikus rés depl éci6janak tanulmanyozasa

Perfordlt-patch whole-cell elvezetéseket végeztink szalamandra intakt termindlissal rendelkezo
izoldlt palcikaibdl, valamint retindlis szeletben [évé pacikdkbdl. Az elvezetésekhez porusformad
antibiotikumként gramicidint hasznaltunk, az endogén Ca®*-pufferel és és extruziés mechanizmusok
fenntartasa céljébdl. Toltéshordozoként 1,8 mM Ca*-t vagy Ba*'-t alkalmaztunk. A pécikékat
Axopatch 200B patch-clamp erésitével —70 mV feszlltségértéken tartottuk. ,Ramp”
feszliltségvatozast (300 ms; —90-t6l +60mV-ig) haszndltunk az |c, amplitudojanak mérésére. A
kontroll ramp-t 5 s idétartaml depolarizalé 1épés kovette (test-step), —70 mV-rél 40, —30, —20,
vagy —10 mV-ra. A depolarizalé 1épés utan 5 ss-mal egy Ujabb feszliltség-ramp kovetkezett, ezdlta
mértik az lc, amplituddjdban bekdvetkezé valtozésokat. Az elvezetett aramokat pClamp 8.1
szoftvert haszndlva gyiijtottik és analizaltuk.

A glutamét transzporterek aktivaci 6janak hatasa a preszinaptikus Ca* -aramokra

Perfordlt-patch whole-cell elvezetéseket végeztink szalamandra intakt termindlissal rendelkezo
izoldlt palcikaibdl, valamint retindlis szeletben [évé pacikdkbdl. Az elvezetésekhez pérusforma o
antibiotikumként gramicidint vagy nystatint haszndtunk. A sejteket 1,8 — 2 mM Ca’'-t tartalmazo
oldattal szuperfuzdltuk. A pélcikakat —70 mV feszilltségértéken tartottuk. A Ca’*-a&ramokat “ramp”
feszliltségvatozasok (300 ms; —90-t6l +60mV-ig) akamazésaval 30 mésodpercenként mértik.

Izoldlt palcikak intracellularis Cl-koncentraciéjat mértik, MEQ festék (6-methoxy-N-ethyl-
quinolinium iodide) akamazésaval. A digitdlis fluoreszcens képeket hitott CCD kamera
segitségével vettik fel. Az adatgyiijtés 5 vagy 10 mésodpercenként az Axon Imaging Workbench
(AIW 2.2) program hasznélatéval tortént.

A PACAP hatasa az anoxia-indukalt valtozasokra horizontalis sejteken

Teknésbol nyert izoldt eyecup szeletek felét nem-oxigenizalt Ringer-oldatba, a masik felét
ugyanezen Osszetételli, nem-oxigenizalt, de 0,165 uM PACAP-ot tartalmazd Ringer-oldatba
helyeztik. Felhasznalasig a szeleteket hiitében, 4-6 °C-on téroltuk. Az intracellul&ris elvezetéseket
az izoldt eyecup szeletek horizontdlis sejtjeibél a szem eltavolitédsa utén 18, 22, 42 és 46 orava
végeztik. Az 500 ms id6tartamu fehér fényi stimulus 5500 ms intervallumon bel Ul kétszer vetllt a
retinaszeletre. A fény-kivatott valaszokat Axoclamp-2B erdsitével amplifikdltuk, az adatgyiijtés az
Axoscope 8.0 programmal tortént.

A horizontdlis sejteket a fénystimulusra adott hiperpolarizald véaszaik aapjan
azonositottuk, majd 20 nm-s |épesekben 360-700 nm kozott teszteltik a spektralis szenzitivitast.
Kiz&rolag az L-tipusu horizontdlis sejteket — melyek minden hullamhosszra hiperpolarizéciéval
véaszoltak — tanulmanyoztuk a tovébbiakban.
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Satisztikai modszerek

Adatainkat pératlan t-teszt és egyutas ANOV A statisztikai probak segitségével analizaltuk.

V. EREDMENYEK

A Ca®*-fliggd inaktivacid és a szinaptikus rés depl éci6janak szerepe a Ca®*-aram szabélyozasaban

A Ca’*-fiiggd inaktivécio mértékének megdllapitasara (a szinaptikus rés Ca’*-ionjai deplécidjanak
hianyaban) izoldt palcikékbdl végeztiink elvezetéseket, mely pécikak rendelkeztek szinaptikus
termindlissal, azonban posztszinaptikus kontaktust nem alkottak. Az extracelluldris Ca?* fizioldgias
koncentrécidja (1,8 mM) mellett a Ca®*-aramot (Ica) szinte teljesen gétolta az 5 s ideig tarté —10
mV-ra tortén6 fesziltséglépés (“test-step”). Ugyanezen protokoll a fesziltséglépés kihagyasaval
(ezdlta a holding potencid a két ramp kozott —70 mV maradt) az Ics-ban csupan minimdlis
véltozdsokat produkd. A —20, —30, —40 mV-ra torténs fesziltséglépések fokozatosan kisebb
mértékben gétoljak a Cat*-&ramot mint azt a —10 mV-ra tett |épéseket kdvetden tapasztaltuk.
Kulénosen nagy fizioldgiai jelent6séggel bir a—40 mV-ndl val 6 test-step — a pacikak sotétben mért
nyugami potencidjéhoz kozeli értéken —, ami a Cat*-aram amplituddjanak szignifikans 15%-0s
csokkenését okozta.

A kovetkezkben az 5 s idétartamii depolarizdd 1épés Ca*-dramra gyakorolt hatésat
vizsgéltuk az izoldlt palcikakndl intaktabb retindlis szeletprepardtumban; 1,8 mM Ca’*-t tartalmaz6
oldatot szuperfuzatattunk. Az izoldt pélcikékhoz hasonldan az 5 s-os feszlltséglépés —10 mV-on a
Ca’*-&ram szinte teljes gétlasat okozta A —20, —30, —40 mV-ra torténé |épések a I, fokozatosan
kisebb mértékii depolarizaciojat produkéaltdk. A retindlis szeletekben a Ca**-&ram csdkkenése
szignifikénsan nagyobb volt a—30 mV-ra és—40 mV-ravalo lépéseknél mint az izoldlt sejtekben. A
szeletekben a test-step —40 mV-on &lagosan 47%-kal gétolta a Ca’*-dramot. Tehé a retindlis
szeletek pécikéinak Ca’*-dramait a sotétben mérheté nyugalmi potencidl koriili értéken fenntartott
depolarizacio jelentésen csokkenti.

A szeletprepardtumban a pécikdkat extracellularis tér veszi  kordl, vaamint
posztszinaptikus elemikkel kontaktust |étesitenek, mig az izoldlt palcikék a fenti tulajdonséagokkal
nem rendelkeznek. A depolarizal6 |épések a Ca’*-aramok jelentésen nagyobb mértékii gétlasat
produkdtak a szeletekben, mint az izoldlt sejtekben. Mindez arra a lehetéségre enged kdvetkeztetni,
hogy a szeletekben a szinaptikus deplécié is hozzgjarulhat a Ca?*-aramok gétlaséhoz. E lehetéség
igazol4séra a tovébbiakban — a Ca?*-t Ba?*-mal helyettesitve - megkiséreltik minimalizani a lca
inaktivéciojét.

Az ionfliggd gétlas a Ba®* jelenlétében is fennmaradt a —40, —30, —20 és —10 mV-ra valé
feszilltséglépést kovetéen. A —10 mV-ra torténs lépés a Ba’*-&ram szignifikdnsan kisebb
inhibiciéja produkéta mint a Ca* esetében megfigyelt inhibici6. Ba™ toltéshordozd esetén, a
Ca’*-hoz hasonl6an, a depolarizald 1épést kovets gétlas a szeletben 1évé pélcikék esetében nagyobb
volt, mint az izoldt sejtekben. Ez a kilénbség szignifikédns a -40 mV-ra és a —10 mV-ra vao
|épéseknél.

Osszehasonlitva a kilénbozé sejtek &ramait; az &ramok amplituddja nem korreldlt
szignifikansan a —40, -30, —20 vagy —10 mV-ra vaé |épések kovetkeztében |étrejovo gatlés
meértékével, a négyfée kondicié egyikében sem.

Az lca és az lg, csbkkenésének idobeli lefolydsa egyszeres exponencidlissal irhat6 le. A
Ca’*-&ram csbkkenésének idékonstansa nem killénbézik szignifikansan a négy eltéré kondicidban,
alagal,7+0,1s.

Az aram visszadllasa az eredeti értékre - a —10 mV-ra valo depolarizald 1épés utan -
viszonylag lassu volt, az atlagolt idokonstansok: 4,4 s (Igsra, izoldt sejtekben); 11,1 s (Igara,
szeletben); 12,5 s (Ica-ra, izoldlt palcikakban); 73,5 s (Ica-ra, szeletbeng. A regenerd 0dés sebessége
a négyféle kondicidban szignifikénsan kilonbozott. A Ba -aram  inaktivécio  uténi
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regenerdddasénak idsébeli lefolyasa jelentésen gyorsabb mint a Ca*-&ram helyredlldsa. A
regenerécié iddkonstansait az inhibicié mértékével dsszehasonlitva kitiinik, hogy a Ba?*-éram
gyorsabb helyredl|asa 6sszefliggésben van azzal a ténnyel, hogy Ba®* toltéshordozd esetén a —10
mV-ra torténé |épés dltal produkalt inaktivécio kisebb, mint Ca™ alkalmazasakor. A szeletben 1évé
sejtek aramainak regenerdodasa jéval lassabb volt, mint az izoldlt sejteké. Kevés kivétellel a
szeletek palcikdinak lassabb helyredllésa fluggetlennek bizonyult az &ram gétlasanak mértékétol
vagy ahaszndlt toltéshordozotdl.

A glutamét transzporterek aktivaci 6janak hatasa a preszinaptikus Ca* -aramokra

Atlagosan, a0.1 mM glutamét 21,5 % -ban gétolta a Ca?*-aramot, az 1 mM glutamét adéasa pedig
341 -ban. A kéféle koncentrécié kozott a Ca’*-&ram gétlaséban szignifikéns kiilonbség
mutatkozott. A glutamé-kivatott gétlas reverzibilis, a mosast kdvetéen az lc, helyredlt. A
glutamat novelte a membran-konduktancid és bemené &ramot produkdlt, melynek forduléasi
potencidja—29 mV. Ez nem kllonbdzik szignifikansan aklorid ekvilibrium potencidjétol (Eq).

A kulonbdzé mGIuR agonisték: t-ADA (Group | agonista) DCG-IV (Group I1), L-AP4
(Group 111) egyike sem fejtett ki szignifikéns hatést az Ica —ra. A glutamét transzporter inhibitor
TBOA jelenlétében a glutaméat nem gétolta a Ca’*-aramot. Tovabba, ha a TBOA-t 6nmagéban,
glutamét nékiil alkalmaztuk, az Ic, vétozatlan maradt. Atlagosan, 0,1 mM D-aszpartét (glutamét
transzporter szubsztrat) a Ca?*-aramot 16,0 %-kal gétolta, 1 mM D-aszpartét az lc, szignifikansan
nagyobb inhibicioja produkata (35,1 %). 1zoldlt pa cikék termindlisaibol torténo elvezetéskor a 0,1
mM glutamét szintén gétolta a Ca’*-aramot, jelezve, hogy az Ic, inhibiciéja nem tulajdonithaté
(space-clamp) artefaktumnak.

Az imaging kisérletek eredményei az MEQ fluoreszcencia glutamét-kivaltott ndvekedését
mutatjdk, mely az intracelluléaris Cl™-koncentrécio csokkenésére utal. 0,1 mM glutamét étlagosan
4,32 % relativ MEQ-fluoreszcencia-ndvekedést produkalt a szingptikus termindlisban. Nagyobb
koncentrécio, 1 mM glutamat adésa szignifikansan nagyobb, 102,7 % relativ M EQ-fluoreszcencia-
novekedést okozott. A D-aszpartat szintén az intracelluléris Cl™-koncentrécio cstkkenését vatotta
ki. Glutamét aplikécioja TBOA vagy DHKA (glutamét transzporter inhibitorok) jelenlétében nem
okozott szignifikans valtozasokat a pé cikatermindisok Cl™-koncentréciojdban. TBOA vagy DHKA
alkalmazésa, glutamat hianyéban, valtozatlanul hagyta a termindlis Cl-koncentréacidjat. A glutamat
agonista NMDA, AMPA, kainat és 1S,3R-ACPD nem produkalt Cl-effluxot az izoldt palcikék
terminaisabdl. A nystatinnal és alacsony Cl™-szinttel végzett termindlis elvezetéseknél a glutamét
nem gétolta a Ca’*-aramot, tehét a Cl-efflux alapvetd fontossagu a Ca*-aram glutamét-kivaltott
gatlésahoz.

A PACAP hatasa az anoxia-indukalt valtozasokra horizontalis sejteken

Fényadaptélt kontroll és fényadaptalt PACAP38-kezelt eyecup prepardum horizontdlis
sejtjeibél intracelluléris elvezetéseket végeztiink négy kilonbozé idépontban (18, 22, 42 és 46
Oraval a szem eltavolitasa utan). A membranpotencid hasonl6 értékeket mutatott a kontroll és a
PACAP-kezelt sejtekben, valamint idében nem vatozott. A PACAP nem gyakorolt akut hatést a
horizontdlis sejtek valaszaira. Mind a kontroll, mind a PACAP-inkubalt retindlis szeletek sejtjeinek
fényvdlasza egy jellegzetes csiicsamplitudéval rendelkezé gyors kezdeti tranziens komponensbdl,
tovabbéa az un. rollback fézisbdl alt, amit a repolarizacios fazis kdvetett. Késsbbi idépontokban (42
€s 46 6ra utén) a kontroll sejtek kezdeti tranziense csokkent, a csticsamplitud6 szintén csokkent,
majd a 46. orara eltint. Ezzel ellentétben a PACAP-kezelt sejtek eredeti cslicsvaaszai
megmaradtak. A kontroll sejtekben a fény-kivaltott vlaszok rollback és repolarizécids fézisa
lelassult, mig a PACAP-kezelt retindban ugyenezen folyamatok sokkal kisebb mértékben
jelentkeztek.
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A fényvaaszok amplituddi — a 0. 6ra kivételével — minden idépontban nagyobbak voltak a
PACAP-indukalt szeletekben, mint a kontroll retinaszeletekben. 18 és 22 6ra utén a PACAP-kezelt
sejtek vaaszamplituddi kb. 1,2-szeresen felllmulték a kontroll horizontdlis sejtekét. A késébbi
idépontokban (42 és 46 6ra utan) ez a kilonbség tobb mint 2-szeresére novekedett. A PACAP-
inkubdlt sejtek fényvélaszainak amplitudoi 46 orén & kozel vatozatlanok maradtak, mig a kontroll
sejtek vaaszamplituddi jelentésen csokkentek. Ez utbbi értékek szignifikdns mértékben a 22. és
42. 6rakozott vatoztak.

V.EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA, KOVETKEZTETESEK

1-2. Kisérleteink sorén kimutattuk, hogy a Ca?*-fliggé inaktivacié és a szinaptikus rés Ca’'-
ionjainak deplécidja egyiitt szabélyozza a palcikék Ca’*-aramait fiziologiai korilmények kozott. A
sitétben mérhetd nyugalmi membranpotencidlra (-40 mV) torténé hosszd depolarizalé |épés a Ca?*-
&ram szignifikans (~ 15%-0s) inaktivaciojé produkdlta izoldt pacikékban. A szeletekben 1évo,
szinaptikus kontaktussal rendelkezé pélcikékban a—40 mV-ra valé depolarizdl6 1épés a Ca’*-aram
még jelentdsebb (~ 47%-0s) csokkenését okozta. Ezen erdteljesebb inhibicié — az inaktivacio
mellett — a szinaptikus rés Ca’*-ionjainak a fenntartott Ca’*-influx kovetkeztében felléps
deplécidjat tikrozi.

3. Vizsgdatainkkal igazoltuk, hogy a pacika-termindlisok glutamat transzportereinek aktivacioja
gétolja a preszinaptikus Ca’*-aramokat. Elektrofiziologiai eredményeink szerint a gl utamé nem a
receptorain, hanem a glutamét transzportereken keresztil gétolja a pélcikék Ca’-aramait. Cl*-
imaging technikaval kimutattuk, hogy a glutamat transzporterek aktivacioja Cl-effluxot generdl.
Ismert, hogy a Cl-efflux gétolja a pélcikék termindisainak Ca’*-csatorna aktivitésit. Tehdt a
glutamét transzporterek aktivécioja Cl-effluxot produka, amely gétolja a pécikék Ca*-aramait. A
pacikak termindisaibdl felszabadulé glutamat neurotranszmitter e mechanizmus éatal, negativ
visszacsatoléssal gétoljaatovabbi glutamat-fel szabadul ast.

4. Igazoltuk, hogy a PACAP neuroprotektiv hatést fejt ki a retindis sejtek anoxiaindukalt
karosodasdban. Teknés PACAP-kezelt eyecup szeleteiben a horizontdlis sejtek fényvdlaszai 42 6ra
oxigéndeprivacio utan is stabilak maradtak és a kontroll sejtekbdl elvezetett vaaszoknd
szignifikansan nagyobbnak mutatkoztak.

A kilso retindban lezgjlé transzmisszios folyamatokat a fotoreceptorokbdl felszabaduld
glutama mésodlagos neuronokon elhelyezked6 receptoraihoz torténé kotédesen kivil szamos
neurotranszmitter (pl.: dopamin, somatostatin, adenozin) és ion (pl.. CI, Ca, zZn*)
befolyasolhatjia mind preszinaptikusan: a transzmitter-kibocsatas regulécidja dtal; mind
posztszinaptikusan: a masodrendii neuronok szenzitivitasanak szabalyozéséval.

A Ca**-fiiggs inaktivéacié és a szinaptikus rés deplécidja a Cat*-&ram amplituddjanak
regulacidjaval, és ezdlta a pdcika szingptikus kimenetének kontrolljaval @) hatat szab a
depolarizalt &lapot alatti, sejtkérosodast okozd tllzott Ca’*-bedramlasnak, vaamint b)
kozremiikodik a mésodrendii sejtek fényadaptéciojdban Ggy, hogy a pécikdk fény-kivaltott
hiperpolarizécidja aatt bekovetkezd Cal*-dram csokkenést mérsékeli, ezéltal eldsegiti a Cat*-aram
regeneréaciojat.

A sotétben a pacikakbdl folyamatosan felszabaduld glutamét a bipoléris sejteken 1évé
receptoraihoz  kétédve az ON-bipolédris sejteket hiperpolarizdt é&lapotban tartja, az OFF-
bipolérisokat depolarizdlja (kétéltiiekben a palcikék mind az ON-, mind az OFF-bipoléris sejtekhez
kapcsolédnak). Tehét a palcikak fesziiltségfiiggs Cal*-dramainak gétlasa kovetkeztében csbkkend
transzmitter-fel szabadul &s csokkentheti a bipoléris sejtek fényérzékenységét.

Hasonl6an, a sotétben a fotoreceptorok &tal kibocsatott glutamé — a bipolaris sejtek
kdzpont-kornyék organizéciojanak |étrehozaséért felelés — horizontdlis sejteket depolarizéja
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Azonban, ha a glutamét-fel szabadul és a Ca?*-aramok gétl4sa miatt csdkken, a kontrasztérzékelés is
mérsekl 6dhet.

A szinaptikus mitkodés fenntartasanak alapvetd feltétele, hogy a mésodlagos messenger
rendszerek intakt allgpotban fennmaradjanak, ezt biztositjdk az endogén neuroprotektiv faktorok
(PACAP, VIP, BDNF), melyek a retinat ért neurodegenerativ hatdsok kivédéseében jétszanak
jelent6s szerepet. A PACAP-pal folytatott kisérleteink eredményei mutatjak, hogy e neuroprotektiv
anyag alkalmazésaval, 48 6ra anoxias alapotot kovetéen a sejtekben nem torténnek strukturalis
valtozasok, sbt, a neurotranszmisszi6 épségének kovetkeztében a sgjtvalaszok is fennmaradnak.

A fentiekbdl kittinik, hogy a fotoreceptorok mikrokdrnyezetének modul&cidja , valamint a
retina tavolabbi (parakrin médon hat6) faktorainak hatésai egyarant fontos szerepet toltenek be a
neurotranszmisszio szabdlyozésaban, ill. anormdlis szinten tartasaban.
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