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1. Bevezetés

A kétéltliek osztalyanak harom rendjébe (farkos-, farkatlan- és labatlan
kétéltliek) vilagszerte tobb, mint 6700 faj tartozik (Frost 2011). Az IUCN (International
Union for Conservation of Nature and Natural Resources) legutobbi felmérése szerint
ezen fajoknak koriilbeliil 30%-a veszélyeztetett (IUCN 2011). Ezt erdsitik meg az
elmult évtizedek populaciddinamikai és faunisztikai vizsgalatai is, melyek egyértelmiivé
tettek, hogy a kétéltiiek egyed- és fajszama vildgviszonylatban visszaszoruloban van, a
kétéltliek szama a természetes €lohelyeken egyre kisebb (Wake 1991; Collins €s Storfer
2003; Stuart és mtsai., 2004; Hayes és mtsai., 2010). Hazankban ¢ sajnalatos tényt
kevés kozlemény rogziti (Puky 2000; Puky és mtsai., 2005), noha a kétéltiiek és hiillok
vonatkozédsadban kozfigyelmet kivaltd természetvédelmi erdfeszitések torténnek (pl.
békamentd akciok). Magyarorszagon a farkos kétéltliek rendjét 6, mig a farkatlan
kétéltliek (békak) rendjét 8 faj képviseli, melyek mindegyike védelem alatt all. A
vizsgalataink alanyaul valasztott barna asobéka (1. abra) rokonsagi viszonyait a
dolgozatban megemlitésre keriild tobbi békafajhoz képest a kovetkezd oldalon 1évd

kladogramon mutatjuk be. A kladogramot Cannatella (2008) munkaja alapjan

készitettiik.
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1. 4bra. A barna 4sébéka (him példany).



Rend Rend alatti renszertani kategoriak Csalad Faj
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Jelenlegi tudasunk szerint a dolgozatban
emlitésre keriild fajokat magukba foglalo
csaladok koziil a Pipidae csalad torzsfej-
16dése valt el legkorabban a tobbitdl.

~.

Pipimorpha | | Pipidae  |—— Xenopus laevis |

Bombinanura

— Pelobatoidea —

} Pelobatidae |—|Pe10batesﬁlscus|

A békak (Anura) rendje egy mono-

filetikus csoport, minden tagja egy

ko6zos rendszertani 6stdl szarmazk .

— Neobatrachia |— — Hyloidea ——| Bufonidae |—— Bufo marinus

Bufo bufo

A Neobatrachia taxonba tartozd Bufonidae és

- - Rana aesculenta
Ranidae csalid tagjai llnak legk6zelebbi rokon- Ranoidea Ranidac Rana pipiens

sagban a barna dsobékaval a vizsgalt fajok ko-
ziil, ugyanakkor latszik, hogy torzsfejlédésik ko-
ran szétvalt egymastol.



1.1 A barna asobéka (Pelobates fuscus) magyarorszagi elterjedése

A kisméretli, elegans mintazati, a természetben is csak ritkan megfigyelhetd
barna asobéka biologigjarol keveset tudunk. Foldrajzi elterjedése Kozép-, Kelet- és
Délkelet-Europara terjed ki (Gasc és mtsai., 1997). Magyarorszagon féleg sik vidéken
¢l, de néhany hegy- és dombvidéki lel6helye is ismeretes (Korsos 1997). A Dél-
Dunantulon altalanosan elterjedt, a Barcsi-borokas homokos teriiletein nagy
egyedszamban fordul eld. Rejt6zkodod, éjszakai életmddja miatt azonban a pontos hazai
elterjedési mintazatar6l keveset tudunk. Az elterjedési adatok pontos dokumentacidja
azonban elengedhetetlen feltétele, hogy egy adott foldrajzi egységben egy allatfaj
helyzetét értékelni tudjuk (Gasc és mtsai.,, 1997). A kétéltiiek napjainkban torténd
rohamos visszaszorulasa pedig tovabb erdsiti azt az igényt, hogy a fajok elterjedésérdl
hiteles képet alkossunk (Blaustein és Wake 1990). Fentiek miatt szakirodalombol,
kozgyljteményekbdl és kutatoktol szarmazo adatok alapjan elkészitettik a barna
asobéka magyarorszagi elterjedésének térképét (2. abra). A térkép megrajzolasahoz
felhasznalt irodalmi adatok folyoiratokbol, Osszefoglaldé munkakbodl, konyvekbdl és
egyeb kiadvanyokbol szarmaznak. Irodalmi adatnak tekintettilk a Kornyezetvédelmi és
Viziigyi Minisztérium Természetvédelmi Hivatala (KvVM) konyvtardban fellelhetd
kutatasi jelentésekbdl szarmazé informaciokat is. Az adatokat Microsoft Acces (2002)
adatbazisba rendeztiik, és 10x10-es UTM négyzetek szerint rendszereztiik. A lelhely
adatok nevezéktana és UTM rendszerli kodolasa kozben felmeriild kérdéses eseteknél
Dévai és mtsai. (1997) munkajat tekintettiik iranyadonak. A rendelkezésiinkre allo
adatokbol az ArcView 8.1 program segitségével megszerkesztettiik a barna asobéka
magyarorszagi elterjedését abrazoldo 10x10 kilométeres UTM (Universal Transverse
Mercator) térképet (2. abra). A térképen Gasc és mtsai. (1997) munkajahoz hasonloan
kiilonb6z6 modon jeldltik az 1900 el6tti, 1900-1969 kozotti és 1970 utani adatokat. A
800 leldhely adat 312 UTM négyzet teriiletére esett, ami 29,6%-os lefedettséget jelent.
A barna asébéka elterjedésére vonatkoz6 adatok tobbsége (~80%) az 1970 utan végzett
kutatasok eredménye, ezért az elkésziilt térkép aktudlisnak mondhatd. A leldhelyek
eloszlasa a lefedett teriilet nagysagatol fiiggetleniil arra utal, hogy a faj egyedei
Magyarorszag egész teriiletén eléfordulnak. A kapott elterjedési mintazat alapjan az
eléfordulasi adatokat nehéz egyes régiokhoz, foldrajzi egységekhez vagy
talajtipusokhoz kotni. A térkép fehér foltjai a legtobb esetben nem a faj, sokkal inkabb a
kutatottsag hianyat jelzik.



+ B
i & '\
[ b LA BAR [ ] L]
Plelel - .
@’jj" D Izjo ol |
= 5 S EGRRED al
I .. :
. Py s o /]
JB = |
. - = ale F T
] A

2. abra. A barna 4sdbéka elterjedése Magyarorszag 10x10 km-es UTM-rendszerti halotérképén.
(A szimbdlumok a kiilonboz6 idészakokbol szarmazo adatokra utalnak:
O: 1900 elétt, ®: 1900-1970 kozott, M: 1970 utan).

Rokonsagi viszonyai szerint az asobékak csaladjanak (Pelobatidae) még két
fajat kell kiemelniink Europaban. A Balkan-félszigeten honos sziriai asobékat

(Pelobates syriacus) valamint az Ibériai-félszigeten honos zdld asobékat (Pelobates
cultripes).

1.2 A Pelobates fuscus életmédja

A kifejlett barna asobéka testhossza 6-8 cm. Bore sima. Az allat hatoldala
olajzold, vilagosbarna vagy sziirkés arnyalatu, hosszanti foltokkal. A végtagok rovidek,
a hatso labakon 4s6 alakt metatarzalis tuberkulum talalhato, melyet az allat az asashoz
hasznal. A himek mells6 végtagjainak felsd részén jol lathaté ovalis mirigy figyelhetd
meg. A szemek nagyméretiiek, a pupillak fiiggbleges allastiak. Eddigi ismereteink
alapjan a P. fuscus aktivitasa a naplementét kovetd orakban kezdddik, és koriilbeliil az
¢jfélt kovetd néhany oraig tart, igy az allat a nap nagy részét a talajba asva tolti el,
¢éjszaka aktiv (Meissner 1983). Mivel altalaban a kétéltliek, és ezen beliil a barna
asobéka, napi aktivitdsadt nagyban befolyasolja taplaléksziikségletiik, szaporodasuk, a
buvohelyek keresése, a predatorok elkeriilése, megfeleld fiziologiai allapotuk
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fenntartasa valamint az id6jaras is (Nollert 1990), ezért a cirkadian aktivitast kisérleti
koriilmények kozott is igazoltuk. Ezt legegyszeriibben a mozgasi, ezen belill is a
taplalkozasi aktivitdssal mérhetjiikk le a rejtézkodd életmodot folytatd allatoknal.
Kisérleteink arra iranyultak, hogy az altaldnos aktivitasi mintdzaton tilmenden a
taplalkozas egyes mozgasi fazisait is azonositsuk. Ehhez egy 60x40 cm-es terrariumba
helyeztiik az allatokat, melyet t6zeg és homokos talaj 1:2 aranyt keverékével toltottiink
meg 20 cm vastagon. A terrariumot természetes fényviszonyok kozott,
szobahOmérsékleten helyeztiik el. A terrarium kozepére tettiink egy etetdt, amelyben
mindig volt ¢élé eleség. Erre a célra csontkukacot hasznaltunk. Az allatok mozgasat
infrakameraval figyeltiik meg, és videomagnora rogzitettik. A felvételeken jol
megfigyelhetd volt, hogy a barna asébéka nem rendelkezik eldl rogzitett, kicsaphato
nyelvvel, mint a szarazfoldi életmodot é16 békak nagy tobbsége, ezért taplalkozasi
magatartdsa nagyban eltér a tobbi hazai békafajétol. A préda megszerzéséhez eldszor
kozelebb kell kertilnie hozza, majd a teljes testét koordinalva raveti magat a taplalékra.
A csontkukac szajliregbe juttatdsaban sok esetben a mellsé végtagok is segitenek (Id.
videomelléklet). Ezzel ellentétben a Bufo fajok taplalkozasuk soran teljes sotétségben is

nyelviiket hasznaljak a préda elejtésére (Aho és mtsai., 1993).

A vizsgalati idészakban a naplemente iddpontja 192 és 19% kozé esett,

mikozben a kisérleti allatoknal az elsé aktivitasokat 203 és 214

kozott, mig az utolsod
aktivitasokat 13° és 249 kozott regisztraltuk. Ezen megfigyelések alapjan elmondhato,
hogy a cirkadian aktivitds kisérleti koriilmények kozott is hasonldéan alakult a
természetben korabban megfigyeltekhez képést. Ellentmondéasos azonban, hogy a
nappali ragadozo kék vércse (Falco vespertinus) gerinces taplalékanak mintegy 98 %-a
barna asobéka, az egy-két hetes, pelyhes fiokak egyik legfontosabb taplaléka pedig

megismerése alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a barna dsobékanak, legaldbbis az év

egyes szakaszaiban, nappal is lehet aktiv id6szaka.

Ciklikus fény/sotét periddusokat atéld allatok esetében a cirkadian Orami
legfontosabb bemenete a retinabol érkezik. Emlésokben a retinohypothalamikus
palyabol az axonok a nucleus suprachiasmaticusba jutnak. A kétéltiiekben a latasi
informacio feldolgozasa a tectum opticumban torténik, és direkt retino-hypothalamikus
palyarol nem tudunk. Valdsziniisithetd, hogy a kétéltliek cirkadian ritmusanak
kialakitasaban a tobozmirigy €s az altala termelt melatonin jelentOs szerepet jatszik. A

barna asobékdk migracios aktivitdsara a csapadék mennyisége ¢és a hdomérséklet
7



emelkedése hat serkentdleg a szaporodasi idoszakban. Ekkor a békak a vizben nappal és
¢jszaka is hallatjdk parzasi hangjukat (Van Gelder ¢és Hoedemaekers 1971).
Gyomortartalom-vizsgalatokbol szarmazo adatok alapjan arra kovetkeztettek, hogy a
barna asobéka aktivan keresi taplalékat, mégsincs kozvetlen bizonyiték arra, hogy e faj
egyedei a szarazfoldon is aktivak lennének a nappali 6rakban. Mindezen viselkedési
tulajdonsdgok neurobioldgiai hatterérél semmit sem tudunk, tehat ezen, természetes
kornyezetiink szempontjabol értékes faj védelmében sem tudunk érdemben tenni.

Indokolt tehat e faj alaposabb kisérletes neurobioldgiai vizsgalata.

Ismert adat, hogy a Rana pipiens fizioldgiai latasélessége egyenes aranyban né a
fényesség mértékével (-3 log cd/m? és +3 log cd/m? kozott; 2,5 log cd/m?-nél talalhato a
maximum felbontoképesség, Aho 1997). Hasonl6 adat nincs a barna asobékarol, mégis
a rejtézkodod, éjszakai életmod miatt feltételezhetd, hogy hamarabb eléri fiziologiai

latasélessége maximumat.

1.3 A szarazfoldi békak latorendszerének szerkezete

A fenti leiras alapjan arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a P. fuscus
viselkedésmintazata megfejtésének egyik kulcsa a latorendszer — és ezen beliil is a
retina- szervezédésében keresendé. Mivel e faj tekintetében korabbi id6kbol egyetlen
adat sem lelhetd fel a szakirodalomban, ugy véljik, hogy a szarazfoldi bekak
latorendszerének és ezen beliill a retina altalanos szerkezetének ismertetése alapul

szolgalhat az 6sszehasonlito kutatasok eredményeinek ismertetéséhez.

1.3.1 A retina szovettana, sejttipusai és a retindlis idegsejtek miikodési

sajdatossdagai

A béka retina felépitése jellegzetesen kdveti a valamennyi négylabu gerinces
csoportra jellemzO sémat. A retina a szemgolyd hats6 faldhoz beliilrél hozzatapadt
idegszovetbdl allo struktara, ami a fényfelfogas és a fényfeldolgozéas elsé elemi
1épéseinek végrehajtasara specializalodott. Sejtjei rétegekbe rendezddnek. Kiviil, a
retina pigment epitéljével szorosan Osszeszovédve taldlhatok a fénytdl elfordult
fotoreceptorsejtek, amelyek sejttestjei alkotjak a kiils6 magvas réteget. A masodlagos
neuronok (a bipolaris és horizontalis sejtek), a harmadlagos neuronok egy része (az

amakrin sejtek), valamint a retina fo gliaclemeinek (Miiller sejtek) sejttestjei hozzak
8



létre a belsd magvas réteget. A legbelsd perikarionokat tartalmazo réteg a dacsejtek
rétege, amelyben ganglionsejtek és un. “displaced” amakrin sejtek talalhatok. A magvas
rétegekben helyet foglald sejttestek nyulvanyokat bocsatanak ki. A fotoreceptorok a
bipolaris és horizontalis sejtek nyilvanyaival szinaptizalnak a kiilsé rostos rétegben. A
belsé rostos rétegben a bipolaris €s az amakrin sejtek a dicsejtek nyalvanyaihoz képest
preszinaptikus helyzetiiek, valamint az el6z6 két sejtféleség mind pre-, mind
posztszinaptikus is lehet egymashoz képest. Ezen kiviil az amakrin sejtek intenziven

szinaptizalhatnak egymassal is (Dowling 1987).

A béka retina legnagyobb szamban el6forduld idegsejtjei a fotoreceptorok. Két
alapvetd fotoreceptor tipus (csap ¢és palcika) lelhetd fel: mindkét tipus sotétben
tonikusan bocsatja ki transzmitterét, a glutamatot. Ugyancsak mindkettd hiperpolarizal
fény hatasara, idészakosan csokkentve ezzel a kibocsatott transzmitter mennyiségét
(Hensley és mtsai., 1993; Thoreson és Witkovsky 1999). A palcikak békakban gyakran
kétfelek (G.n. major és minor palcikdk) melyek szinanyaga legintenzivebben a z6ld,
illetve a piros hullamhossztartomanyban nyeli el a fényt (Witkovsky és mtsai., 1981a).
A csapok minimalisan két tipusa szinte minden eddig részleteiben vizsgalt béka
retinaban fellelhetd, még azokban a fajokban is, ahol a szinlatas szerepe minimalis pl. a
taplalkozasban és a parkeresésben (Rohlich és mtsai., 1989; Wilhelm és Gabriel 1999;
Gabriel és Wilhelm 2001).

.....

mtsai., 1981), és ez a megallapitas a békakra is igaz. (Shkolnik-Yarros és
Podugolnikova 1978). A bipolaris sejteknek funkcionalisan két alapvetd tipusat tudjuk
elkiiloniteni. Az ON bipolaris sejtek depolarizdlodnak ha a receptiv mezejiik kozepét
pontszerli fénnyel megvilagitjuk, mig az OFF bipolaris sejtek ugyan erre a stimulusra
hiperpolarizacioval valaszolnak. (Stone és Schiitte 1991). Ez attol fiigg, hogy mely
glutamat receptort hordozza a sejt a fotoreceptorokkal alkotott szinapszisaban. Ha a
receptor alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionate (AMPA)- vagy kainsav-
érzékeny glutamat receptor, akkor a fotoreceptor jelének polaritdsa konzervalodik, és a
bipolaris sejt hiperpolarizald, kikapcsolasi sejtként (OFF sejt) viselkedik (Brandstatter
és mtsai., 1997). E sejtek axonjai a belsé rostos réteg kiilsé 1/3-aban végzddnek, és az
ott taldlhaté ducsejtek dendritjeivel szinaptizdlnak (Stone és Schiitte 1991). Ha a
bipolaris sejt glutamat receptora az Gin. 2-amino-4-foszfobutirat (APB) receptor -azaz a
metabotrop glutamat receptor 6-os tipusu- akkor a fotoreceptor jelének polaritasa

megfordul, és a bipolaris sejt depolarizald, bekapcsolasi sejtként (ON sejt) viselkedik
9



(Slaughter ¢és Miller 1981). Ez esetben axonja a belsO rostos réteg bels6¢ 2/3-aban
végzddik, és az ott 1évd ducsejtek dendritjeivel szinaptizal (Stone és Schiitte 1991). A
palcikdk ON bipolaris sejtekkel szinaptizalnak, mig a csapok ON és OFF bipolaris

sejtekkel is létesitenek kapcsolatot.

A gerincesek tobbségében - igy a békakban is - a ducsejteket anatomiai
tulajdonsagaik alapjan (dendritfa mérete, orientacidja és elagazasainak szama,
kapcsolatok a bipolaris illetve amakrin sejtekkel) mintegy 10-20 tipusba soroljuk
(Straznicky és Straznicky 1988). A ducsejtek specializalt tipusai kiillonb6zo jellegii
informaciot (szin, kontraszt, orientdcid, mozgas, targyméret) tovabbitanak az agyi
kozpontokba (Maturana és mtsai., 1960; Miller és Dacheux 1976), mozaikjaik altalaban
szabalyosak (T6th és Straznicky 1989), fényre adott valaszuk lehet ON, OFF vagy ON-
OFF, mind tranziens mind tonikus jelleggel (Miller é¢s Dacheux 1976). A retindban a f6
informacio-tovabbité utvonal a fotoreceptor = bipolaris sejt = ducsejt utvonal. E
lancban csaknem valamennyi sejt transzmittere a glutamat (Thoreson és Witkovsky
1999). Egysejt elvezetéses vizsgalatok megmutattak, hogy minden ganglion sejtnek van
térbelileg jOl meghatarozhato receptiv mezeje, integralasi ideje és jellegzetes spektralis
érzékenysége (Dowling 1987). Multielektrodas elvezetéses kisérletek eredményeibdl a
kutatok azonban arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az egymas kozelében
elhelyezkedd ganglion sejtek tlizelési mintdzata szoros Osszefiiggést mutat (Meister és
mtsai., 1995; Warland és mtsai., 1997). Az akcids potencialok eréssége és idObeli
szinkronizacioja arra utal, hogy az egymas kozelében 1év6 ganglion sejtek osztoznak a
fotoreceptoroktol - interneuronok kozbeiktatasaval kémiai szinapszisokon keresztiil -
érkez6 informacidkon, valamint serkentd beidegzést kapnak elektromos szinapszisokon
keresztiil amakrin sejtekt6l és a szomszédos ganglion sejtektdl is (Brivanlou és mtsai.,

1998).

A retinalis informécidfeldolgozas a két szinaptikus rétegben a horizontalis illetve
amakrin sejtek altal generalt jeleket is integralja. E sejtek szintén a fotoreceptor illetve
bipolaris sejtektél kapjak a bemeneteiket, mig kimeneteik vagy visszacsatolnak arra a
sejttipusra, amelytdl a bemenet érkezett, vagy eldrecsatolnak a bipolaris illetve
ganglionsejtek dendritjeire (Dowling 1987). A horizontalis és amakrin sejtek miikodése
hozza létre a kozpont-kornyéki organizacido rendszerét. Nem tudjuk, hogy melyik
sejttipus mivel jarul hozza ezen tulajdonsag kialakitasdhoz, de annyi bizonyos, hogy
els6sorban GABAerg, kisebb mértékben glicinerg szinapszisoknak van ebben szerepiik

(Frumkes és mtsai., 1981).
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A horizontalis sejtek a kiilsd plexiform réteg sikjaban lateralisan létesitenek
Osszekottetést a fotoreceptorokkal kémiai szianpszisokon keresztiil, mig a horizontalis
sejtek egymashoz elektromos szinapszisokon keresztiil kapcsolodnak. A béka retinaban
a horizontalis sejtek 2 morfologiailag ¢és fizioldgiailag -elkiilonithetd csoportba
sorolhatok (Stone és mtsai., 1990). Az egyik horizontalis sejttipus minden esetben
rendelkezik axonnal (Gabriel ¢s Wilhelm 2001), és ez a sejtféleség mindig GABAerg
(Mosinger ¢és mtsai., 1986).

Az amakrin sejteknek mintegy 20 kiilonb6z6 tipusa ismeretes (Vigh és mtsai.,
2000). Ezekek a sejtek a retina jellegzetes axon nélkiili interneuronjai, amelyek
diverzitasa feliilmulja az agykérgi interneuronokét. mtsai.,mtsai.,F6 transzmittereik a y-
amino-vajsav (GABA) (35-60%) és a glicin (25-40%), amelyek mindegyike szamos
sejttipusban eléfordul (Pourcho és Goebel 1985; Mosinger és mtsai., 1986; Yang és
mtsai., 1991). Tobb kisebb, funkcionalisan és/vagy neurokémiailag jol koriilirt
sejtpopulacid is ismeretes. Monoaminokat, acetilkolint, nitrogén-monoxid szintazt és
neuropeptideket tartalmaz az amakrin sejtek néhany szazaléka (max. 10%), de ezek a
transzmitterek/modulatorok altalaban GABA-val egyiitt fordulnak el6 (Vigh és mtsai.,
2000).

A gerincesek legtobbet tanulmanyozott amakrin sejttipusa a sziik dendritmezejii
All-es amakrin sejt, amelyet tobb emlds fajban sikeriilt azonositani. Ez a sejt a palcika
bipolaris sejtekkel és a csap bipolaris sejtekkel szinaptizalva megteremti a kapcsolatot a
palcikakbol és a csapokbol kiinduld neuronalis Gtvonalak kozott. Az All sejtek glicinerg
gatld neuronként viselkednek (Pourcho 1996; Menger és mtsai., 1998). Alacsony
fényviszonyok mellett a palcika bipolarisoktol érkezd glutamat hatasara
depolarizalodnak és glicint szabaditanak fel. Ez az OFF csap bipolarisokon keresztiil
gatolja az OFF ganglion sejteket, mikdozben az AIl sejtek réskapcsolatokon (gap
junction) keresztiil depolarizaljdk az ON csap bipolaris sejteket, €s ezaltal az ON
ganglion sejteket is, valamint az egymassal 1étesitett réskapcsolatokon keresztiil az All
sejtek segitik a jel szétterjedését. Az OFF utvonal gatlasa és az ON utvonal serkentése,
illetve ezek egymassal valo 0sszehangolasa révén az All amakrin sejtek egyedi szerepe
alacsony fényviszonyok kozott mutatkozik meg leginkabb, amikor a palcikaktol érkezd
jelek atviteli sebességét és amplitudojat is megemelik (Nelson 1982). Ezt a sejttipust

kétéltliekben - az eddigi ismereteink szerint - nem sikeriilt igazolni.
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Egy masik specialis amakrin sejttipus a starburst amakrin sejt, amelynek
dendritfaja kozel tokéletes sugaras szimmetriat mutat és acetil-kolin mellett GABA-t is
felszabadit. Ez a sejt kulcsszerepet jatszik a latott kép mozgasi iranyanak
meghatarozasaban azaltal, hogy asszimetrikus GABAerg gatlast fejt ki az iranyszelektiv

ganglion sejteken (Zhou és Lee 2008).

Az amakrin sejtek egy specialis osztalyaként foghatok fel az interplexiform
sejtek. Dendritjeik a belsé rostos rétegben vannak. Ezek fogadjak a szinaptikus
bemeneteket, de emellett maguk is adnak kimend szinapszisokat. Egyetlen axonjuk a
kiils6 rostos réteg iranyaba halad, ahol gazdagon eclagazhat. Transzmitter-tartalmuk
szerint a békakban lehetnek dopamin (Witkovsky és mitsai., 1994), vagy glicin
tartalmiak (Smiley és Basinger 1988) — ez utobbiakban szomatosztatin is

kolokalizalhato. Fiziologiai tulajdonsagaik nagyrészt ismeretlenek.

1.3.2 A béka latorendszerének anatomidja : elsédleges és masodlagos kozpontok

A kétéltieknek nincs agykérge, a legfobb latokozpont a kozépagyi tectum
opticum. A retina a tectum mellett a diencephalon eliils6 harmadéaba 1év6 thalamikus
magvakba (nucleus Bellonci és corpus geniculatum thalamicum), az area pretectalisba

¢s a nucleus basalis opticusba is kiild rostokat (Pollak 1998, 3. &bra).

3. abra: A latopalya részei békaban. 1: nucleus Bellonci, 2: corpus geniculatum laterale, 3: area
pretectalis, 4: tectum opticum, 5: hypothalamus, 6: nucleus basalis opticus.

A latorostok az emlitett strukturdk felszinéhez kozel elhelyezkedd neuropil régioban
végzddnek. Ezeket a neuropil-teriileteket az alattuk csoportosuld sejtek dendritjei

alakitjak ki. A sejtek csak a tectumban helyezkednek el szabalyos rétegekben, a tobbi
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kozpontban szabalytalan alakzatokba rendezddve lathatok. A nucleus Bellonci és a
corpus geniculatum thalamicum kialakitasaban elsOsorban a corpus geniculatum
laterale, a nucleus postero-centralis és az area ventro-lateralis vesz részt. A pretectalis
area neuropiljét a nucleus postero-lateralis és a nucleus magnocellularis pretectalis
neuronjai hozzak 1étre (Lazar és Székely 1969; Lazar 1975; Scalia 1976; Wye-Dvorak
és mtsai., 1992).

A latopalyat a retinalis ganglionsejtek axonjai alkotjak, amelyek a diencephalon
alapjan csaknem teljesen keresztez6dnek (ez a chiasma opticum), és csak ezutan 1épnek
a kozponti idegrendszerbe. A tractus opticusbol a latdideg-keresztezodés kozelében
valik ki a jarulékos latdpalya, a tractus opticus accessorius, amely elhagyva a latoideg-
keresztezddést a hypothalamus dorsalis szegélyén halad hatrafelé és a nucleus basalis
opticusban ér véget. A latopalya keresztezOdés utan a diencephalon lateralis felszinén
fut, elhagyja a thalamus ¢és az area pretectalis teriiletét, majd a tectum ventro-lateralis
szegélyét elolrdl elérve szétteriilve hatra és felfelé halad tovabb (Scalia 1976). A
latopalya kapcsolata valamennyi latokdzponttal bilateralis €s a nucleus opticus basalis
kivételével retinotopikusan rendezett. fgy, bar a thalamikus és pretectalis retinotopikus
organizacid nem olyan finom, mint a retina tectalis leképezddése, minden megnevezett
neuropil teljes retindlis térképet hordoz. Ez azt valdsziniisiti, hogy ezek a régiok
funkcionalisan is kiilonboznek (Lazar 1971; Scalia 1976; Székely és Lazar 1976, 4.

abra).

A retindlis ganglion sejtek axonjainak projekcidjat a latokozpontokba anterograd
vizsgalatokkal végezték. Ezen teriiletekre mindkét szembdl érkeznek optikus rostok,
azonban az ipszilateralis projekciok szama Iényegesen kisebb (kb. 4%) a kontralateralis
retinabdl érkez6knél (Wye-Dvorak és mtsai., 1992). Neurotranszmitter tartalmukat
tekintve ezen rostok nagy tobbsége glutamaterg (Gabriel €és Straznicky 1995), mig 2-
3%-uk GABAerg immunreaktiv ganglion sejtekb6l szarmazik (Gabriel és mtsai., 1992).

A retino-tectalis palya békakban tobb mint 99%-ban keresztezett. Azon
allatokban, ahol a szemek nem a fej két oldalan helyezkednek el, az ipsilateralis vetiilet
kialakulasaval egyiitt megjelenik a binokularis latas (Beazley és mtsai., 1972). Az
ipsilateralis retino-tectalis kapcsolat kialakitasaban a caudalis mesencephalonban 1év6
nucleus isthmi jatszik dontd szerepet. Ez tovabbitja az azonos oldali tectumfélbol
szarmazd vizudlis informéciot az ellenkezd oldali tectumba a postopticus comissuran

keresztiil (Grobstein és mtsai., 1978, 5. abra). A nucleus isthmi kontralateralis
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projekciot add neuronjainak morfoldgidja, szdma, a sejtek szervezddése fajonként
kiilonbozo, ami Osszefiiggésben lehet a vizsgalt fajok eltérd viselkedésével (Toth és

mtsai., 1994).

4. abra: A retina és a latokozpontok kapcsolatai békaban topografikusan rendezettek. CGL:
corpus geniculatum laterale, NB: nucleus Bellonci, PNA: pretectalis neuropil area, D: dorsalis-,

V: ventralis retina quadrans. A Kkicsinyitett képen a vonal a metszés sikjait jeloli (Lazar és
Székely 1969).

Jobb Feliilnézet

Bal
Szemek O s nucleus
isthmi

Tectum
Oldalnézet
Nucleus isthmi A . n.ucleu.s
isthmi
A B

5. abra. A: a nucleus isthmi ¢és a tectum kapcsolatai (Glasser és Ingle 1978; Gruberg és Lettvin
1980; Fisher és Udin 1988). B: a nucleus isthmi anatémiai helyzete (Caine és Gruberg 1985).
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A latérendszer legfontosabb feladatai kozé tartozik a préda felsimerése és elfogasanak
koordinalasa, valamint a predatorok felismerése ¢és a menekiilési folyamatok
inicializalasa. Elsdsorban Rana fajokon végzett vizsgalatok igazoljak, hogy a
nisztagmus vizsgalata segit megérteni a fontos viselkedési mintazatokat. Ezen
modszertan alapjan mi is megkiséreltiink sztereotip viselkedéseket azonositani a barna
asobékanal. A vertikdlis nisztagmus vizsgdlatokat egy 30 cm atmérdji, 4 cm széles
fekete-fehér savozasu forgd dob apparatussal végeztiik, melynek forgéasi sebessége
13°%s, igy egy fehér sav athaladasi ideje 1,2 masodpercnek adoédott. A megfigyelt
sztereotip viselkedési formak tulnyomo tOobbségiikben azonosak a Rana fajoknal
tapasztaltaknal, azonban az asast csak a barna asobéka esetében figyeltiik meg. Tovabbi
kiilonbség még, hogy a fejforgatas és a fordulas sokkal kevésbé kifejezett a barna
asobéka esetében, valamint a nisztagmus létrejotte is hosszabb latenciaid6vel
jelentkezik, mint a Rana fajoknal. Ez is bizonyitja, hogy a latérendszer mukodési

paramétereiben jelentOs eltérések tapasztalhatok.

15



2. Célkitiizések

Hipotézisiink szerint a specidlis ¢€letkoriilmények ¢és a kornyezethez valo
alkalmazkodas tiikrozédnek a Pelobates retina szervezédési és élettani sajatsagaiban,
ezért a tobbi fajétol jelentésen eltérd retinaszerkezet feltarasat vartuk vizsgalatainktol. A
retinavizsgalatok soran két kiemelt sejttipusra, a fotoreceptor sejtekre és a retinan beliili
legdiverzebb sejtféleségre, az amakrin sejtekre fokuszaltunk. Ennek tekintetében

célkitlizéseink a kovetkezOk voltak:

e a barna dsobékara jellemzO neurobiologiai sajatsdgok Osszehasonlitisa a
Iényegesen jobban tanulmanyozott békafajokkal (Bufo, Xenopus és Rana) a

retinaszerkezet és neurokémia tekintetében

crer

e a fotoreceptor sejtek retinan beliilli eloszlasdnak, morfologidjanak és

neurotranszmitter tartalmanak viszgalata

crer

A kérdések megvalaszolasahoz mikroszkopos anatomiai megfigyeléseket és
immunhisztokémiai jeloléseket alkalmaztunk, melyeket rutin elektronmikroszkopos

vizsgalatokkal egészitettiink ki.
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3. Anyag és modszer

3.1 Szovettani vizsgalatok

Vizsgalataink soran mindkét nembdl szarmazd, 12 darab kifejlett asobékat
(Pelobates fuscus) hasznaltunk fel. Az egyedeket 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 haszndltuk fel kisérleteinkben. Uretdn altatds utdn az egyedeket
dekapitaltuk, a szemeket jéghideg foszfat-pufferelt fiziologias sooldatban (PBS, pH 7,4)
gyorsan kiboncoltuk, az tivegtestet és a szemlencsét eltavolitottuk és szemserleg (eye-
cup) preparatumokat készitettink. A GABA kimutatasat célz6 vizsgalatok
némelyikében ezeket 1 mM-os GABA oldatban (béka ringerben oldva), O,/CO,
95%/5%-o0s keverékének folyamatos adagolasa mellett inkubaltuk 30 percig.

3.1.1 Fénymikroszkdpos vizsgdlati modszerek

Az altalanos retinaszerkezet tanulmanyozasahoz a Pelobates retinakbol nappali
fényviszonyok mellett készitett szemserleg preparatumokat 4%-0s pufferelt
paraformaldehid oldatban fixaltuk egy ¢&jszakan keresztiil, 4°C-on. Felszallo
alkoholsorban torténé dehidralas utan a szovetdarabokat Durcupan ACM oldatba
agyaztuk be és egy MT 7000-es tipusti ultramikrotommal 2 pum vastag félvékony
metszeteket készitettiink, melyeket 1%-0s toluidinkék oldattal festettiink meg.

3.1.2 Rutin elektronmikroszkopos vizsgalatok

A szemserlegekbdl kisebb szovetdarabokat vagtunk ki és elektronmikroszkdpos
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 végeztiikk (Molnar és Gabriel 2001).
El6szor 6x10 perc mosas kovetkezett PB-ben, majd utordgzités 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 6ran 4at, ezutdn tiszta gyantdba helyeztilk az anyagokat éjszakara. Friss
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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.

3.1.3 Immunyjeléléses kisérletek

Az eye-cup ¢és teljes retina (wholemount) preparatumokat 4 %-0sS
paraformaldehidben és - csak a GABA immunreaktivitas kimutatdsdhoz hasznalt
preparatumokat - 0,2%-os glutaraldehidben fixaltuk 4 oéran keresztiil 4 °C-on, majd
PBS-ben mostuk. A fixalt preparatumokat 30 %-0S Szachardéz oldatban tartottuk
minimum 4 oraig, majd kriosztattal 14-16 um vastag keresztmetszeteket készitettiink -
20 °C-on. A metszeteket zselatinos targylemezre vittiik fel, amelyeket felhasznalasig -
20 °C-on taroltunk. Ezeket 0,3 %-o0s tritonos PBS-el kezeltiik, majd 30 percig antitest
higitoval (ABS) eléinkubaltuk. Az ABS 0,1 M-os foszfat pufferben feloldott 1%-0s
bovin szérim albumin, 0,1%-0s Triton-X 100 és 1%-0s Na-azid keverékébdl allt,
amelyhez kozvetleniil az elokezelések megkezdése elbtt 3-5% normal kecske szérumot
adtunk. Az immunjeldléses kisérleteket az 1. tablazat szerinti Osszeallitasban végeztikk
el. Szamos specificitdskontrollt is beiktattunk (primer antitestek kihagyasa az
inkubécios sorbdl, a masodlagos antitestek keresztreaktivitdsanak kizardsa, egyes
esetekben el6abszorpcios kisérletek). A primer antitesteket szobahdmérsékleten 15-18
oraig hagytuk a metszeteken, majd a fluoreszcens jeloléshez a primer antitestnek
megfeleld, fluoroforhoz kapcsolt szekunder antitesteket alkalmaztuk kb. 4 o6ran
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 készitettiink, a szemserleg
preparatumok rétegekre valod szétbontasaval. Ezeken az anyagokon GABA, COS-1 és
Neuropeptid Y (NPY) immunjeldléseket hajtottunk végre, az avidin-biotin modszer
alkalmazasaval. Roviden, a primer antitest alkalmazéasa utan a biotinilalt szekunder
antitestet helyeztilk a kisérleti anyagokra (altalaban 1:100 higitasban (Jackson
Immunochemicals), amelyet az Extravidin komplex (Sigma) kovetett, 1:200 higitasban.
Az immunreakciot 0,03% -o0s diaminobenzidin és 0,01%-0s H,O, alkalmazasaval hivtuk

elo.
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1. tablazat: A kisérletekben hasznalt antitestek Osszefoglalasa.
FITC: fluorescein isothiocianat, TRITC: tetramethilrhodamin- isothiocianat, TR: Texas Red

A. Antitestek az altalanos neurokémiai markerek vizsgalatahoz

Eléabszorpcios Kkisérlet

Elsodleges antitestek

Masodlagos antitestek

Neuropeptid Y
MP Biomedicals

NeuropeptideY (nytl),
SIGMA (1:1000)

Szamar anti-nyal FITC

Tirozin-hidroxilaz (TH)

Nem volt (egér), SIGMA, (1:1000) Szamar anti-egér TRITC
Calretinin (nyutl), -
Nem volt Chemicon (1:1000) Kecske anti-nytl FITC
Szerotonin (nytl), SIGMA Lo
Nem volt (1:1000) Kecske anti-nyal FITC
Nem volt Szomatosztatin (nyil), Kecske anti-nyal FITC
Chemicon (1:1000) v
COS-1 (egér, Prof. Dr. Szél
Nem volt Agoston ajandéka, 1:1000) | Kecske anti-egér FITC
(Sz¢€l és mtsai., 1989)
B. GABA kimutatasa
Eloalzs%orpclos Elsédleges antitestek Masodlagos antitestek | Jelolés
kisérlet
Szamar anti-egér TR Nincs jel
Nem volt GABA (nyilban termelt; | §7amar anti-egér TR Nincs jel
Sigma; 1:1000-5000)
Nem volt GABA (egérben termelt; | g7amar anti-nytl FITC | Nincs jel
Sigma; 1:3000-10000)
Nem volt GABA (nyilban termelt; | Szamgr anti-nyal FITC | Erds jel
Sigma; 1:1000-5000)
Nem volt GABA (egerben termelt; | g amar anti-egér TR Erds jel
Sigma; 1:3000-10000)
GABA (nytlban termelt; . - L
GABA-glutaraldehid- | Sigma; 1:3000) Szamér anti-nyal FITC | Nincs jel
BSA komplex GABA (egérben termelt; , . Nincs iel
Sigma: 1:3000) Szamar anti-egér TR J
GABA (nyulban termelt; | Szamar anti-nyal FITC Er6s jel
Nem volt és o
GABA (egérben termelt; Szuron
Sigma; 1:3000) szamar anti-egér TR keresztiil
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C. Substance P és Substance K egymas melletti kimutatasa

Eloaps%orpcms Elsédleges antitestek Masodlagos antitestek Jelolés
kisérlet
Nem volt Nem volt Szamz}r am!'pat,kla_?é FITC | Nincs jel
zamar anti-nyu Nincs jel
Substance P (patkanyban , . .
Nem volt termelt; BD-Pharmingen, gzama}r an:!_pat,klal_% FITC | grés jel
1:1000) zamar anti-nyu Nincs Je|
Substance K (nyulban . : ,
Nem volt termelt; Calbiochem, gzama}r antl pat,lia¥§FITC Nincs jel
1:400) zamar anti-nyu Erés jel
Substance K Substance K (1:400) Szamar anti-nyal FITC Nincs jel
(MP Biomedicals) | Substance P (1:1000) Szamar anti-patkany TR Er6s jel
Substance P Substance K (1:400) Szamar anti-nyul FITC Eroés jel
(MP Biomedicals) | Substance P (1:1000) Szamar anti-patkany TR Nincs jel
Nem volt Substance P és Szamar anti-patkany FITC | Erds jel
Substance K ¢és szamar anti-nyal TR Er6s jel

A wholemountokat glicerinben fedtiik és taroltuk, mig néhany kisebb darabot Durcupan
ACM gyantdba agyaztunk és azokbol 2 pm-es metszeteket készitettiink, amiket

Permount-ban fedtiink le.

Digitalis fotokat Nikon Eclipse 80i mikroszkép segitségével készitettiink,
amelyet egy hiitott 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, tabldkba rendeztiik és

jelolésekkel lattuk el a képeket.

3.1.4 A sejtek térbeli eloszldasdanak vizsgdlata

Neurolucida 3.23 (MicroBrightField, Inc.) program segitségével rekonstrualtuk
az 0sszes NPY pozitiv sejt térbeli elhelyezkedését egy wholemount preparatumon. A
sejtek eloszlasi mintazatanak meghatarozadsdhoz a Neuroexplorer 3.03a programmal
szamoltuk ki a sejtek kozotti atlagos legkozelebbi szomszéd (nearest neighbour)

tavolsdgot, mig az analizist az alabbi formula alapjan végeztiik:
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_ D(Obs)
e
n

ahol Rn: a nearest neighbour érték, D(Obs): a megfigyelt legkozelebbi szomszéd

Rn

tavolsagok atlaga, a: a viszgalt teriilet nagysadga, n: az dsszes mért pont szama. Rn
értéke 0 és 2,15 kozott egyenletesen valtozhat, ahol a 0-hoz kozeli értékek a sejtek
nagyfoku csoportosulasara, az 1-hez kozeli értékek a sejtek véletlenszerti eloszlésara,

mig a 2,15-hoz kozelito értékek a sejtek egyenletes térbeli eloszlasara utalnak.
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4. Eredmények

4.1 A retina altalanos szerkezeti felépitése

A P. fuscus retinaszerkezete nem tér el jelentésen az eddig vizsgalt négylabu
gerinces fajokétol. Az Gsszes szOvettani réteg azonos az emldsékével, és finomabb
szovettani szerkezet tekintetében a Xenopus, a Bufo és a Rana fajokhoz nagyon kozel all
(6. abra). A retina szovettani rétegei (fotoreceptor réteg: photoreceptor layer, PRL;
kiilsé sejtes réteg: outer nuclear layer, ONL; kiils6 rostos réteg: outer plexiform layer,
OPL; belsd sejtes réteg: inner nuclear layer, INL; bels6 rostos réteg: inner plexiform
layer, IPL; dacsejt réteg: ganglion cell layer, GCL) jol megfigyelhetok, vastagsaguk
egymashoz viszonyitott aranya szintén hasonlit a tobbi, fent emlitett békafajéhoz

(Gébriel és Wilhelm 2001).

6. abra. Toluidinkékkel festett félvékony metszet a barna asobéka retinajabol (nyilhegy: csap,
nyil: minor pélcika, csillag: palcika).

4.2 Fotoreceptorok

A fotoreceptor sejtek helyzete és alapvetd morfologiai sajatsagai a
keresztmetszeti képen a békaknal szokdsos helyzetet tiikrozi. Részletesebb analizis

azonban feltar néhany, e fajra jellemz0 eltérést az altalanos mintazattol.
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4.2.1 A fotoreceptorok morfolégidja és eloszlisa

A toluidinkékkel festett félvékony metszetek alapjan kétféle palcika (minor és
major) és egyféle csap kiilonithetd el (6. abra). A minor palcikakat rovidebb kiilsé
szegmensiik alapjan tudtuk azonositani, amit a nagymértékben elvékonyodo belsd
szegmens kot Ossze a sejttesttel. A csapok egyértelmli jelenlétét immuncitokémiai
vizsgalatokkal, csap-opszin ellen termelt antitest alkalmazasaval (COS-1) bizonyitottuk
(7. abra).

7. abra. A fluoreszcens mikroszkdpos felvételen egyértelmiien azonosithatéak a csap opszinhoz
kotodott antitestek.

Osszesen 1975 fotoreceptort szamoltunk meg a retina 5 kiilonbozd teriiletérdl
(dorzalis, nazalis, ventralis, temporalis, centralis) késziilt, toluidinkékkel festett
felvékony metszeteken. Meghataroztuk a csapok és palcikdk ardnyat. A csapok az
Osszes fotoreceptornak csak koriilbeliil 10 %-at teszik ki, ami az eddig vizsgalt béka
fajokhoz képest nagyon alacsony érték. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a centralis és
a nazdlis oldalon nagyobb, mig a ventrdlis oldalon kisebb a csapok aranya a
palcikakéhoz képest (8. abra). Azért, hogy pontos képet kapjunk a csapok retinalis
eloszlasarol COS-1 antitesttel kezelt teljes retina preparatumokat is készitettiink (9.
abra). Mind az 6t kitiintetett retinaponton elvégeztiik a csapok szdmoldsat manualisan és
az ImageJ 1.32 program segitségével is. Osszesen 11355 csapot szamoltunk meg és a

teriileti eloszlasukat vizsgaltuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a csapok denzitésa a
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retina centralis részén a legnagyobb, mig a ventralis részen a legkisebb (2. tablazat), ami

alatdmasztja a toluidinkékkel festett metszetek vizsgalatabol szdrmazo eredményeket.

8. abra: A fotoreceptorok szazalékos eloszlasa a kiilonb6z6 retina felszineken.

2. tablazat: A csapok denzitasa a retina kiilonb6z6 teriiletein.

dorzilis | temporalis | nazalis | centralis | ventralis

denzitas (db/mm?2) | 4860 4180 5566 7612 3908
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9. dbra. Fénymikroszkopos felvétel a COS-1 antitesttel jelolt wholemount preparatumbol,
amelyen a sotét foltok jeldlik a csapokat.

4.2.2 GABA tartalmu fotoreceptorok

Amikor a Pelobates retina GABA-immunreaktivitast mutatd elemeit vizsgaltuk
(10. abra, a kép), felfedeztiik, hogy a mas kétélti fajoknal szokasos GABA-eloszlasi
mintazat mellett, egyes struktirak a fotoreceptorok rétegében (ONL) is rendszeresen
jelolodnek GABA-val (10. abra, c, d, és i-l1 képek). A GABA immunjel6lést
preabszorpcios kisérletekben gatolni tudtuk (10. abra, b kép), ha az elsddleges antitestet
egy ¢jszaka GABA-glutaraldehid-BSA  komplexben elékezeltik  (tizszeres
antigéntoménység mellett, filiggetleniil attdl, hogy poliklondlis vagy monoklonalis
antitestet alkalmaztunk). A fotoreceptor rétegben jelolodott sejttestek atmérdje 5-6 um
volt, a kiilsé szegmensekre a jel6lés nem terjedt Ki (10. abra, a kép). Gyantaba agyazott
preparatumon a GABA-pozitiv sejtek, mint csapok voltak azonosithatok a ritkas
eloszlasuk és rovid, kupszeri kiilsé szegmensiik alapjan (11. abra, b kép). A GABA-
pozitiv csapok szamat dsszevetve a toluidinkékkel festett és a fluoreszcens mintakkal
ugy tlinik, hogy minden csap GABA-pozitiv. A henger alaku kiilsd szegmenssel
rendelkezd palcikak egyike sem bizonyult GABA-immunreaktivnak.
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10. abra. GABA-immunreaktivitas a Pelobates fuscus retinajaban. ONL: kiilsé sejtes réteg, OPL.: kiilsé
rostos réteg, INL: belsé sejtes réteg, IPL: belso rostos réteg, GCL: ducsejtréteg. Aranymérték: 10 um. (a)
GABA-immunreaktivitds a retinaban. (b) Preabszorpcios kisérlet. (¢, d) Monoklonalis és poliklonalis
szérum jelolésmintazata (nyilak: sejtek az ONL-ben, nyilhegyek: sejtek az INL-ben). () GABA-pozitiv
horizontalis (fehér nyil) és amakrin (fehér nyilhegy) sejtek, tovabba neuronok a GCL-ben (fekete nyilak).
bipolaris sejt (sejttest: fehér nyil, dendrit: fekete nyilhegy, axon: fehér nyilhegy. (h) GABA-pozitiv
struktarak a retina kiils6 rétegeiben, 1 mM GABA-val tortént preabszorbciot kovetden. (i—K) Jelolt sejtek
a fotoreceptor rétegben preabszorbcid nélkiil (i és j) és preabszorbcié utan (K). Néhany esetben a bels6
szegmensek erdsen jelolodtek (j). Az OPL-en 1évé immunreaktiv pontokrol (nyilhegyek a j és k abran)
feltételezziik, hogy a GABA-pozitiv fotoreceptorok termindlisai. (I) Sejttestek (nyilhegyek) és belsd
szegmensek (nyilak) is jelolédtek preabszorbeid utan. (i-I) Immunreaktiv sejtek a fotoreceptor rétegben
(nyilak és nyilhegyek).
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11. abra. GABA-immunreaktiv fotoreceptor sejtek a Pelobates retinaban. Aranymérték: 10 pm. (@)
GABA-immunreaktiv fotoreceptor sejttestek (nyilak). (b) a GABA-immunreaktiv fotoreceptorok (nyilak)
félvékony metszetekben konnyen azonosithatoak kiilsé szegmensiik alapjan. Az inzerten egy
immunreaktiv sejt (csillag) nagyitott képe lathato.

s ' ¥ D
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12. abra. A Pelobates fuscus és Xenopus laevis csap szerkezetének osszehasonlitisa. A: kinagyitott rész a
csap kiilsé szegmensébdl, B: szemcsés struktiira a bels6 szegmens aljan, C: csap a P. fuscus retinajabol,
D: csap a X. laevis retinajabol (forras: Rohlich és Szél 2000). os: kiilsé szegmens, o: olajcsepp, e
ellipszoid, p: paraboloid, m: myoid. Aranymérték: A, B kép: 200 nm, C kép: 1 pm.
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A fotoreceptorok ultrastruktarajat megvizsgalva megallapitottuk, hogy a csapok
egyértelmiien azonosithatdak (12. abra, a kép), de eltérnek a Xenopus csapoktol (12. abra, d
kép) abban, hogy nincs benniik olajcsepp, hanem annak helyén egy szemcsés, elektrondenz

matrix figyelheté meg.

A pélcikédk vizsgdlata is meglepd eredményre vezetett. A fénymikroszkopos
metszeteken azonositott major és minor palcika mellett azonositani tudtunk egy olyan
fotoreceptor sejtet, ami minden tulajdonsidgdban a major palcikakra emlékeztetett,
kivéve, hogy sejttestjében a sejtmag a szokvanyostol eltérd, laza kromatinszerkezetet
mutat (13. abra, B kép). Ezek a sejtek mindig a fotoreceptorok legkiilsé sejtsoraban
foglaltak helyet. Ultravékony metszetekben egész metszetfelszineket attekintve aranyuk

alacsony volt, a palcikékon beliil 1-3% koz6tt ingadozott.

-

13. abra. Elektronmikroszkopos felvételek a barna asobéka retindjaban talalhatd palcika
tipusokrol. A: minor palcika; (a) belsd szegmens (a belsé szegmens proximalis folytatasat a
konnyebb attekinthetéség érdekében sematikusan berajzoltuk), (b) kiilsé szegmens, (C) major
palcika kiils6é szegmens. B: az altalanostol eltéré magszerkezetii major palcika (nyil: normal
palcika belsé szegmens, csillag: normal palcika magjanak részlete). inzert kép: minor palcikak
(nyilak) fénymikroszkopos képe.
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4.3. Neurokémiai markerek, transzmitterek az amakrin sejtekben

Az amakrin sejtek a retina harmadlagos interneuronjai, amelyek nyulvanyaikat a
belsd rostos rétegbe juttatjak. A retina legdiverzebb sejtcsoportja. Békakban mintegy 20
tipust sikeriilt eddig azonositani, melyek koziil tobb mint egy tucat sejt neurokémiai
kodrendszere is ismert (Vigh és mtsai., 2000). Kivancsiak voltunk arra, hogy az egyes
tipusok mennyire konzervaltak a békak csoportjan beliil, ezért vizsgaltuk ezen sejtek
korabban vizsgalt mas béka fajokban leirtakkal (Smiley és Basinger 1988; Hiscock és
Straznicky 1989a,b; Zhu és Straznicky 1990a,b; 1991; Gabriel és mtsai., 1998). A
modszertani részben felsorolt Osszes antitesttel sikeriilt értékelhetd jelolést kapni,
kivéve a szomatosztatin elleni antitesteket, amikkel egyetlen sejt vagy rost sem mutatott

immunpozitivitast prepardtumainkban.

4.3.1 GABA

Az el6zo fejezetben leirt fotoreceptor-jelolés mellett a belsé sejtes rétegben
horizontalis (10. abra, e kép), amakrin (10. abra, f kép) és bipolaris (10. abra, g kép)
sejtek is jelolodtek. 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 iil. Az

amakrin sejtek mintegy fele bizonyult GABA-immunreaktivnak.

4.3.2 Calretinin

Sok sejt jel6l6dott a P. fuscus retinaban a calretinin elleni antitestekkel (14. abra,
a kép). A belsd rostos réteg mind az 6t alrétegében lathatok jelolt struktarak. Csapok, és
a sejtek morfologidja alapjan, feltehetdleg ,,displaced” bipolaris sejtek, valamint
ducsejtek nagy szamban jelolodtek, foleg a retina periférigjan (14. abra, b ¢ képek).
Morfologiajuk és elhelyezkedésiik alapjan két calretinin-pozitiv amakrin sejtpopulaciot
lehetett megkiilonbdztetni. Az elsé tipus sejttestje kozvetleniil a belsd sejtes és rostos
rétegek hataran helyezkedett el, mig a masiké e réteghatartdl kifelé volt, és egy erdteljes
nyulvanyt bocsatott ki a belsd rostos réteg felé, ami sokszor mar az elsd alrétegben

elagazott (14. abra, a kép).
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14. abra. Calretinin, tirozin-hidroxilaz, szerotonin és Substance P eloszlasa a retina kiilonb6z6
rétegeiben. IPL: bels6 rostos réteg, PRL: fotoreceptor réteg, INL: belso sejtes réteg, SL1-SL5:
az IPL alrétegei, aranymérték: 20 um. (a-c) Calretinin immunkreaktivitast mutatd elemek, (a)
keresztmetszet. (b) Bipolaris- (nyilhegy) és ,,displaced” bipolaris sejtek (nyil) a retina kiilsé
részén. () Ganglion sejtek (nyilak) és erésen immunreaktiv rostok (nyilhegyek). (d) Tirozin-
hidroxilaz immunreaktivitdst mutatd neuron (nyilhegy) elagazasokkal az IPL-ben. (e)
Szerotonin immunpozitivitast mutatd sejtek (nyilhegyek) és nyulvanyaik az IPL-ben. (f, g) A
kétféle Substance P immunreaktivitast mutatoé neuron (nyilak és nyilhegy) eltérd elhelyezkedése
az INL-ben. Az IPL-ben egy vastag és egy vékony immunreaktiv sav lathato.

30



4.3.3 Tirozin- hidroxilaz

A tirozin-hidroxilaz a békakban is a dopaminerg sejtek kimutatdsara alkalmas
markermolekula. A Pelobates retinaban is sikeriilt kimutatnunk ezeket a sejteket a belso
sejtes rétegben és nyulvanyaikat a bels6 rostos réteg elsé alrétegében (14. abra, d kép).
Az immuncitokémiai  vizsgalatok alapjan a kimutatott sejtek egységes

dendritmorfologiaval rendelkeztek.

4.3.4 Szerotonin

Nagyméretii (12-15 pm) szerotonin-tartalmt sejteket talaltunk a bels6 sejtes
rétegben, melyek nyulvanyai a belsé rostos réteg teljes szélességében agaztak szét. A
legkiterjedtebb agrendszert a masodik ¢s harmadik alrétegben figyelhettilk meg (14.
abra, e kép). A szerotonin-immunreaktiv sejttestek mérete alapjan a barna asobéka
retindjaban nem eldonthetd, hogy a mas fajokban leirt kétféle szerotonin immunpozitiv

sejt megtalalhat6-e?

4.3.5 Substance P

Substance P immunreaktivitast tudtunk megfigyelni a belso rostos réteg 1, 3/4 és
5 alrétegében. Két sejttipus biztosan elkiilonithetd ezeken a prepardtumokon. Az egyik
tipus dendritjei elagazas nélkiil lefutnak a 3. alrétegbe, mig a masik tipus esetében a
nyulvanyok rogton az elsd alrétegben szétsugaroznak, a teljes eldgazddasuk azonban

csak az alsobb alrétegekben figyelheté meg (14. abra, f és g képek).

4.3.6 Neuropeptid Y

A neuropeptid Y immunreaktivitast mutaté neuronok a belsd sejtes rétegben
elhelyezkedd amakrin sejtek voltak. Morfoldgiailag két tipust tudtunk elkiiloniteni. Az
egyik tipus sejttestje kdzvetlentil a bels6 plexiform réteg (IPL) proximalis felszinén iilt,
¢és annak 1. alrétegébe juttatott rostokat (15. abra, a kép), mig a masik sejttestje az IPL-
t6l tavolabb volt talalhato és nyalvanyait foleg az 1. és 2. alrétegbe kiildte (15. abra, ¢
kép). Mindkét sejttipus kerek sejttesttel és széles dendritmezdvel rendelkezett. Az
amakrin sejtek mellett centrifugalis rostokat is megfigyelhettiink, melyek féleg a bels6

rostos réteg elsd alrétegében futottak, de kisebb szakaszokat a 2. és 5. alrétegben is
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lattunk (15. abra, b és d képek). Néhany gyengén immunreaktiv Miiller-sejtet is
megfigyelhettiink, de ezt a jeldlést preabszorpcids kisérletekkel sem sikertilt eltiintetni,

ezért aspecifikusnak tekintettiik.

15. abra. Neuropeptid Y immunreaktivitas a Pelobates fuscus retinajaban. IPL: bels6 rostos
réteg. Aranymérték: 20 pm. (a) Immunpozitiv amakrin sejt (nyil), nyalvanyokkal (nyilhegyek) a
szublaminaba. (b) Nagy kiterjedésii neuropeptid Y immunreaktiv rost (nyilhegyek). (c) NPY

pozitiv sejt (nyil),mely az IPL mélyebb rétegeibe kiild rostokat (nyilhegyek). (d) Erdsen
immunpozitiv centrifugalis rost (nyilhegyek) az IPL els6é szublaminajaban.

Az immunfluoreszcens vizsgalatokban megfigyelt kétféle amakrin sejtet és a
centrifugalis rostokat a wholemount preparatumokban is sikeriilt azonositani (16. abra).
Az amakrin sejtek torzsdendritjei kb. 200 um tavolsagot fednek le. A varikozus

centrifugalis rostok igen hosszan huzddva behdlozzék a retina egész teriiletét.
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16. abra. Neuropeptid Y immunreaktivitast mutatd elemek a barna asobéka retinajabol készitett
wholemount preparatumban. (a) a belsd rostos réteg folott elhelyezkedé amakrin sejt (nyil)
hosszi egyenes dendrittel (nyilhegy), (b) az els6é szublaminaba nyulvanyokat kiild6 sejt (nyil)
elagaz6 dendritfaja (nyilhegyek), (C) centrifugalis rost (nyilhegyek).

A neuropeptid Y-pozitiv amakrin sejtek térbeli eloszlasat is vizsgaltuk egy
wholemount preparatumon. Ebben a vizsgalatban a sejteket egy populacioként
értékeltik. A 43,9 mm? teriiletii preparatumon 964 db NPY-pozitiv amakrin sejtet
talaltunk, igy ezen sejtek denzitdsa 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.

4.3.7 Kolokalizacios vizsgalatok eredményei

Az amakrin sejtek sokfélesége miatt fontos lehet azok neurokémiai
kodrendszerének pontos feltérképezése, az egymas mellett el6forduld neurokémiai
markerek kimutatdsa. Néhany erre irdnyuld kisérletet mi is elvégeztiink. Eredményeink

az aldbbiakban foglalhatoak Ossze.
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17. abra. Neuropeptid Y immunreaktiv amakrin sejtek térbeli eloszlasa wholemount
preparatumon. D: dorsalis, V: ventralis, T:temporalis, N: nasalis. Aranymérték: 1000 pum.

4.3.7.1. Neuropeptid Y/Tirozin-hidroxilaz

Az 0sszes eddig vizsgalt béka fajhoz hasonléoan a barna asobékdban is
megfigyelhetd a tirozin-hidroxilaz és a neuropeptid Y immunreaktiv elemek hasonld
eloszlasi mintazata (18. &bra). Kettdsen jelolt struktirat - mdas laboratoriumok

eredményeihez hasonldan - mi sem mutattunk ki vizsgélataink soran.
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10 pm

18. abra. NPY (z061d) és TH (piros) pozitiv elemek hasonlo térbeli eloszlasa

4.3.7.2 Substance P/Substance K

A tachikinin peptidek alternativ splicing mechanizmussal keletkeznek tobb
gerinces faj agyaban (Krause és mtsai., 1987; Nakanishi 1986; Pennefather és mtsai.,
2004), koztik a békakéban is (Liu és Burcher 2005). A harom f6 peptidtermék
(Substance P, Substance K és neurokinin B) a preferalt ligandjai a harom tachykinin
receptor tipusnak (NKI1, NK2 ¢és NK3), melyekhez kiilonb6zd erdsséggel bar, de
mindegyik peptid kotddik (0,01%-t61 20%-ig terjedd keresztkotés-affinitassal) (Liu és
Burcher 2005, Pennefather és mtsai., 2004). Eml6s retinaban NK1 receptorokat talaltak
bipolaris és dopaminerg amakrin sejteken nytlban, valamint amakrin- és diicsejteken
patkanyban (Catalani és mtsai., 2004). Az NK3 receptorok szelektiven talalhatok Off-
bipolaris sejteken egérben (Haverkamp és mtsai., 2003), és Off-bipolaris valamint
dopaminerg amakrin sejteken patkanyban (Catalani és mtsai., 2004). A fenti tények
ismeretében kiséreltiik meg a Substance K azonositasat és a Substance P-pozitiv

sejtekhez vald anatomiai viszonyanak tisztazasat.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az amakrin sejtek egy csoportjaban Substance
P immunreaktivitas figyelhetd meg a Pelobates retindban (19. abra, a kép). Az
Immunpozitiv festddés teljesen eltiint, ha a Substance P elleni antitesttel teljes
hosszusagu Substance P peptid jelenlétében (overnight, 10x-es tobblet) végeztiink

preabszorpcios kisérletet (19. abra, ¢ kép). Ugyanezt a vizsgalatot teljes hossziisagh
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19. abra. Substance P és Substance K immunreaktivitas a Pelobates retinaban. Az aranymérték
20 pum mindegyik képen. (a) Substance P immunreaktiv elemek. Jol lathato két kiilonbozo
sejttipus (egy kerek sejttesttel rendelkez6 az INL/IPL hataron, és egy hosszikas, Iényegesen
disztalisabban), és egy er6sen festddott sav az IPL harmadik szublamingjaban. Nyilak:
Substance P pozitiv sejttestek. (D) Substance K immunreaktivitas. Széles dendritmezeji
amakrin sejtek kis populacidja figyelhet6 meg az INL/IPL hataron (nyilhegyek) illetve
immunreaktivitast mutat6é dendritek két savja lathatoé az SL1-ben és az SL4/5-ben. (c) Substance
P antitesttel végzett preabszorpcids vizsgalat soran nem volt valtozas sem az immunreaktivitds
erbsségében, sem a mintazataban Substance P peptid jelenlétében. (d) Substance K antitesttel
végzett preabszorpcids vizsgalat Substance K peptid jelenlétében. Egyetlen struktiraban sem
figyelheté meg immunpozitiv jeldlés. (e, f) Preabszorpcids vizsgalat Substance P antitesttel
Substance K peptid jelenlétében (e), és Substance K antitesttel Substance P peptid jelenlétében
(f). Sem a megfigyelt immunreaktivitasok erésségében, sem a festddési mintazatokban nem
tapasztalhato valtozas. (g, h) Substance P -vel (g) és Substance K-val (h) végzett kettdsjeldléses
vizsgalat. A SP-pozitiv sejtek helyzetét ezen az &bran nyilak, mig az SK-pozitiv sejtekét
nyilhegyek jelolik. Egyetlen SP-pozitiv sejt sem mutatott SK-pozitivitast, €s ugyanez forditva is
igaz.
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Substance K peptid jelenlétében (overnight, 10x-es tobblet) elvégezve sem a festodés
intenzitasa, sem annak mintazata nem valtozott meg (19. abra, ,,e” kép). A Substance K-
sejttestek az INL legbels6 sejtrétegében foglalnak helyet, mig a Substance K
immunpozitiv dendritek a SL1-ben és a SL4/5 hataran talalhatoak (19. abra ,,b” kép),
amelynek kovetkeztében részben atfednek a Substance P immunpozitiv dendritek
teriiletével. Substance K immunpozitivitast mutaté displaced amakrin sejteket nem
talaltunk. Az immunpozitiv festédés itt is teljesen eltiint, ha a Substance K elleni
antitesttel teljes hosszisagi Substance K peptid jelenlétében (overnight, 10x-es tobblet)
végeztiink preabszorpcios kisérletet (19. abra, ,,d” kép). Ugyanezt a vizsgalatot teljes
hoszusag Substance P peptid jelenlétében (overnight, 10x-es tobblet) elvégezve sem a
festddés intenzitasa, sem annak mintdzata nem valtozott meg (19. dbra, ,.f” kép). A
kettds jeloléses vizsgalatokbol vilagosan latszik, hogy Substance P immunreaktiv
amakrin sejtekbdl legalabb hat-nyolcszor tobb talalhatdo a Pelobates retinaban, mint
Substance K pozitiv amakrin sejtekbdl. A bizonyitékok alapjan - a Substance P és
Substance K immunpozitiv sejtek dendritmezeinek atfedése ellenére - a fenti két

sejtpopulacio egyértelmiien elkiiloniil egymastol (19. abra, ,,g” és ,,h” képek).
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5. Diszkusszio

5.1 A barna asébéka retinajanak altalanos szerkezeti felépitése

A barna asobéka retindjanak szovettani felépitése mind a retina vastagsagat,
mind az egyes rétegek egymashoz viszonyitott aranyat tekintve nagyban hasonlit a tobbi
vizsgalt béka faj (pl. Rana cateshiana, Bufo marinus, Xenopus laevis) retinajanak
felépités¢hez (Steinberg 1973; Zhang és Straznicky 1990; Gabriel és Wilhelm 2001).
azonban néhany kiilonbséget megfigyelni a Bufo, Rana és Xenopus nemzetségeknél

leirtakhoz képest.

5.2 A fotoreceptorok morfoldégiaja és eloszlasa

A barna asobéka retinajaban morfologiailag haromféle palcikat és egyféle csapot
mutattunk ki. Az eddigi vizsgalatok a palcikaknak két kiilonboz6 (minor és major)
csoportjat igazoltak a Bufo marinus (Gold és Dowling 1979), a Rana pipiens (Liebman
¢és Entine 1968) ¢és a Xenopus laevis (Hollyfield és mtsai., 1984; Rohlich és mtsai.,
1989) békafajok esetében. A barna asobékdban a fentieken til még egy, a major
palcikakhoz morfologiailag nagyon hasonld palcikat talaltunk, amely csak a
magszerkezetében tért el a palcikakra jellemzd altalanos tulajdonsagoktol. A Xenopus
laevis retinajaban a normal csapok mellett két tovabbi, ,,minor” csap populéciot (a
normalisnal kisebb csapokat és un. dupla csapokat) is kimutattak (Witkovsky és mtsai.,
1981b; Rohlich és mtsai., 1989), melyekhez hasonlo strukturat a barna asobéka esetében

nem sikeriilt igazolni.

Az eddig széleskorben vizsgalt Rana és Xenopus fajokkal ellentétben a
Pelobates fuscus csapjaiban nem mutattunk ki olajcseppet, azok helyét egy denz
struktira tolti ki. A szdrazfoldi gerincesek szemében 1évd olajcseppeknek nincs
felismerhetd belsd strukturdjuk, és gyakran karotinoidokat, vagy esetleg mas kémiai
anyagokat tartalmazhatnak. Kétéltiiek retingjaban eddig kétféle olajcseppet sikertlt
azonositani. Az egyik a csapok kiils6 szegmensének als6é részében elhelyezkedd

szintelen olajcsepp, mig a masik a pigment epithel sejtekben megtalalhatd sarga szinii
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olajcsepp. Szerepilk a kémiai raktarozasban, illetve az ultraibolya sugarak elleni
védekezésben lehet (Hailman 1976). A fenti 97 kétéltii fajra kiterjedd vizsgalat alapjan
mindegyik vizsgalt fajban legalabb az egyik féle olajcsepp megtalalhatd. Vizsgalataink
az epithel sejtekre nem terjedtek ki, azonban a barna asobékaval egy csaladdba tartozo
Scaphiopus genus mind az 5 vizsgalt tagjanal megtalalhaté az epithelialis olajcsepp, és
egyben hianyzik a csapokban 1év6 olajcsepp. Ez alapjan valoszinisitjiikk, hogy a
Pelobates fuscus esetében is hasonldo lehet a helyzet. Ennek igazolasa tovabbi

vizsgalatokat igényel.

A csapok denzitasat figyelve a retina kiilonbozo teriiletein elmondhat6, hogy
eloszlasuk nem egyenletes. Denzitasuk a periféridan mért 3900/mm?*t8] a retina centréalis
részén mért 7600/mm>-ig terjed. A mért értékek joval kisebbek a mar vizsgalt béka
fajoknal leirt értékeknél (Zhang és Straznicky 1991; Wilhelm és Gébriel 1999). Emlds
(Long és Fischer 1983; Miiller és Peichl 1989; Packer és mtsai., 1989) és hiill fajokon
(Wong 1989), majd Bufo marinus-on (Zhang és Straznicky 1991) végzett korabbi
vizsgalatok mar ravilagitottak arra, hogy a retina centralis részén megfigyelheté magas
fotoreceptor - elsésorban csap - denzitas mellett, a ganglion sejtek rétegében latdcsik
(visual streak), vagy fovea centralis formajaban elkiiloniil az éleslatas helye. Bufo
marinus esetében a ganglion sejtek rétegében a legmagasabb sejtdenzitast a retina naso-
temporalis merididnja mentén mérték (Nguyen és Straznicky 1989), és a neuronok
hasonld topografiai eloszlasat figyelték meg a kiils6- és belsé magvas rétegekben is
(Zhu és mtsai., 1990; Straznicky 1993). Ez a sejtdenzitasbeli kiilonbség kozel hatszoros
volt a kézponti és a periférialis retina teriiletek kozott Bufo-ban. Miutan Pelobates-ben,
hasonl6 vonatkozasban minddssze 1,5x-es kiilonbséget tudtunk kimutatni, értékelésiink
szerint ez nem meriti ki a visual streak kritériumat, csupan egy emelkedett kozponti

sejtdenzitasként értékeljiik.

Az eddig vizsgalt béka fajoktol eltérden a csapok aranya a palcikakhoz képest
nagyon alacsony (1:9) a Pelobates retinaban. Ugyanez az érték a Bufo marinus esetében
1:2 (Zhang és Straznicky 1991), mig Xenopus laevis esetében kozel van az 1:1-es
aranyhoz (Wilhelm ¢és Gaébriel 1999). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a csapoknak
kisebb jelentdsége van a vizudlis informaciok feldolgozasaban a barna 4s6békéanal, ami

az allat éjszakai életmodjaval lehet Gsszefliggésben.
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Mindemellett vizsgalatainkban sikeriilt bizonyitani GABA immunreaktiv csapok
jelenlétét. Az altalanosan elfogadott, hogy a fotoreceptorok tarolnak és szabaditanak fel
glutamatot, mint neurotranszmittert (Marc és mtsai., 1990; Connaughton és mtsai.,
1999; Thoreson és Witkovsky 1999). Eddig ezen felil harom tovabbi anyagot
lokalizaltak fotoreceptorokban, mint lehetséges transzmittert. Hisztamint (Eldred és
mtsai., 1992), carnosint (Pognetto és mtsai., 1992) ¢s GABA-t (Nishimura és mtsai.,
1986; Engbretson és mtsai., 1988). Ismereteink szerint tehat minddssze két olyan
kozlemény jelent meg eddig, amelyben filogenetikailag egymastdl tavol esd fajok
retindjaban GABA immunreaktivitasrol szamolnak be fotoreceptor sejtekben. Mig az
elébbi két anyagrdol nem sikeriilt bizonyitani, hogy barmilyen szerepet jatszananak a
retina informaci6é feldolgozd folyamataiban, a GABA bizonyitottan a {6 gatld
transzmitter mind a kiilsé, mind a bels6 retindban, amely teriileteken mindharom ismert
GABA receptor tipuson (A: [Brecha 1992]; B: [Slaughter 1995]; C: [Lukasiewicz
1996]) keresztiil kifejti hatasat. Erdekes kérdés, hogy mi lehet a funkcidja egy GABA-t
felszabaditd fotoreceptor sejtnek? Az mar bebizonyosodott, hogy fény hatisara a
fotoreceptorokban a glutamat felszabadulds csokken, és az ON-bipoléris sejtektdl
eltekintve a masodlagos neuronok erre a stimulusra hiperpolarizacioval valaszolnak. Ha
a fenti fotoreceptor sejtek GABA-t szabaditanak fel transzmitterként, az hathat a
masodlagos neuronokra, melyek koziil egyes horizontalis és bipolaris sejtek miikodo
GABA receptorokkal rendelkeznek (Brecha 1992; Kamermans és Werblin 1992;
Slaughter 1995; Liu és mtsai.,, 2005). A GABA a horizontalis sejteken kivalthat
depolarizaciot (Varela és mtsai., 2005). A klorid ekvilibrium potencial (-20 mV) ezen
neuronok miikddési fesziiltség tartomanyan beliilre esik (Kamermans és Werblin 1992).
Ezt a meglepden magas ekvilibrium potencialt ezen sejtek membranjaban jelen 1évd
natrium/kalium/klorid kotranszporter tartja fenn (Vardi és mtsai., 2000). A GABA ezen
kiviil hathat magara a csapra is autoreceptorokon keresztiil (Yang és Yazulla 1994;
Lukasiewicz 1996; Pattnaik és mtsai., 2000;), mivel mindharom GABA receptor tipust
kimutattak mér kiilonb6z6 fajok csapjain (Yang és Yazulla 1994). Ujabban felmeriilt,
hogy Rana catesbeiana csapjain GABA (Liu és mtsai., 2005) és glicin receptorok (Ge
és mtsai., 2007; Zhang és mtsai., 2008) is jelen lehetnek. Mindezek mellett a fenti faj
egyes csapjain ionotrop GABA receptorok jelenlétét is kimutattdk (Liu és Yang 2006;
Liu és mtsai., 2006), ami tovabb bonyolitja a fent vazolt képet, és arra utal, hogy a

GABA-nak kozvetlen szerepe lehet a fotoreceptorok jelfeldolgozasaban.
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Egy masik érdekes kérdés, hogy a GABA a Pelobates csapban szintetizalodik,
vagy csupan az anyagcsere soran termelddik, mint a Krebs ciklus mellékterméke.
GABA ¢s glutamat kettGsjeloléses vizsgalatokban a glutamat immunreaktivitas a
GABA immunreaktiv csapokban gyenge volt, vagy teljes mértékben hianyzott (nem
keriilt bemutatasra a dolgozatban). Ezen megfigyelések alapjan arra kovetkeztetiink,
hogy az idegrendszer mas GABAerg neuronjaihoz hasonléan a Pelobates csapokban is
glutamatbol torténik a GABA szintézis. Mindemellet a GABA lehetséges hatasa a
masodlagos sejteken valosziniileg fliggetlen attol, hogy a fotoreceptor sejtek tudnak-e
GABA-t szintetizalni, mivel azt mar tudjuk, hogy a retina neuronjai képesek
felszabaditani olyan akkumulalt anyagokat is, melyek szintézisére egyébként nem
képesek (Schiitte és Witkovsky 1990). Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
eldontésére, hogy ezek a csapok valdban szintetizalnak és/vagy felszabaditanak GABA-

t - és csak GABA-t - neurotranszmitterként.

A GABA tartalmu fotoreceptorok jelenléte kétéltliekben, az eddigi ismereteink
alapjan egyedi a Pelobates retinaban. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
tisztazasara, hogy a retina informaciofeldolgozoé folyamataiban ezek a sejtek milyen

szerepet toltenek be.

5.3 Neurokémiai markerek, transzmitterek az amakrin sejtekben

Mas laboratoriumok altal korabban vizsgalt békafajok retinaja és a Pelobates
retina neurokémiai markereinek eloszladsa kozott csak kismértékii eltérést figyeltiink
meg. A 3. tablazat irodalmi és sajat adatok alapjan késziilt. Az adatokbol latszik, hogy
szamos marker az itt Osszehasonlitott 4 nemzetség mindegyikénél eléfordul.
Vizsgalataink legalabb 10 féle amakrin sejtet igazoltak. Az amakrin sejtekben eddig
monoaminokat, peptideket és kalcium-kotd fehérjéket azonositottunk. Mivel a tobbi
béka fajban szamos mas tipusii amakrin sejtet is ismeriink, tovabbi vizsgalatokat
terveziink elvégezni mas markerekkel (neurofilament, MAP, mas peptidek). Az eddig

vizsgalt egyes markerek részletes 0sszehasonlitasaval az alabbiakban foglalkozunk.
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3. tablazat. Az altalunk hasznalt antitestekkel jel616dott strukturak az egyes béka
nemzetségekben. AC: amakrin sejt, BC bipolaris sejt, GC: ganglion sejt,
HC: horizontalis sejt, IPC: interplexiform sejt, NA: nincs adat

Antitest Pelobates Bufo Rana Xenopus
BCC(SaFff‘fl ) BC (sokféle) | BC (sokféle)
Calretinin AC (;Zh éen;) NA AC (néhény) | AC (néhény)
0,
GC (50K) GC (50%) GC (sok)

Tirozin-hidroxilaz

AC (2 tipus)

AC (1 tipus)

AC (2 tipus)

AC (1 tipus)

AC (3 tipus)

- r 4 7

Szerotonin AC (2 v. 3 tipus) | AC (3 tipus) AC (?) BC (1 tipus)
Substance P AC (2 v. 3 tipus) | AC (2 tipus) AC (?) AC (1 tipus)
Substance K AC (1 tipus) - - -

. AC (2 v. 3 tipus) , n .
Neuropeptid Y Centrifugalis rostok AC (1 tipus) AC (?) AC (1 tipus)
Szomatosztatin - IPC IPC IPC

Ceapok BC BC
y-amino-vajsav AC (50%) AC AC AC
HC GC GC

5.3.1 y-amino-vajsav (GABA)

A y-amino-vajsav (GABA) a f6 gatld neurotranszmitter az 9sszes maig vizsgalt

gerinces faj retinajaban (Mosinger és mtsai., 1986; Nguyen-Legros és mtsai., 1997,

Vigh ¢és mtsai.,, 2000), amelyekben ezen anyag mindharom {6 receptor tipusa is

megtalalhatd (Brecha 1992; Slaughter 1995; Lukasiewicz 1996). A GABAerg

jeltovabbitas egy vagy tobb sziikséges elemét lokalizaltdk szamos amakrin sejttipusban,

és legalabb egyféle horizontalis sejtben (Wassle és Chun 1988; Pourcho és Owczarzak

1989; Vaney 1990; Vigh és mtsai., 2000). Néhany fajban bipolaris és ganglion sejtek

szintén tartalmaznak GABA-t, vagy a szintéziséhez sziikséges enzimet, GABA-
dekarboxilazt (GAD) (Mariani és Caserta 1986; Agardh ¢s mtsai., 1987; Gabriel és
mtsai., 1992, 1998;Yang ¢s Yazulla 1994; Rio és mtsai., 1996; Reperant és mtsai.,

1997).
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Ugy tiinik a GABA tartalmu bipolaris sejtek altalanosak a kétéltiick retindjaban
(Agardh és mtsai., 1987; Gabriel és mtsai., 1992; Yang és Wang 1999), é¢s a GABAerg
amakrin sejtek lényegesen nagyobb szdmban fordulnak elé az alacsonyabbrendi
gerincesekben, mint emlésokben (Vigh és mtsai., 2000). Vizsgalataink azt bizonyitjak,
hogy a Pelobates retinaban a GABA-immunreaktivitds a tobbi vizsgalt békafajhoz
hasonl6 mintdzatot mutat. A barna asobéka retindjaban az amakrin sejtek kozel fele
bizonyult GABA pozitivnak, ami megfelel az irodalomban, mas kétéltli fajok vizsgalata
soran kapott eredményeknek (Vigh és mtsai., 2000). Kétéltliiek retindjan korabban
végzett intracellularis sejtfeltoltési és immuncitokémiai (Yang ¢és mtsai., 1991),
valamint elektronmikroszkdépos immunfestési eljarassal (Gabriel és Straznicky 1993)
Osszesen 4 féle GABA pozitiv sejtet azonositottak a sejttestek elhelyezkedése és mérete,
valamint az IPL-be juttatott rostok eloszlasi mintazata alapjan. A barna asobékaban
morfolodgiai alapon azonositott kétféle GABA pozitiv sejttipus ezekhez nagyon hasonlo

felépitést mutat.

Az amakrin, horizontalis és bipolaris sejtek mellett a ganglion sejtek rétegében is
talaltunk GABA pozitiv sejteket. Ezek displaced amakrin sejtek, vagy ganglion sejtek
lehetnek. Gabriel és munkatarsai (1992) Bufo marinus egyedeken végzett
vizsgalataikban igazoltak, hogy a ganglion sejtek rétegében 1€v6 neuronok kis szazaléka
GABA immunpozitiv ganglion sejt, €¢s néhany immunreaktiv axont is kimutattak az
optikus rostok rétegében (Gabriel és Straznicky 1995). Ez arra utalhat, hogy a GABA
tartalmtl ganglion sejtek gatld beidegzést adhatnak a béka agy {6 latokdzpontjaba.

Mas kétéltii fajok esetében egyes amakrin sejttipusokban mutattak ki GABA ¢és
egyéb markerek (szerotonin, SP, NPY) k6zott kolokalizaciot (Main és mtsai., 1993). Mi
ilyen vizsgalatokat nem végeztiink, bar a nagyszami GABA-immunreaktiv

sejtpopuléacid okén sejthetd, hogy jonéhany kolokalizacios kisérlet sikerrel jarna.

5.3.2 Calretinin

A napjainkig vizsgalt kiilonb6z6 gerinces fajok retinajaban megfigyelt, calretinin
immunreaktivitdst mutaté elemeket vizsgdlva lathatjuk, hogy ez a fehérje szdmos
kiilonb6zd neuron tipusban van jelen a retindban, de ezek eloszlasa nagy variabilitast

mutat az egyes fajok kozott.
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Korabban  kétéltiiecken  végzett vizsgalatok egymasnak ellentmondo
eredményeket kozoltek a kalciumkotd-fehérjék eloszlasarol a retindlis neuronokban,
mely ellentmondasok valoszinlileg a kiilonbozé tipusu alkalmazott antitesteknek
koszonhetdek. Morona ¢s munkatarsai (2007) hat kétéltti (3 béka és 3 farkos kétéltir)
fajon végeztek 6sszehasonlitd vizsgalatot standard koriilmények kozott ugyanazokkal az
antitestekkel. Eredményeik alapjan a fotoreceptorok egyik vizsgalt faj esetében sem
mutattak calretinin immunreaktivitast, mig a horizontélis, bipolaris és amakrin sejtek,
valamint a ganglion sejtek rétegében talalhatd sejtek szubpopulaciéi minden faj

esetében tartalmaztak calretinint (Morona és mtsai., 2007).

Barna asobéka esetében a calbindin 28 kDa jelenlétét nem tudtuk kimutatni, amit
pedig korabbi vizsgalatok mar farkatlan kétéltiiek (Deng és mtsai., 2001; Zhang és
mtsai., 2006) és békak (Gabriel és mtsai., 1992; Morona ¢és mtsai., 2007) csapjaiban is
igazoltak. A barna asobéka esetében a fotoreceptorok rétegében és a belsé retinalis
rétegekben kapott jel6lés alapjan elképzelhetd, hogy ebben a fajban a calretinin lesz a f6

kalcium-koto fehérje.

Vizsgélatainkban calretinin immunreaktivitdst nagy szamban azokban a
sejtféleségekben taldltunk, amelyek az informécid vertikalis tovabbitdsdban jatszanak
szerepet, vagyis a bipolaris sejtekben, a ganglion sejtekben és a fotoreceptorokban.
Calretinin-immunreaktiv horizontalis sejteket a Rana esculenta és a Xenopus laevis
fajokhoz hasonloan (Sanna és mtsai., 1993; Gabriel és mtsai., 1998; Gabriel 2000)
nekiink sem sikeriilt igazolni a barna asobéka retingjaban. Calretinin-immunreaktiv
amakrin sejtek mas kétéltiiekhez hasonléan (Pasteels és mtsai., 1990; Gabriel és mtsai.,
1998; Gabriel 2000; Deng és mtsai., 2001) ritkan fordultak elé. Ezen sejteknek

morfologiailag két tipusat sikeriilt azonositani a Pelobates retinaban.

Az irodalmi adatok alapjan a calretinin jelenléte kétéltlieknél a bipolaris sejtek
2000; Deng és mtsai., 2001; Maple és mtsai., 2005). Ezek k6zott van néhany un.
displaced bipolaris sejt, és néhany, amelynél tisztan felismerhet6é Landolt-féle ,,club”-ot
talalunk. Hasonloan 4altaldnos a calretinin jelenléte a bipolaris sejtekben mas
alacsonyabbrendti gerinces fajok esetében is, egészen a madarakig (Morona és mtsai.,
2007). Ez a helyzet az emldsoknél valtozik meg, ahol calretinin helyett calbindin

talalhato a bipolaris sejtekben (Chan és mtsai., 2001; Chiquet és mtsai., 2005). Ez alol
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kivételt jelentenek egyes ¢jszaka aktiv féemlOsok ¢és ragcsalok, amelyeknél sem
calbindint, sem calretinint nem sikeriilt kimutatni a fenti sejtekben (Wéssle és mtsai.,
1998; Chiquet és mtsai., 2005), valamint a foldi mokus, melynek bipolaris sejtjei

mindkét emlitett kalciumkoté-fehérjével rendelkeznek (Cuenca és mtsai., 2002).

A ganglionsejtek rétegében szamos calretinin pozitiv sejtet talaltak kétéltiieknél
(Géabriel és mtsai., 1998; Deng és mtsai., 2001). Ezen vizsgalatok mindegyikében
kiilonb6z6 morfologiaja és méretl sejteket figyeltek meg, ami arra enged kdvetkeztetni,
hogy ezen sejtek koziil sok az Un. displaced amakrin sejt. 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 szdma, és az immunreaktiv sejttestek valtozatos mérete arra

utal, hogy tobb ganglion sejttipus is calretinin-pozitiv lehet.

5.3.3 Tirozin-hidroxilaz

A dopaminerg amakrin sejtek altalanosak minden gerinces retinaban, és
denzitdsuk minden esetben alacsony értéket mutat (Smeets és Gonzalez 2000). A
tirozin-hidroxilaz a dopaminerg sejtek markere a kétéltii retinaban is, mivel dopamin -
hidroxildz immunreaktivitast nem mutattak ki, ami a noradrenerg sejtek hianyara utal
(Zhu és Straznicky 1990b). A Bufo és Xenopus fajok esetében a dopaminerg neuronok
egységes dendrit morfologiaval rendelkeznek, mig Rana-ban két altipust (vékony és
vastag sejtek) kiilonboztettek meg (Kicliter és mtsai., 1999). Egy korabbi kozlemény
szerint szamuk az Osszes amakrin sejtnek kb. 0,5%-a (Vigh és mtsai., 2000). Egyes
dopaminerg sejtek a kiilsé plexiform réteg felé kiildenek rostokat (Gabriel és mtsai.,
1991; Witkovsky és mtsai., 1994). Dendritjeik az 1-es és 5-0s szublaminaban agaznak
szét. A kisérleteink soran barna asobékaban kimutatott TH-pozitiv sejtek rostjaikat az
IPL 1-es szublaminajaba juttattdk, €s szdmuk alacsony volt. Az OPL fel¢ iranyuld
nyulvanyokat nem tudtunk megfigyelni, ami kissé eltér a mas békakra jellemzo
mintdzattol, ahol az OPL felé mend rostok alacsony szdmban bar, de megtalalhatok

voltak.
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5.3.4 Szerotonin

A legtdbb szerotonin immunreaktiv sejt amakrin sejtnek bizonyult a kétéltiiek
retingjaban (Schiittle és Witkovsky 1990; Zhu és Straznicky 1990a), azonban Xenopus
laevis-ben bipolaris sejteket (Glisener és mtsai., 1988; Schiittle és Witkovsky 1990;
Zhu és mtsai., 1992), Rana pipiens-ben pedig ganglion sejteket (Liu és Debski 1993) is
igazoltak. A szerotonin tartalmu amakrin sejteket két csoportba soroltak morfoldgiajuk
alapjan. Az egyik csoportba nagy sejttestel rendelkezd, széles dendritmezejii neuronok
tartoznak, amelyek f6leg az 1. és 2. szublaminaba juttatnak rostokat. A masik csoportba
Kis sejttesttel rendelkez6, diffuz dendriteloszlasu, kis dendritmezejii sejteket talaltak
(Vigh és mtsai., 2000). Zhu és munkatarsai (1992) eredményei alapjan a Bufo és
Xenopus retindban mindegyik nagy, és néhany kis amakrin sejt szintetizalni is képes a
szerotonint, mig a kis amakrin sejtek masik csoportja, a bipolaris és fotoreceptor sejtek
sejttestjei, valamint a fotoreceptorok kiilsd szegmensei csak akkumuldljak azt. A
szerotonint szintetizald sejteknek csak egy csoportja, mig a szerotonint akkumulaléd
sejtek tobbsége GABA immunreaktivitast is mutat a Bufo marinus retinajaban (Main és
mtsai., 1993), mig Xenopus-ban szerotonin ¢és calretinin kolokalizaciojat is kimutattak
(Gabriel 2000). Pelobates-ben a szerotonin tartalmi sejtek morfoldgiailag nem
mutatnak eltérést, valamennyien nagy atmér6jii, Szerotonin szintetizald sejteknek

tinnek. Ennek igazolasara azonban tovabbi kisérletek lesznek sziikségesek.

5.3.5 Substance P

A SP-immunpozitiv sejtek a béka retinara altalanosan jellemz6 sejtféleségek
(Vigh és mtsai., 2000), amelyet vizsgalataink is alatdmasztottak A barna asobéka
retindjabol két, anatdmiailag kiilonb6zd SP tartalm(i amakrin sejtet sikeriilt igazolnunk.
A Bufo retinan korabban végzett mikroanatomiai vizsgalatok csak egy SP-pozitiv sejtet
irtak le (Hiscock és Straznicky 1989b), ez a sejtpopulacié azonban a GABA
immunreaktivitasa alapjan heterogénnek mutatkozott (Main és mtsai.,, 1993).
Lehetséges, hogy a békafajok koziil legalabb a szarazfoldi békafajok retindja két SP-

immunpozitiv sejttipust tartalmaz, melyek egyikének transzmittere a GABA lehet.

A SP/SK kettdsjeloléses vizsgalatok eredményei alapjan a SP- és SK-
immunreaktivitas vilagosan elkiiloniilé sejtpopulaciokban lokalizalodik a Pelobates

esetében, ami egy Tujfajta, neurokémiailag meghatarozhatd sejttipus felfedezését
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jelentheti. Ezt a kovetkeztetést erdsiti meg az a tény, hogy a vizsgalatainkban hasznalt
SP antitest - a preabszorbcios vizsgalatok tanusaga szerint- bizonyitottan nem
keresztreagalt az SK antitesttel. Az emlds idegrendszerben a hasonld antitestek
keresztreagalnak a tachykinin peptid csalad mas tagjaival is (Brecha és mtsai., 1987, De
Koninck és mtsai.,, 1992), ezért az emlds rendszerekben kettds jelolés esetén a
tachykinin immunreaktivitds feliilvizsgalata sziikséges a tachykinin tartalmi sejtek

pontos neurokémiai alkotoelemének tisztazasa végett.

Mivel az éltalanosan ismert, hogy a legtobb peptid tartalmi amakrin sejt mas
transzmitter(eke)t is tartalmaz, feltételezziik, hogy a SK tartalmt sejtekben szintén
talalhatunk még legalabb egy neuroaktiv anyagot. A morfologiai jellegzetességek
alapjan az azonban nem valo6szinii, hogy ez a sejt a korabban leirt széles dendritmezejii
amakrin sejtek barmelyikével azonos lenne (Vigh és mtsai.,, 2000). Tovabbi
kolokalizacids vizsgalatok elvégzésére van sziikség annak igazoldsara, hogy ezek a

sejtek tartalmazzak-e valamelyik f6 gatlo neurotranszmittert, a glicint vagy a GABA-t.

Az irodalomban van bizonyiték arra, hogy a béka idegrendszerben 1évo
tachykininerg sejtek SP és SK termelésére is képesek (Johansson és mitsai., 2004).
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 populacidiban. A kétéltliekben talalhatod
tachykininek bioszintézisének részletei tovabbra sem ismertek (Liu és Burcher 2005).
Ugy gondoljuk, a szintézis folyamata eltérd lehet a SP és a SK esetében a béka
retinaban. Egy kordbbi - a tengerimalac okuléris szoveteinek tachykinin szintézisével
foglalkoz6 - tanulmany allitasa szerint, a retinat leszamitva minden okularis szovetben
magasabb volt a SP molaris koncentracidja, mint a SK hasonl6 értéke (Hayes és mtsai.,
1993). Ugyanez a tanulmany kromatografias vizsgalatok alapjan arra a megallapitasra
jutott, hogy a tachykinin-1 gén transzkripcidja kiilonb6z6 prekurzor folyamatokkal
és/vagy poszttranszlaciés modositasokkal egylitt 1Uj neurokémiai fenotipust
folyamatokra gyakorolt hatasarol késziilt egyetlen elérheté fizioldgiai tanulmany
eredménye azt mutatja, hogy hatdsa a SP hatasaval épp ellentétes (Downing és Djamgoz
1993).
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Annak ellenére, hogy a harom f6 peptid, a Substance P, Substance K, a
neurokinin A és/vagy ezek fajspecifikus variansai léteznek a kétéltiickben, kevés
bizonyiték mutat arra, hogy az NKI1 receptor mellett mas tachykinin receptor is lenne a
kétéltiick idegrendszerében (Johansson és mtsai.,, 2004, Liu és Burcher 2005). Bar
meggy0z6 bizonyitékot még nem publikaltak az NK2 vagy az NK3 receptorok jelenléte
ellen, jelenleg azt tudjuk, hogy az NK1 receptornak 3 izoformaja (bNK1-A, bNK1-B és
bNK1-C) létezik az aga varangyban (Liu és mtsai., 2004), melyek - az emlités
sorrendjében - 309, 390 és 371 aminosavbodl allnak. Ezek koziil a bNK1-C mutatja a
legnagyobb affinitdst a SK fel¢ (koriilbeliill 10%-at annak, mint amit a természetes
ligandja, a bufokinin felé mutat (Liu és mtsai.,, 2004). Az NK1 receptor izoformak
eloszlasa a béka retinaban nem ismert. Ha ez a receptor az egyetlen NK receptor tipus a
béka retinaban, akkor az izoformai valdsziniileg eltéréen helyezkednek el az IPL-ben.
Ugy gondoljuk, hogy ebben az esetben a bNKI1-C eloszlasa a SK eloszlasat fogja
kovetni. E hipotézis igazolasara a jovoben tovabbi kisérletes vizsgalatok elvégzésére

van sziikség.

5.3.6 Neuropeptid Y

Hiscock és Straznicky (1989a) varangyon tapasztalt eredményeihez hasonldan a
mi munkank is kétféle, széles dendritmezdjli NPY-pozitiv amakrin sejt jelenlétét
erdsitette meg. Az ott tapasztaltakhoz hasonloan ezen sejtek térbeli eloszlasa a barna
asobéka retinajaban is egyenletes, denzitasuk azonban a Bufo marinus-nal megfigyeltnél
alacsonyabb (22/mm?) értéket mutat. Fenti sejtek egyenletes eloszlasa ellenére a
varangy retindban a naso-temporalis merididn mentén a retina mindharom rétegében
(ONL, INL, GCL) nagyfoku sejtdenzitas novekedés figyelheté meg (Straznicky 1993).
A barna asobéka esetében csak a fotoreceptorok rétegét vizsgaltuk, ahol azonban a
csapokndl megfigyelt denzitasemelkedés centro-nazéalisan jelentkezett, ¢s mértéke
lényegesen elmaradt a varangynal tapasztaltaktol. Fentiek alapjan feltételezhetd, hogy
az altalunk vizsgalt fajnal ez csak egy enyhe sejtdenzitas emelkedés, ami nem tekinthetd
valddi latocsiknak, mint ami megtalalhato példaul a Bufo esetében. A pontosabb adatok
érdekében, a latocsik meglétének vagy hianyanak végsd bizonyitdsahoz, tovabbi feladat
lenne a ganglionsejt rétegben 1évo sejtek denzitasanak részletes vizsgalata.

A legfeltindbb eredmény az NPY-immunpozitiv rostok megjelenése a belsé

rostos réteg 1l-es szublaminajaban. Kétéltieken alkalmazott immuncitokémiai
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modszerekkel korabban mar kimutattak FMRFamid (Uchiyama és mtsai., 1988; Wirsig-
Wiechmann ¢és Basinger 1988) és Substance P (Uchiyama ¢és mtsai., 1988)
immunreaktiv centrifugalis 1até rostokat a latdidegben €s a retinaban. Halakon végzett
vizsgalatok a terminalis ideg rostjainak FMRFamid és luteinizaldé hormon-releasing
hormon (LHRH) tartalmat igazoltak. Ezek a rostok a retina optikus rostok rétegén és a
belsé plexiform rétegen keresztiil elérték a belsd magvas réteget, ahol hosszl, egyenes
rostokbol all6 plexust képeztek. Axonterminalisaik dopaminerg interplexiform- ¢és
horizontalis sejteken, valamint GABAerg amakrin sejteken, illetve azok nyulvanyain
végzddnek. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a horizontélis és/vagy amakrin sejteken
keresztiil modositjak a retina vizualis jelfeldolgozo folyamatait (Stell és mtsai., 1988).
Annak igazolasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy az NPY-immunpozitiv

rostoknak lehet-e hasonlo szerepe a barna asébéka retinajaban.

A korabbi, békakon végzett vizsgalatokhoz hasonléan (Main és mtsai., 1993) mi
sem talaltunk kisérleti objektumunkban NPY/TH kettdsen jelolt struktirat, habar a belsd
rostos réteg 1-es szublamindjaban a fenti sejtek dendritjei szoros anatdmiai kozelségben
vannak. Mas gerinces fajok esetében sincs ismert példa ezen neurokémiai markerek
kolokalizacidjara retindlis neuronokban, valdsziniisithetd azonban a két sejttipus
egymast kolcsonosen beidegzd kapcsolata, épp a fent emlitett szoros térbeli egyiittallas

okén. Ennek igazoldsara elektronmikroszkdopos vizsgalatok elvégzésére van sziikség.

5.4. Eletméd vagy rokonsag?

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a barna 4sdbéka retindjanak altalanos
felépitése a négylabu gerinces retinara jellemzd, konzervativ rétegzodést mutatja.
Hasonld6 megaéllapitast tehetiink a dopaminerg amakrin sejt vonatkozasdban is
(nagyméretli sejttest, széles dendritfa és dominansan a szublamina 1-ben torténd
nyulvany elagazodas). A sziikebb rokonsagi korre (Anura) jellemzdé neurokémiai
azonossagok is felfedezhetdk: széles dendritfdjii Neuropeptid Y- és Substance P-pozitiv
amakrin sejtek. Az NPY innervacié amakrinsejtes komponense nagymértékben hasonlit
a Bufo és a Xenopus retinaban leirtakra (Hiscock és Straznicky 1989a, b), ellenben itt
mar megjelenik az elsé eltérés is, ami az életmodbeli kiilonbségbdl adodhat: az erds
centrifugalis NPY-erg innervacio. A Substance P innervécio tekintetében is van némi

kiilonbség: mig Bufo-ban 3 szublaminas eloszlast (SL1, 3, 5) irtak le a fenti szerzok,
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addig Pelobates-ben az SP a ko6zépsé szublaminakban (SL2, 3, 4) fordul el6
dominansan. Egy apro kétely azonban megfogalmazddik benniink, nevezetesen az
1980-as évek végén hasznalt anti SP antitestek specificitdsa. A mi vizsgalataink azt
mutattak, hogy az 1-es és az 5-0s szublaminaban zommel inkabb az SK tartalmu rostok
vannak jelen. Ha a mi vizsgalataink soran tapasztalt SP ¢és SK immunreaktivitasi
mintazatot egymasra vetitenénk, akkor jo megkozelitéssel olyan képet nyernénk, melyet
a fent emlitett szerzok anti SP antitestek hasznélataval irtak le. A fentiekbdl is vilagosan
latszik, hogy a Pelobates fuscus retinaja jol illeszkedik abba a leszarmazasi sorba, ami a

békak Pipanura dgara jellemzo.

Fenti hasonlésagok mellett szamos eltérésre is fényt deritettlink. Ezek a
kiilonbozbéségek vizsgalataink alapjan elsésorban a fotoreceptorok eloszlasaban, ezen
beliil is a csapok alacsony aranyaban mutatkoznak meg. Azonban nem csak az alacsony
(10% koriili) arany tartogatott meglepetést szdmunkra, hanem a palcikdk altalanos
morfoldgidja és a csapok neurokémidja is. Békakban a kétféle palcika tipust (normal és
minor rod) mar kordbban leirtak (Witkovsky és mtsai., 1981a). Mi e két tipus mellé a
magmorfoldgia alapjan egy harmadikat is leirtunk, aminek spektralis szenzitivitasa
egyenlére nem ismert. A csapok esetében pedig e csoportra nézve Ujdonsag volt a
GABA tartalmu csapok leirdsa. Mindez arra utalhat, hogy a vizsgalt sejttipusok koziil a
fotoreceptorok lehetnek azok a retinalis neuronok, melyek leginkabb valtozékonyak az
¢letmod fiiggvényében. Nagyon fontos lenne a kozeljovoben feltérképezni a ganglion
projekcié agyi kozpontokba kiildott kodjai rokonithatok-e a korabban leirt
kodrendszerekkel (Griisser és Griisser-Cornehls 1976).

Mindezek a hasonlésagok és kiilonbségek, amelyeket fent felsoroltunk, és azok a
tovabbiak, amelyeket még nem tudtunk leirni, magyarazatot adhatnak arra, hogy miért
kiilonbozik a napi aktivitdsi gorbe, a taplalkozasi viselkedés €s az optokinetikus
nisztagmus. Biztosak vagyunk azonban abban, hogy mindezek a kiilonbozdségek,
legalabbis részben a retinalis mozaikok szerkezeti kiilonbségeibdl adddnak. Ezeknek
néhany elemét megmutattuk disszertacionkban, €s valdsziniisithetben szamos tovabbi

eltérés még felismerésre var.
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6. Kovetkeztetések

A retina 4ltaldnos szovettani, szerkezeti felépitése, a megfigyelt neuronok
morfoldgidja nagyban hasonlit az eddig vizsgalt kétéltli fajokndl tapasztaltakhoz,

azonban az alabbi néhany alapveto kiilonbség felfedezheto:

1. A barna asébéka retinajaban a csapok szama ¢€s a palcikdkhoz viszonyitott
aranya is Iényegesen alacsonyabb az eddig vizsgalt kétéltiiekhez képest.

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

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

fotoreceptort.

4. Az egyes vizsgalt sejttipusok neurokémiajaban is sikeriilt mas kétéltli taxonoknal
tapasztaltaktol eltéré eredményt kimutatni. Vizsgélataink bizonyitottadk GABA-

immunreaktiv csapok jelenlétét.

5. Kisérleteinkben igazoltunk SK-immunreaktiv amakrin sejteket, amelyekben a

SK nem kolokalizalt SP-vel.
6. Azonositottunk NPY-immunpozitiv centrifugalis rostokat.

7. Csak kismértékii eltérést tapasztaltunk a neurokémiai markerek eloszlasadban
calretinin, tirozin-hidroxilaz, szerotonin, SP és NPY esetében, mig

szomatosztatin jelenlétét nem tudtuk igazolni.

Az alacsony csapszam, a neurokémiai markerekben tapasztalhato kiilonbség és a
latoesik (visual streak) valoszinii hidnya mar alapot ad arra a feltételezésre, hogy
Osszefiiggés van a latorendszer strukturaja és az életmod kozott, ennek meggy6zo
bizonyitasara azonban a latorendszer agyi struktirdinak részletes vizsgalatat is

sziikséges elvégezni.
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7. Osszefoglalas

Dolgozatunkban egy kétéltii faj, a barna asobéka (Pelobates fuscus) retindjanak
vizsgalatat tlztiik ki célul. Ez a faj éjszaka aktiv, rejt6zkodd életmodu, a nappalt fold
alatti tiregekben tolti. Hipotézislink szerint a specialis ¢letkoriilmények ¢és a
kornyezethez valo alkalmazkodas tiikrozodnek a barna dsobéka retindjanak szervezodési
¢s ¢élettani sajatsagaiban. Ezért az altalanos retinaszerkezetet, valamint két kiemelt
sejttipus, a fotoreceptor sejtek és az amakrin sejtek morfologidjat, neurotranszmitter
tartalmat és retindlis eloszladsat tanulmanyoztuk immunhisztokémiai-, fény- ¢&s
elektronmikroszkopos modszerekkel. A retina altalanos szdvettani, szerkezeti felépitése,
a megfigyelt neuronok morfoldgiaja nagyban hasonlitott az eddig vizsgalt Bufo, Rana és
Xenopus fajokndl tapasztaltakhoz, azonban az alabbi néhany alapvetd kiillonbség
felfedezheté volt. Az elektronmikroszkopos vizsgalatok soran az eddig morfologiai
alapon elkiilonithetd kétféle palcika mellett kimutattunk egy, a normal palcikdkhoz
hasonld, de sejtmagjanak laza kromatinszerkezete miatt attél mégis eltérd fotoreceptort.
A barna asobéka retindjaban a csapok szama és a palcikdkhoz viszonyitott aranya (1:9)
is Iényegesen alacsonyabbnak bizonyult az eddig vizsgalt kétéltiiekhez képest. A csapok
denzitdsa a retina centro-nazalis teriiletén volt a legnagyobb. A periférian mért
értékekhez képest a denzitdsemelkedés azonban l1ényegesen kisebb mértékii (kb. 1,5x-
es), mint a kifejezett latocsikkal rendelkezé Bufo marinus esetében (kb. 6x-0S), ami a
latocsik valoszinli hianydra utal. Az egyes vizsgalt sejttipusok neurokémidjaban is
sikerlilt mas kétélt taxonoknal tapasztaltaktol eltéré eredményt kimutatni.
Vizsgalataink bizonyitottdk GABA-immunreaktiv csapok jelenlétét, valamint olyan
Substance K (SK)-immunreaktiv amakrin sejteket igazoltak, amelyekben a SK nem
kolokalizalt Substance P (SP)-vel. Azonositottunk NPY-immunpozitiv centrifugalis
rostokat is. Mindezek mellett csak kismértéka 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 tapasztalhatdé kiilonbség és a latdcsik (visual streak)
valészinli hidnya mar alapot ad arra a feltételezésre, hogy Osszefliggés van a
latorendszer strukturaja és az életmdd kozott, ennek meggydz0 bizonyitdsara azonban a

latorendszer agyi strukturainak részletes vizsgalatat is szlikséges elvégezni.
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8. Summary

The purpose of our study has been to investigate the retina of the Amphibian
spadefoot toad (Pelobates fuscus). This secretive species has nocturnal activity,
spending the daytime hours burrowing underground. According to our hypothesis, its
special life conditions and adaptation to the environment are reflected in the anatomical
and physiological features of spadefoot toad retina. Therefore we focused our studies on
general retina structure, the morphology, neurotransmitter content and retinal
distribution of two distinguished cell types i. e. photoreceptor and amacrine cells, using
immunohistochemical methods, light and electron microscopy. The general histological
and organisational structure of the retina and the morphology of the studied neurons are
highly similar to what had been observed in studied species of Bufo, Rana and Xenopus,
although some basic differences do appear. During electron microscopic investigations,
it was possible to identify, in addition to the two morphologically distinct types of rods,
a photoreceptor cell type similar to normal rods but somewhat differing from them in
the loose chromatine structure of its nucleus. Both the number of cones and their
proportion compared to rods (1:9) were much lower in the retina of the spadefoot toad
than is other studied amphibians. The density of cones was highest in the centro-nasal
area of the retina. However, the increase in cone density in comparison with its values
in peripheric retina areas is substantially lower (cca. 1,5 times) than in Bufo marinus
(cca. 6 times), a toad with a pronounced visual streak in its retina, suggesting the
absence of such a visual streak in the spadefoot toad. Also, in the neurochemistry of
certain studied cell types, it was possible to indicate differences as compared to other
amphibian taxa. Our studies have confirmed the presence of GABA-immunoreactive
cones, and proved the occurrence of Substance K immunoreactive amacrine cells in
which Substance K is not co-localised with Substance P. We have also identified
Neuropeptide Y-immunopositive centrifugal fibres. Nevertheless, only limited
difference was found in the distribution of neurochemical markers in the case of
calretinin, tyrosine-hydroxylase, serotonin, Substance P and Neuropeptide Y, and it was
not possible to confirm the presence of somatostatin. The low number of cones, the
difference in neurochemical markers and the possible absence of a visual streak provide
a basis for the assumption that there is a relationship between the structure of the visual
system and behaviour. However, to provide firm proof for this hypothesis it would be
necessary to perform a detailed investigation into the cerebral structures of the visual

system.
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11. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretném megk6szonni témavezetém, Prof. Dr. Gabriel Robert
egyetemi tanar Szakmai iranyitasat és feltétlen tamogatasat, amivel végigkisérte
tudomanyos munkamat. Az O kitartd batoritasa és tiirelme nélkiil nem késziilhetett

volna el ez a dolgozat.

Koszonettel tartozom Dr. Purger Jend egyetemi docensnek, aki doktorandusz

crer

terepi vizsgalataimat, €s a faj magyarorszagi elterjedését leiré mu elkészitését.

Kiilon koszoném Dr. Dénes Viktoria egyetemi adjunktusnak, hogy hosszu
éveken keresztlil megosztotta velem az immunhisztokémia labort, és segitett elsajatitani
a legfontosabb metodikakat. Dr. Wilhelm Marta egyetemi docensnek, hogy ehhez
tdmogatast nyujtott, és ,titkos” receptfiizetét, valamint széleskorii tapasztalatait

rendelkezésemre bocsatotta.

Tovéabbi koszonet Prof. Dr. Seress Laszlo egyetemi tandrnak és a Kozponti
Elektronmikroszkopos Laboratorium asszisztenseinek az elektronmikroszkop, valamint
Dr. Degrell Péter egyetemi adjunktusnak és a II. sz. Belgyogyaszati Klinika és

Nephrologiai Centrum asszisztenseinek a cryostat hasznalataban nyujtott segitségiikért.

Dr. Polldk Edit egyetemi docensnek, hogy beavatott az ultramikrotom
haszndlatdba és az elektronmikroszkopos vizsgalatra szant anyagok feldolgozasaba, és

kritikai észrevételeivel mindvégig tdmogatta munkamat.

Ko6szondm Prof. Dr. Lazar Gyula egyetemi tanarnak, hogy rendelkezésiinkre
bocsatotta sajat készitésli apparatusat €s szakmai segitségét a nisztagmusvizsgalatok
elvégzéséhez, és lehetévé tette a Neurolucida és a Neuroexplorer programok

hasznalatat.

Prof. Dr. Szél Agoston egyetemi tanarnak, hogy a COS-1 antitestet

rendelkezésiinkre bocsatotta.
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Koszonet Prof. Dr. Csoknya Maria egyetemi tanarnak a PhD fokozatszerzési
eljarassal kapcsolatos iigyintézésben nyujtott potolhatatlan és faradhatatlan segitségéért,

valamint azért, mert egy €letre megtanitotta, hogy: ,,A jobb mindig jobb, mint a bal!”

Szeretném megkdszonni Dr. Szabadfi Krisztina tudomanyos
segédmunkatarsnak, hogy a dolgozatirds hajrajaban praktikus tanacsokkal segitette

munkamat, amivel sok id6t és energiat takaritott meg nekem.

Kiilon szeretném megkoszonni Horvai Valér, So6s Nandor, Tiirmer Katalin,
Voigt Anikd ¢és Végh Brigitta hallgatoim kitartd6 munkdjat, akik az iddjarasi
viszontagsagok ellenére rendszeresen vallaltak a terepi vizsgalatok megprobaltatasait,
ezzel jelentdsen hozzdjarulva a Barcsi-bordkas kétéltiifaunajanak, ezen beliil is a barna

asobékanak a pontosabb megismeréséhez.

Kiemelt koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Horvath Gy6zdé egyetemi
adjunktusnak. A vezetésével miikodé diakkoéri mithelymunka keretein  beliil
ismerkedtem meg a tudomdanyos élettel, és az itt gyljtott tapasztalatok, élmények
hataséara indultam el ezen az Gton. Kiilon 6rom szamomra, hogy kozben egy barattal is

gazdagabb lettem.

Végiil, de nem utolsd sorban szeretném megkdszonni Edesanyamnak, hogy
aldozatvallalasaval lehetdvé tette szamomra az egyetem elvégzését és a PhD képzésben
valo részvételt, valamint Feleségemnek, Eszternek €s a csalddom tobbi tagjanak, hogy

mindvégig megtettek mindent annak érdekében, hogy ez a dolgozat megsziilethessen.
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