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Bevezetés

Kérdéskor, jelentoség

Jelen irodalmi attekintés a retinalis ribbon, vagy szalag szinapszisokrdl meglévo tudasunkat
hivatott 6sszefoglalni. Feladatomnak érzem ezért egy minél atfogobb kép elkészitését ezen
organellumok felépitésérol, miikddésérol.

A szemlecikk kérdéskore tehat ezeknek a specidlis szinapszisoknak a mikroszkopikus ¢és
molekularis strukturdja, funkcioja és elvaltozasainak hatdsa a retina miikodésére.

Hogyan is néznek ki ezek a szalag szinapszisok ¢s milyen méretadatok jellemzik Oket?
Milyen fehérjék vesznek részt a felépitésiikben és mukodtetésiikben? Milyen szerepiik van a
neurotranszmisszio szabalyozasaban, hogyan miikodnek, mi a pontos feladatuk? A ribbon
szinapszisok épitokoveinek elvaltozasai, hianya vagy diszfunkcidja milyen retinalis
karosodas(oka)t von maga utan és hogyan fejezddik ez ki a 1atds mindségében?

A kérdések megvalaszolasanak érdekében kitérek a késdbbiekben a ribbon szinapszisok méret
adatainak, valamint sejtre jellemzdé szdmossaganak ismertetésére, majd Osszefoglalom a
szinaptikus szalagok ¢s az aktiv zéna citomatrixdnak felépitésében és miikodtetésében részt
vevO fehérjékrdl rendelkezésre allo informécidkat. Ezek utdn ismertetem a szinaptikus
fontos a fizioldgia ismerete, ezért a szakdolgozat végén foglalom 06ssze a ribbon
szinapszisokhoz kotheté rendellenességeket, a  strukturalis, funkciondlis fehérjék

A latas pontos mechanizmusardl, a neurotranszmisszio molekuldris szinti szabalyozasarol
meglévd tuddsunk igen mozaikos, ezért a fenti kérdések megvalaszoldsa, a ribbon
szinapszisok szerepkorének megértése hozzaadhat egy darabot ehhez a mozaikhoz, teljesebbé
téve tudasunkat a latdskémiai folyamatokrol. A kérdéskor aktualitasa abban rejlik, hogy a
szinaptikus ribbonok felépitésének €s funkcidjanak felderitésével egy olyan ’fegyvert’ kaphat
kezébe az emberiség, amelyet felhasznalhat az orvostudomany a retina degenerativ betegségei

ellen folytatott "harcaban’.

Anyag és modszer

A szemlecikk 6sszedllitdsahoz felhasznalt szakirodalmat az alabbi adatbazisokbdl gytlijtottem
Ossze: PubMed, IOVS (Investigative Ophtalmology & Visual Science), NIH (National
Institute of Health) Public Access, Science Direct; az alabbi kulcsszavak felhasznalasaval:
retina, ribbon synapses, photoreceptor, bipolar cells, CAZ, structure, architecture, function,

role, pathology, disorder.



Altalanos

Mi is a latas? A fotoreceptorokban lejatsz6do lataskémiai folyamat jol ismert.

A fotoreceptorsejtek a retina felszinére merdlegesen allo, tobb rétegen ativeld, megnyult
érzékhamsejtek, melyek fényérzékeny nyudlvanyai, a csapok és palcikdk képezik a
fotoreceptor-réteget. A receptorokon két rész kiilonithetd el, a kiilsé és a belsé szegmens. A
beltagban foglalnak helyet a szokvanyos sejtorganellumok és itt termelddnek a
fotopigmentek, valamint a transzdukcios lanc fehérjéi is. A kiiltag ezzel szemben egy
feltiletsokszorozo membranrendszerbdl all, amely a fotopigmenteket hordozza.

A kiiltagmembran  lipid  kettdsrétegében  felhalmozott  fotopigment integralis
membranfehérjébol (opsin) és fényérzékeny prosztetikus csoportbdl (11-cisz-retinal) all. A
foton abszorpciojara a retindl megvaltoztatja az alakjat (cisz-transz izomerizacid), ami az
opsin konformécidvaltozasaval jar. Az igy aktivalt opsin jelatviteli lancot indit el. El6szor a
transzducin (G-protein), majd a foszfodiészteraz aktivalddik, aminek hatadsara csokken a
sejtmembran Na-csatorndit nyitva tarto6 cGMP szintje, és a fényexpozicid6 a Na-csatornak
bezarddasa révén a depolarizacid csokkenését, esetleg hiperpolarizacidt okoz. Sotétben, ezzel
szemben, a nyitott Na-csatorndk depolarizadcidt tartanak fenn, amely a glutamat
neurotranszmitter folyamatos leaddsat teszi lehetové. A fotoreceptor sejtek tehat sotétben
aktivak és fény hatdsara gatlodnak. A fény altal beinditott szignal transzdukcids kaszkad egy
membranpotencial-valtozast is eredményez, ami datadddik a fotoreceptorok belsd
szegmenseibe, a szinaptikus termindlok membran-potencial valtozasait indukdlva. E
potencialvaltozasok altal torténik meg a fotoreceptorok transzmitterének, a glutamat
leadasanak szabalyozasa (Rohlich P., Szovettan I-11.).

A fotoreceptorok neurotranszmitter leadasa hagyomanyos abban az értelemben, hogy a
kalcium bejutasatol fligg, melynek szintje a depolarizacié kovetkeztében novekszik. Nem
szokvéanyos azonban, hogy jel hianyaban depolarizalt a sejtmembran, majd a beérkezd jel
hatasara hiperpolarizacid kovetkezik be. Azaz sotétben a fotoreceptorok glutamat leadasa
egyenletes, melynek szintje a beesd fény intenzitasatdl fliggd modon csokken.

A palcak mar egyetlen foton elnyelésének kovetkeztében is mérhetd jeleket adnak le,
azonban nem képesek a fény intenzitasbeli valtozasait jelezni ~10° darab foton felett
(Matthews és Fuchs, 2010). A csapoknak azonban alacsonyabb az érzékenysége: nagyobb
mennyiség (db foton) elnyelése valtoztatja meg észlelhetd szinten a glutamat leaddsanak
szintjét. Ezen szenzitivitds kiilonbségek ellenére, mindkét fotoreceptor tipus azonos
szinaptikus késziiléket, az Un. szinaptikus ribbonokat hasznalja a neurotranszmisszid
kivitelezésére. A retinaban azonban nem csak a fotoreceptorok rendelkeznek ribbon

szinapszisokkal. Az altaluk leadott szignalt interneuronok kozvetitik, melyek koziil a bipolaris
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idegsejtek hasonlo szinaptikus apparatussal rendelkeznek, mint a fotoreceptorok. Az emlitett
retinalis neuronok (fotoreceptorok és bipolarisok) kiilonleges szinapszisai ugyanis gyorsan,
nagy mennyiségli neurotranszmitter leadasara képesek hosszan tartd periddusokon keresztiil
(Morgans, 2000). Kifejezetten a gerincesekre jellemzd specializacidnak szamitanak. De vajon
a ribbonok mely tulajdonséagai jelentenek adaptiv elonyt a retina fotoreceptorai és bipolaris
neuronjai szdmara?

A szinaptikus ribbonok egyedi funkcidinak magyaradzataként felallitott modellek csupan
hipotetikusak, kozvetett moédon azonban egyes eredmények ezeket a feltevéseket igazoljak,

igy kizarni egyiket sem lehet.

1. 'Conveyor-belt' hipotézis:

Parsons ¢és Sterling (2003) eredeti elgondoldsa szerint, a ribbon szinapszisok valamiféle
,»szallito szalagok” lehetnek, hiszen tartalmaznak egy kinezin-tipusu motorproteint. Az
elgondolas logikus, azonban ennek a fehérjének a miikodése a szinaptikus ribbonokban még
ma sem tisztdzott. Az azonban bizonyos, hogy a konvenciondlis motoros funkcié ellatdsdhoz
mikrotubulusok jelenléte és ATP hidrolizis sziikséges. A mikrotubulusok hidnya énmagéaban
nem zarna ki a fehérje miikodését, hiszen a ribbon feliiletén vannak bizonyos fehérje
természetl 'rogok’, melyek a mikrotubulusokat helyettesitd 'kapaszkodé helyek' lehetnek.
gy a specialis 'fej és nyak' funkcids egységei révén a fehérje konnyedén lépkedne
kapaszkodordl kapaszkoddra a ribbon felszinén, hasonloképpen szallitva a szinaptikus
vezikulumokat, mintha egy mészéfalon hatizsdkkal mozognank. Mivel azonban az ATP
hidrolizis ehhez is elengedhetetlen tényez6 €s ennek lehetdsége sem 4ll rendelkezésre a ribbon
szinapszisoknal, a futdszalag-hipotézis érvényessége igen kétséges.

Valészinii tehat, hogy a vezikulumok nem mozognak a ribbon 'gerincén' le-fol, ezért 1éteznie
kell egy mas mechanizmusnak, ami lehetdvé teszi az egyenletes, intenziv és hosszan tarto

neurotranszmissziot.

2. 'Safety-belt' hipotézis:

A megfigyelések azt az elképzelést tdmasztjak ala, hogy a ribbonok feleldsek a vezikulumok
Osszegyljtéséért, mintegy 'befogd késziilékként' funkciondlva. A szildrdan megkotott
vezikulumok aztan Ugy sorakoznak fel a ribbon feliiletén, hogy a beérkezd jel hatdsara
membranjaik egymadssal Osszeolvadhassanak. Ez a jelenség egyediilallo, csak a ribbon
szinapszisok mikodésében jellemzd. A 1étrejovo fuzids kaszkad magyarazhatja a szalag
szinapszisok specialis transzmitter leadasanak mechanizmusat, hiszen az Osszeolvadd
vezikulumoknak koszonhetéen gyorsan, nagy mennyiségli transzmitter szabadulhat fel

(Parsons és Sterling, 2003, LoGiudice és Matthews, 2009).
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3. Neurotranszmisszo szabalyozasa:

A szinaptikus szalagok azonban nem csak a vezikulumok rogzitéséért, tehat az exocitozis
elokészitéséért, hanem annak pontos kivitelezéséért, iranyitasaért is felelosek. Ha pedig
megtortént a glutamat leadasa, a vezikulumoknak vissza is kell t6ltddniiik. Latszolag, mind az
Oket kialakitd membran reorganizacidjaban, mind pedig a transzmitterrel torténd
feltoltésiikben fontos szerepet toltenek be a szinaptikus ribbonok. Ez azt jelenti, hogy nem
csak az exocitdzis, de az azt kovetd endocitdzis iranyitasa is hozzatartozik szerepkoriikhoz

(Zanazzi és Matthews, 2009).

A kovetkezokben attekintem ezen funkciok molekularis hatterét, de elobb lassunk néhany

adatot a ribbon szinapszisok morfoldgidjardl!



Mikroszkopikus szerkezet

A szinaptikus ribbonok elektronmikroszkdpos képeken jol lathato, elektrondenz, osmiophil
(specifikusan reagal az osmium-tetroxiddal) fehérje képzédmények, melyeket szinaptikus
vezikulumok vesznek koriil. Ezek a heterogén organellumok aktivitastol, illetve a sejt
tipusatol (a belso fiil szorsejtjei és a pinealocitdk is tartalmaznak ribbon szinapszist) fliggden
valtoznak szdmban, méretben, alakban és a kapcsolodd vezikulumok szamaban. Alakbeli

valtozatossagukat alabb, az 1. dbra szemlélteti.

1. abra. Rribbon szinapszisok alakbeli valtozatossaga (LoGiudice és Matthews, 2009):

Postsynaptic
Dendrites

300hnm

Photoreceptor
terminal

A B kép elektronmikroszkopos felvételén lathato ribbon szinapszis egy szalamandra pélcika
fotoreceptoranak preszinaptikus termindljaban taldlhato, térbeli szerkezetét az A kép
modellezi, melyen jol latszik a jelegzetes lemez/szalag-forma. A C és D képek egy béka belsd
fiilének sacculusaban taldlhato, gomb alakt szinaptikus testet abrazolnak, mig az E és F képek
a Drosophila fotoreceptor terminalisaban taldlhato kezdetleges, ribbonhoz hasonld T-alaku
struktirat mutatnak be. A z6ld gombok a preszinaptikus membranhoz kotott, exocitdzisra
elokészitett un. 'docked' vezikulumokat szemléltetik.

A vezikulumok vékony, ismeretlen felépitésii fonallal kapcsolédnak a ribbon 'gerincéhez',
annak teljes hosszaban és minden dimenzidjaban, kivéve az alapi régiot (arciform density),
mely fehérje Osszetételének koszonhetden horgonyzohelyként funkciondl a fotoreceptorok

szinaptikus szalagjai szdmara. Az egy feliileten rogzitett fehérje szalagok ezaltal mintegy
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lebegnek a citoplazmaban atlagosan 20nm-rel a preszinaptikus membran folott. Meglepd
azonban, hogy a bipolaris sejtekbdl a kihorgonyzasért felelds fehérje hianyzik.

A fotoreceptorok szinaptikus szalagjai jellemzoen lemez alaktiak, ~30nm vastagsaguak ¢és
maximum 200nm mélységig nyllnak a citoplazméba a sejt belseje felé, merdlegesen a
preszinaptikus membranra, de hosszban, azaz parhuzamosan a preszinaptikus membrannal,
véltozhatnak koriilbeliill 200-1000nm  kozott. Osszehasonlitva a  fotoreceptor ribbon
szinapszisokat a bipolaris sejtek szinaptikus szalagjaival a legszembetiindbb kiilonbség, hogy
a bipolaris neuronok ribbonjai jelentésen kisebb méretliek, ugyanakkor nagyobb szamban
vannak jelen a szinaptikus termindlokban. Egy palcikasejt preszinaptikus elemében, a
spherulumban jellemzden egy darab ribbon taldlhatd, mig a csapok preszinaptikus elemében,
a pediculusban ez a szam atlagosan 10-12 kozé tehetd, egy atlagos emlds bipolaris idegsejtben
azonban 30-40 darab is el6fordulhat.

A ribbonok felszine kinézetre olyan, mintha apr6é (~5nm atmérdjii) fehérje szemcsékkel
lenne telehintve, ezekhez kapcsolddnak hozza a szinaptikus vezikulumok nagyon finom szalu,
atlagosan Snm vastag ¢s 40nm hosszu fehérje filamentumaikkal. A vezikulumok stirtin,
egymashoz kozel helyezkednek el a szalag szinapszisok feliiletén, de egymadssal nem
érintkeznek. Azok a vezikulumok, amelyek a ribbon alapi zondjanal sorakoznak, kozvetlen
kapcsolatban dllnak a preszinaptikus membrannal, készek az exocitozisra. Ezeket a
vezikulumokat nevezik az angol szakirodalomban 'docked' vezikulumoknak. A ribbon
szinapszisok geometridjaja alapjan feldllithato egy fix ardny a felszinhez kotott és 'docked'
vezikulumok szdma kozott, mely a lemez alaku ribbonok esetében 5:1, a gdombded
szinapszisok esetében viszont 10:1. Egy tipikus emlds csap output terminaljanak ribbon
szinapszisai kozel 3000 vezikulumot kétnek meg a felsziniikon, mig ~600 vezikulum 'docked'
allapotban van a plazma membrannal. Az emldsok palcika fotoreceptor ribbon szinapszisai
félhold alakt lemezek és atlagosan 130 vezikulumot 'dokkolnak' a ~640 darab megkdotott
vezikulum mellett. A fotoreceptorok szalag szinapszisai a kutatdsok alapjan nagyobbnak
bizonyultak a bipoléris neuronokban taldlt ribbonokhoz képest, melyekbdl azonban sokkal
tobb van egy preszinaptikus termindlban és altaldban gombded, vagy lapositott ellipsoid
formajukbol kiindulva ~110 vezikulum megkotésére képesek ( Sterling és Matthews, 2005,
Zanazzi és Matthews, 2009).

Milyen fehérjék feleldsek tehat ennek az egyedi morfoldgidnak a kialakitasaért és milyen

feladatokkal rendelkeznek ezeknek a specializalt szinapszisoknak a mikodtetéséért?
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Molekularis struktura — szerkezeti fehérjék

RIBEYE és CtBP

Schmitz és munkatarsai azonositottak elsoként a szinaptikus szalagok f6 alkotoelemét, a
RIBEYE nevi fehérjét, melynek elnevezése utal specifikus eléfordulasi helyére, a ribbonra,
valamint a szemre, melybdl izolaltdk. A RIBEYE egy 120kDa-os komplex fehérje, mely
egyediilallo a ribbon szinapszisok szerkezetében, mas organellumok felépitésében nem vesz
részt. Ez a protein adja a ribbonok {6 tomegét, ezért szamos RIBEYE molekula sziikséges egy
ilyen szinaptikus apparatus felépitéséhez (Heidelberger, Thoreson és Witkovsky, 2005).
Zenisek kutatdcsoportjanak 2004-es mérései szerint egy bipolaris sejt egyetlen szinaptikus
ribbonja legalabb 4000 RIBEYE molekuldt tartalmaz, mely hozzéavetdlegesen a ribbon
térfogatanak 67%-at teszi ki.

A RIBEYE funkcionalis egységei egy szerin €s prolin-gazdag amino-terminalis, az un. A
domén, valamint egy karboxi-termindlis, a B domén. Az A domén csak a RIBEYE
szerkezetére jellemzd, mas fehérjékkel Osszevetve nem talaltak identikus strukturat az
adatbazisokban, a B domén viszont kozel identikus egy ismert transzkripcids represszorral, a
karboxi-terminalis-kot6 fehérje 2, azaz CtBP2-vel.

A CtBP2 egy sejtmagi fehérje, ami a CtBPl-gyel kozosen alkotja a transzkripcids
represszorok egy csaladjat. A CtBPl-et egy adenovirus eredetli protein vizsgélata kozben
azonositottak s csak ezt kovetden figyelték meg a CtBP2-t is, mint a CtBP1 strukturalis és
funkcionalis homologjat.

A CtBP2-vel szekvencidlisan nagyrészt azonos B domén egy rovid szakaszban kiilonbozik a
CtBP2 N terminalisdnak végétdl. Schmitz ¢€s munkatdrsai szerint ez a tény arra enged
kovetkeztetni, hogy mindkét fehérje azonos génrdl expresszalodik, de a transzkripcio
szabalyozasaért eltér6 promoterek felelések. A RIBEYE felépitése és az azt kddold gén
jellemzdi ugyanis azt sejtetik, hogy a fehérje evolucidja soran a szerkezetében megjelent egy
yjszerii N terminalis, melyhez kapcsolodott egy el6zdleg mar 1étezd protein, a CtBP2, ez
késobb modosult, de a fuzidé eredményeként kialakult egy uj funkciokkal rendelkezd komplex
fehérje, a RIBEYE (Schmitz et al., 2000; Almers et al., 2005).

Mivel a CtBP1 és a CtBP2 heterodimereket formalnak transzkripcidos komplexekben, a
CtBP1 ugy keriilhetett a ribbonok szerkezetébe, hogy interakcidba lépett a RIBEYE B
domain-jével, ami, mint tudjuk kozel identikus a CtBP2-vel. A RIBEYE-jal ellentétben
azonban ez az alkotdéelem mads szinapszisok felépitésében is jellemz6. Amellett, hogy

transzkripcids ko-represszorként funkcional a CtBP1 szerepet jatszik az intracellularis



membran-szallitaisban, a membranok feldarabolasaban, valamint a citoszkeletalis
mikrotubulusok organizacidjanak szabalyozasaban (Zanazzi és Matthews, 2009).

Mi lehet tehat a RIBEYE doménjeinek funkcidja? Ismert, hogy mindkét domén képes
RIBEYE-RIBEYE interakciok kialakitasara (Matthews és LoGiudice, 2009), harom RIBEYE
kotohely talalhato az A és kettdé a B doménen (Magupalli et. al., 2008). Ezek homo- és
heterotipusos kapcsolatok is lehetnek attol fiiggden, hogy azonos vagy kiilonb6zé domének
reagdlnak egymadssal a szomszédos RIBEYE molekuldkon (Mercer és Thoreson, 2011), igy
hozva Iétre a ribbon szinapszisok strukturalis gerincét.

Alabb a 2. abra mutatja be sematikusan a RIBEYE molekulak tomott, hipotetikus
elrendezddését a szinaptikus ribbonok felépitésében.

Az ébra hipotetikus modellje szerint a RIBEYE molekulak ugy rendezddnek a ribbonok
szerkezetében, hogy az A domének a ribbonok belseje felé fordulva alkotjak a ribbon szilard
vazat, mig a B domének kifelé fordulva szamos molekuldval képesek interakcioba keriilni a
ribbon feliiletén.

Magupalli és munkatarsai 2008-ban bizonyossagot taldltak arra is, hogy a RIBEYE
onmagaban képes lehet ribbon-szerii struktirak kialakitasara, mert a RIBEYE transzfektalt
retindlis prekurzor sejtekben tortént exogén expesszidja sordn olyan protein aggregatumok

képzddtek, melyek a legtobb esetben vezikulumokkal voltak koriilvéve.

2.4abra. RIBEYE molekuldk elrendezddése a ribbonokban (Frank Schmitz et. al., 2012):

synaptic ribbon
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Schmitz kutatdcsoportjanak tovabbi munkdja Gjabb evidencidkkal szolgalt arra a feltevésre,
hogy a RIBEYE A doménje valdszintlileg aggregatum képzd sajatsaganal fogva a ribbon
szilard, strukturalt felépitéséért felelds, mig a B domén minden bizonnyal a ribbon feliiletén
helyezkedik el és NAD" megkdtésére képes (Schmitz et. al., 2000). Ezt jelzi az a tény is, hogy
a CtBP1 és 2 hasonléak a NAD -fliggé 2-hidroxisav dehidrogendzokhoz. A mechanizmus
analogjaként emlitik meg, hogy a CtBP-k kotések kialakitasaért felels szekvenciai a target
proteinjeiken megosztoznak egy megegyezd szekvencian, amit PXDLS (Pro-X-Asp-Leu-Ser)
motivumként irtak le. A PXDLS motivumok szdmos transzkripcios faktorban és gén-
represszids effektorban fordulnak eld, mint példaul bizonyos hiszton-deacetilazok (Quinlan
et. al, 2006). Ebbol kiindulva a RIBEYE B doménje interakciokba Iéphet olyan
szekvencidkkal, amelyek tartalmazzdk a CtBP-k konszenzus szekvencidjat, a PXDLS
motivumot. Amennyiben ez teljesiil, arra kovetkeztethetiink, hogy a célszekvencia feltehetden
a szinaptikus vezikulumok membranjat alkotd, egy vagy tobb proteinjében van. Ennek alapjan
ez az interakcio lehet felelos a vezikulumok megkdotéséért és/vagy athelyezéséért a szinaptikus
szalagok feliiletén (Schmitz et. al., 2000). A szinaptikus vezikulumok membréanjaban talalhaté
fehérjékben el6forduld esetleges PXDLS motivumokat azonban még nem deritették fel, igy az
ilyen iranyd kutatomunka kozelebb vihetne minket a vezikulumok ribbonokkal torténd

Fontos tény ezen kiviil, hogy a ribbonok felépitése mellett a RIBEYE kulcsfontossagu a
szalag szinapszisok aktiv zdndhoz (itt torténik az exocitdzis) rogzitésének mechanizmusdban
is, hiszen reakcidoba 1épve az aktiv zona citomatrixdnak fehérjéivel hozzdjarul a ribbon
sejtmembranhoz torténd kihorgonyzasahoz ( Dieck et. al., 2005).

Napjaink eredménye, hogy a RIBEYE fontos szerepet jatszik a belso fiil szérsejtjeiben a
Ca”" csatornak jellemz6 elrendezédésének kialakitasaban is (Sheets et. al., 2011).

Végiil, de nem utols6 sorban megemlitem, hogy a szinaptikus ribbonok dinamikus
képzddmények, melyek kalcium-medidlt dtrendezddése aktivitas (éjjeli vagy nappali) fiiggd.
Nappali fény hatdséra a kihorgonyzé fehérjék konformécid valtozasainak kovetkeztében a
szinaptikus ribbon ledisszocidl a plazmamembranrol €s szabadon lebeg a citoplazméban, &jjel
azonban visszakapcsolddik az aktiv zonahoz és folytatddhat a neurotranszmisszio.

A B domén interakcidja egy un. GCAP molekuldval felelds lehet a szinaptikus szalagok
Ca*"-fiiggd 4t- és visszarendez6déséért (Schmitz et. al., 2012), ennek mechanizmusét azonban
alabb, a GCAP protein ismertetésénél taglalom majd részletesebben.

Megjegyzendd, hogy gerinctelenek, mint példaul a Drosophila és a C. elegans
genomvizsgalata sordn taldltak ugyan CtBP2 vagy B domén homoldgot kodold gént, azonban

a RIBEYE A doménjét, vagy homologjat kodold szekvenciat nem, azaz minden jel arra mutat,
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hogy a RIBEYE és ezzel egyiitt a retinalis szinaptikus ribbonok a gerincesek evollcios
vivmanyai (Schmitz et al, 2000). Bizonyiték utdn kutatva ennek a feltevésnek az
alatdmasztasaért, rakerestem a RIBEYE complete cds-eire (coding sequence) az NCBI
honlapjan és nagy meglepetésemre csupan négy faj RIBEYE mRNS-ének teljes szekvencidja
allt rendelkezésre. Véleményem szerint a jovoben ez szintén érdekes kutatdsi téma lehetne.
Ezek a fajok a Homo sapiens, Bos taurus, Mus musculus és Danio rerio voltak, mind gerinces,
azaz a hipotézis tovabbra is megallta a helyét, ugyanakkor a végs6 konzekvencia levondsédhoz
tul kevés volt az adat. Az ember RIBEYE mRNS nukleotid sorrendjét valasztva referencia

szekvencianak az aldbbi honlapon: http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start

kerestem egyezéseket a teljes, megszekvenalt genommal rendelkezo €é161ények génkészletében
erre a szekvencidra és azt taldltam, hogy komoly egybecsengések (50% felett, az ember 3686
bazisparjahoz képest 1843 feletti azonos bdazispar) valdban csak a gerincesek esetében
vannak. Tehat mindamellett, hogy kijelenthetjiik: a ribbon szinapszisok a gerincesekre
jellemzd képzddmények, megjegyzendd, hogy ribbon-szeri struktirdkat a gerinctelenek,
példaul a Drosophila fotoreceptor termindlisaban is talaltak (1. abra), am itt nagy a

molekularis eltérés a klasszikus szinaptikus ribbonoktol.

GCAP és CaBP

A Ca*" az élettani folyamatok egyik legfontosabb ionja, mely a csontok mineralizaciojatol
elkezdve, az izomkontrakcidk szabalyozdsdn at a sejtek informacidkozléséig szamos
miveletet irdnyit és befolydsol. Koézben rengeteg fehérjével keriil kapcsolatba, melyeken
specialis kalcium-koté motivumok talalhatok. Ezek koziil az egyik leggyakoribb az 'EF-hand'
motivum.

A motivum elnevezése utal a Ca*" megkotésének mechanizmusara. A motivum strukturélis
szervezOdésének (helix-loop-helix) bemutatasara elkészitett modell oGtletesen szemlélteti
annak a Ca’" megkotésénél 1étrejové konformaciovaltozasat is (3. dbra). Az F-helix képes
elmozdulni az E-helix felé, ezzel kozrefogva a kalcium iont, mint egy hiivelyk és egy mutatd
ujj (Lewit-Bentley és Réty, 2000).

Az 'EF-hand' doménnel rendelkezd kalcium-kotd proteinek jellegzetessége, hogy magas
affinitassal kotik meg a Ca®" ion(ok)-at. Az 'EF-hand’ motivum helix-loop-helix
szerkezetében helyet foglald 'loop' régid tilnyomdrészt savas tulajdonsdgu aminosavakbol

tevodik 0ssze, melyek kelatokat képeznek a Ca*"-nal (vagy magnéziummal).

12



3. abra. EF-hand domén szerkezete

(http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Proteins8.html):

’} w .Fheﬁx
Ay

EF hand

Az 'EF-hand' motivumot hordozé fehérjéknek két csoportja van jelen a retindlis ribbon
szinapszisok kozelében: a neuronalis kalcium szenzor (NCS) proteinek csaladja, mely
magaban foglalja a guanilat-ciklaz aktivald proteineket (GCAPs of ~24kDa) és a kalcium-
kotd fehérjék csaladjanak (CaBPs) tagjai. Megjegyzendd, hogy a szinaptikus ribbonoknal
miikodd, L-tipusu, fesziiltség-fiiggd kalcium csatorndk al alegysége (Cayl.4) szintén
tartalmaz 'EF-hand' domént.

Napjaink kutatasi eredményei azt sejtetik, hogy a fotoreceptor ribbon szinapszisok akitivitas-
figgd strukturalis valtozasaiért a GCAP proteinek lehetnek a feleldsek. A fotoreceptorok
szinaptikus szalagjai ugyanis aktivitasuktol fiiggden ledisszocidlnak az aktiv zdéna teriiletérol
(nappal) s a citoplazmaban lebegve sziineteltetik funkciojukat, majd a megfelelé impulzus
hatasara (éjjel) visszarendezOdnek és tjra hozzdkotddnek a plazmamembranhoz. Ez a
dinamikus at- és visszarendez6dés fiigg a Ca>"-t61 és a cGMP-t81 (Schmitz et al., 2012).

A GCAP proteinek négy 'EF-hand’ motivumot tartalmaznak. Az emlds retindban harom
izoformdjuk van jelen, a GCAPI, 2 és 3, melyek el6fordulasa fajfiiggd. Venkatesan
kutatdcsoportja egereken végzett kisérleteiben kimutatta 2010-ben, hogy a GCAP2 karboxi-
termindlis régidja képes interakcioba lépni a RIBEYE B-doménjével NAD(H)-dependens
modon. A GCAP2 tulexpresszaltatisa a fotoreceptorok preszinaptikus terminaljaiban
szignifikansan csokkentette a kihorgonyzott ribbon szinapszisok szdmat az aktiv zénaban. A
folyamat pontos molekularis hattere azonban még nem ismert (Schmitz et al., 2012).

A CaBP-k kozill a 2-es, 4-es ¢€s 5-0s izotipusok retina specifikus kalcium-ko6to fehérjék,
melyek eloszlasa szintén fajspecifikus. Tadao Maeda kutatdcsoportja egereken (CaBP4)
végzett kisérleteket 2005-ben, hogy ezeknek a proteineknek a funkciojat feltérképezzék a

fotoreceptorokban. Eredményeik afelé mutatnak, hogy a CaBP4 esszencidlis a fotoreceptor
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ribbon szinapszisok kifejlodéséhez és fenntartdsdhoz, minden bizonnyal a kalcium csatorndk
¢s igy a neurotranszmisszid funkciondlis moduldciodja éltal. A CaBP4 deficienciaban szenvedd
egerek fotoreceptor ribbon szinapszisai ugyanis komoly karosodédsokat szenvedtek s igy
funkcioik ellatasara alkalmatlanokkd valtak. A neurotranszmisszio kivitelezésének egy
kulcsfontossagu proteinje tehat a CaBP4 a fotoreceptorok ribbon szinapszisaiban. Szerepe a
ribbon kalcium csatorndhoz vald kotése (Maeda et al., 2005). A CaBP4 tehat képes
kozvetetten interakcidba lépni a RIBEYE-jal, igy teremtve fizikai kapcsolatot a szinapszis €s
a kalcium csatornak kozott egy masik, az in. Munc119 fehérje kézremiikodésével.

A Muncll19 a C. elegans-ban el6forduldé Uncl19 protein funkciondlis ortologja ¢és
nélkiilozhetetlen a ribbonokkal rendelkezé sejtek szinaptikus jelatvitelének lebonyolitasaban.
Ez a fehérje NAD(H)- independens médon kozvetlen kapcsolatban van a szinaptikus ribbonok
{6 alkotdelemével, a RIBEYE-jal (4lpadi et al., 2008) és rendelkezik egy CaBP4-kotd hellyel
is.

A 4. abra sematikusan abrazolja, hogy elméletben hogyan alakulhatnak ezek az interakciok,
az azonban még nem tisztazott, hogy vajon ezek a kapcsolatok a fehérjék kozott

1étrejohetnek-e egy idében.

4. abra. RIBEYE kapcsolata a Ca-csatornakkal (Schmitz et al., 2012, atalakitott abra):

synaptic ribbon
L4

v
synaptic vesicles
°

A GCAP, CaBP és Muncl19 fehérjék kapcsolatainak pontos molekularis hattere és az
interakciok egyidejii 1étrejottének lehetdsége még nincs felderitve, ezek vizsgalata a jovoben
hozzédjarulna a szinaptikus ribbonok aktivitas-fiiggd dinamizmusénak 4atfogobb

megismerés¢hez.
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KIF3A

Muresan és kutatdcsoportja 1999-es cikkében arrdl szdmol be, hogy a KIF3A jelen van a
gerincesek retindjaban a fotoreceptorok szinaptikus ribbonjainak szerkezetében, valamint a
belsd rostos réteg (IPL) szinaptikus ribbonjaiban is nemcsak a ribbon matrixdban, de a
megkotott €s a ribbonok kozelében 1évo vezikulumok tobbségének membranjdban is.

A kinezin-szupercsaldd tagjaiként szdmon tartott KIF3 motorfehérjéket elsdként Yamazaki
¢s munkatarsai klonoztdk és azonositottdk az 1990-es évek elején. 1995-ben megjelent
cikkiikben ismertetik e fehérjék sajatsdgait, miszerint aminosav szekvencidjukban 47%-o0s
egyezést mutatnak és képesek egymassal illetve még harom ~100kDa-os KAP3 molekulaval
(kinesin-superfamily associated protein) kapcsolatot létesiteni. KAP3 hianyaban a KIF3A
kozvetleniil is tud a KIF3B-vel komplexet alkotni, s ebben a heterodimer forman az esetek
nagy tobbségében membranboritast organellumokhoz asszocialt allapotban fordulnak eld. A
KIF3A/B komplex strukturajat az jellemzi, hogy az egyik végén két, a masik végén pedig egy
globularis elemet tartalmaz, azaz két 'feji' €s egy 'farki' részt hordoz. A 5. abra szemlélteti
sematikusan ezt az elrendez6dést. Az abran feltiintetett tovabbi molekuldk a mi attekintésiink
szempontjabol lényegtelenek, ugyanis ezek a retindlis ribbon szinapszisok kdrnyezetében nem

fordulnak el6, az agyi axondlis transzportfolyamatokban jatszanak szerepet.

5. abra. A KIF3A szerkezete (Kaibuchi K. et al. atalakitott abrdja):

KIF3 motor

PAR-6 ( aPKC )

Motor region Coiled-coil

KIF3A KIF3B a Tail
# eV 4 Motor reigon LCoiled-coﬂ J Tail

icrotubule KIF3B

E két protein 'feji' része egyenként is képes motoros aktivitdsra. In vitro, izoldlt axonokban
kimutattdk, hogy lehetévé teszik membran jellegli organellumok mikrotubulusok mentén

torténd anterograd, azaz pozitiv vég felé irdnyulo transzportfolyamatait.
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A KIF3A jelenléte tehat egy, a ribbonokra jellemzd motoros funkcid lehetdségét veti fel,
kivaltképp azért, mert a konvenciondlis szinapszisok szerkezetébdl latszdlag hidnyzik ez a
protein.

Felvetodik tehat a kérdés: mi is lehet ez a funkci6o? A megkotott vezikulumoknak az
exocitozis szintere felé¢, azaz az aktiv zéna felé torténd szallitisdban betoltott szerepet
kizarhatjuk, hiszen a ribbon szinapszisok szerkezetében illetve kozvetlen kozelében,
konkrétan maga a ribbon-gerinc és az aktiv zona kozti térben nincsenek mikrotubulusok és
nem torténik ATP hidrolizis, valamint a kinezin II holoenzim t6bbi komponense is hianyzik.
Egy hipotézis szerint, a KIF3A talan a ribbon szinapszisok sajat, onfenntartd anyagainak
transzportfolyamatait latja el (Muresan et al., 1999).

Tovabbi kutatasok is azt igazoljak, hogy a szinaptikus ribbonokra jellemzd exocitozis, azaz
gyorsan nagy mennyis€égli neurotranszmitter felszabaditdsa nem magyarazhato a KIF3A
tevékenységével, a szinaptikus vezikulumok gyors ribbon-menti, aktiv-zona felé torténd
(Parsons és Sterling, 2003).

Mas kutatok alternativ mechanizmust kerestek, ami mégis lehetévé teszi a vezikulumok
szallitasat a ribbon gerince mentén. Mivel a ribbon szerkezetében nincs mikrotubulus, se
miozin, se aktin, talan a KIF3A képes 6nmagéban ,,Iépegetni”a ribbon feliileti fehérje-rogjein,
mégpedig ugy, hogy a vezikulumok membranjaban jelen 1évé molekuldk (KIF3B vagy C)
interakcidba lépnek a ribbon-matrix KIF3A molekuldival, s igy zajlik a vezikularis transzport
az aktiv zona felé (Zanazzi és Matthews, 2009).

Elképzelésem szerint az is lehetséges, hogy a szinaptikus ribbon feliletén 1évo KIF3A
molekuldk egymas mellett sorakozva homo- illetve heterodimereket alkossanak a szinaptikus
vezikulumok membréanjaban taldlhaté KIF3A vagy KIF3B ill. C molekulakkal és mintegy
adogatva egymasnak a vezikulumokat, molekulardl molekulara is torténhetne a vezikularis
transzport.

A KIF3A pontos szerepkore a szinaptikus szalagok szerkezetében rejtély, ennek felderitése

fontos lenne a szinapszis €lettani folyamatainak értelmezéschez.

16



CAZ (Cytomatrix at the Active Zone)

A konvenciondlis €s ribbon szinapszisokban egyarant az aktiv zondnal torténik meg a
neurotranszmitterek Ca”’- dependens exocitézisanak regulacidja. A szinaptikus vezikulumok
itt kotddnek meg és fuziondlnak a plazma membrannal, igy adva le az altaluk tartalmazott
transzmittert a szinaptikus résbe. Bar szdmos fehérje keriilt azonositasra a vezikulum-fizio
organizaciojanak szerepkorében, a szinaptikus holyagok aktiv zdndhoz iranyitdsdnak, ezen a
helyen torténd megkotésének ¢és exocitdzisra vald elokészitésének pontos molekularis
mechanizmusa még nem teljesen ismert. Az aktiv zona teriiletén a citomatrix szamos fehérjéje
vesz részt a jelatvitel szabalyozasaban egyediilallo funkcionalis egységet kialakitva. Ez a
CAZ (cytomatrix at the active zone), vagyis az aktiv zona citomatrixa. A CAZ fehérjéi
feltehetdleg nagy jelentdséggel birnak e funkcidk kivitelezésében, ezért rendkiviili fontossagu
felépitésiik és mikodésiik megértése (Ohtsuka et al., 2002; Murthy és DeCamilli, 2003, Dieck
et al., 2010; Gundelfinger et al., 2012).

A tovabbiakban e fehérjék ismertetésére helyezem a hangsulyt.
Bassoon és Piccolo

A CAZ-proteinek koziil néhany szoros és kozvetlen asszociacioban létezik és mukodik a
szinaptikus ribbonokkal, ilyen példaul a Bassoon és a Piccolo is (Dieck et al., 1998). Ezek
koziil a Bassoon csak fotoreceptorokban figyelheté meg, mig a Piccolo bipolaris neuronokban
is jelen van (Dick et al., 2001). Ugyancsak emlitésre méltd, hogy a Bassoon a szinaptikus
szomalis teriiletein fordul el6 nagy szamban (Dieck et al., 2001).

A kovetkezokben a 6. abra alapjan ismertetem a Bassoon szerkezetét.

6. abra. A Bassoon ¢és a Piccolo szerkezeti egységei (Craig et al., 2000, atalakitott abra):

Zn Zn cc cc cc
SO B B (— A =]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Q Zn Zn cc cC cC PDZ C2A C2B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Egy 1998-as vizsgalat alapjan, a Bassoon (~420 kDa) tartalmaz két 'cink-csipesz' szerkezeti
egységet (az abran l-es €s 2es) az amino-termindlisandl, mely felelds lehet a vezikulum
asszocialt protein-protein interakciokért, igy szabalyozva a neurotranszmissziot. Talalhato a
szerkezetében harom 'csavart-csavar' (coiled-coil) domén (dbran 4-es, 6-os ¢s 8-as), melyek
lehetdvé teszik a Bassoon interakcidjat més preszinaptikus proteinekkel. A molekulan beliili
el6fordulasukban fajspecifikus szambeli eltéréseket mutatd, un. 'heptad' ismétlédéseket
tartalmazd szekvencidk (K-A-S-P-Q-A/T-X) feleldsek lehetnek a prolin-direktalt protein
keresztiil adva le extracellularis szignalokat (az &bran 3 van feltiintetve, ez jellemz6 a
patkanyra: 3-as, 5-0s és 7-es). A karboxi terminalis kozelében, valdszintisithetden taldlhatd
egy, vagy tobb, 24 tagu poliglutamin-szakasz is (9-es €s 10-es) (Dieck et al., 1998).

A Cl, vagy 'zinc-csipesz' domének, melyeket elsokét a protein-kindz C funkciondlis
csoportjaiként azonositottak, sszetett funkciondlis egységei az olyan aminosavaknak illetve
fehérjéknek is, melyek miikodésiik érdekében két cink iont kdtnek stabilan az N-terminalisuk
kozelében. Tulajdonképpen, a Cl megjel6lés minden olyan doménre vonatkozik, mely
homologiat mutat a protein-kindz C egy cisztein gazdag ismétlédd szakaszanak
szekvencigjaval, két cink iont képes megkotni és ezéltal aktivalni a protein-kindzt, mely
tulajdonsdga utal a C1 domén masik elnevezésére, a bizonyos 'cink-ujjacska’ vagy 'cink-
csipesz' (zinc finger) utalasra (Hurley et al., 1997, Wang et al., 2009).

Egerekben a Bassoont kodold gén kititésével az is kideriilt, hogy a Bassoon esszencialis a
fotoreceptorok szalag-szinapszisainak kialakitdsaban, hiszen hianydban a ribbon ki sem
fejlodik vagy szabadon uszik a citoplazméban s ledisszocidlva a plazmamembranrol, ezaltal
eltdvolodva az aktiv zonatdl elvesziti funkcidjat, ezzel is jelezve ennek a fehérjének a
jelentdségét a szinapszis kihorgonyzasaban s ezzel mikodésének fenntartasdban (Dick et al.,
2003, Takao-Rikitsu et al., 2004).

Mi lehet akkor a magyardzata annak, hogy ez a protein a bipolarisok ribbonjainak
szerkezetébdl hidnyzik? Emlitésre méltd ugyanis az a tény, hogy a Bassoon 'knock-out'
semmilyen hatdssal nem volt a bipolarisok ribbonjainak kialakuldsara illetve miikodésére
(Dick et al., 2003).

Milyen mas mechanizmus létezik tehat a Bassoon szerepének helyettesitésére és jar-e ez
valamilyen miikodésbeli eltéréssel a bipolarisokban a fotoreceptor ribbon szinapszisokhoz
képest? E kérdések megvalaszolasa kozelebb vihet minket a bipolaris neuronok és
fotoreceptor sejtek szinaptikus terminaljainak miikodésében fellelhetd eltérések megértéséhez.

A Piccolo (>420 kDa) szintén egy multidomén, N terminalisandl 'cink-ujjacskat' tartalmazo

protein, benne is megtalalhatok az Gn. 'csavart-csavar' szekvencidk, valamint az aminosav
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szekvencidja miatt is rokonithatd a Bassoonnal (6. abran a szdmmal jelolt szakaszok és a ’Q’,
mely a glutamin-gazdag ’heptad’ ismétlddéseket tartalmazd szekvenciat reprezentdlja).
Korabbi tanulmanyok szerint, patkdny agyi régidkban, a Piccolo 'cink-csipesze' megkéti a
synaptobrevinll exocitotikus protein PRA1 nevili receptorat a glutamaterg és GABAerg
szinapszisok aktiv zondjanal, (Fenster at al., 2000) ezért minden bizonnyal a Bassoonnal
kolesonhatasban képes moduldlni a szinaptikus vezikulumok exocitotikus ciklusat (Bucci et
al., 1999).

A Piccolo felépitésében a Bassoontdl eltérd funkciondlis egységeket is talalunk, ilyenek a
PDZ és C2 domének a karboxi terminalis kozelében (6. abra).

A PDZ domének (6.abran vilagoskék) felelosek az aktiv zona multidomén fehérjéinek a
felhasznalas helyszinére szallitdsaért, valamint ezen fehérjék kozott protein-protein
interakciok kialakitasaért s igy ezek csoportositasaért a sejtnek ezen a specifikus teriiletén. A
PDZ domének tehat kulcsfontossagiiak a CAZ fehérjéinek organizécidjaban, azok funkcid-
célzott komplexeinek kialakitasdban (Kim és Sheng, 2004).

A C2 domén (6.4bran lila) a Ca*™ kotd képességérdl ismert aktiv szakasz, melyet eredetileg a
kalcium-dependens protein-kindz C egy izoformajaként azonositottak. Ezek a domének
altalaban az eukariota sejtek olyan szignal-proteinjenek funkcids csoportjai, melyek
interakcioba léphetnek a sejtmembrannal és szamos intracellularis folyamat iranyitaséban,
kozvetitésében jatszanak szerepet. Ilyen példaul a membran-transzport, GTP-azok aktivacidja
¢s a protein foszforilacié kontrollalasa. A C2 domének valtozatos csoportot alkotnak, melyek
szdmos ligand ¢és szubsztrat megkotésére képesek. Ilyenek a kalcium-ion mellett a
foszfolipidek, inositol polifoszfatok ¢€s intracellularis, példaul CAZ proteinek (Nalefski és
Falke, 1996).

A Piccolo C2 doménje kiilonleges szerkezettel rendelkezik, ugyanis tartalmaz bizonyos
aszpartat oldallancokat, melyek bizonyitottan a Ca®" megkotéséért feleldsek, ebbél kifolyolag
a Piccolonak fontos szerepe lehet a kalciumszint és ez 4ltal a neurotranszmisszid
szabalyozasaban (Fenster et al., 2000).

A Bassoon és a Piccolo molekularis strukturdjaban talalt nagyfoku egyezés arra utal, hogy ez
a két protein hasonld funkcidt lathat el egymastol kiillonb6zo szinapszisokban, vagy pedig
eltérd feladatoknak tesz eleget azonos szinapszisokban. Fenster adataibdl levonhaté az a
kovetkeztetés, hogy az emlitett fehérjék egymast funkciondlisan kiegészitd, egyiittesen
jelenlévo alkotoelemei a serkentd €s gatlo, agyi, glutamaterg és GABAerg szinapszisoknak
(Fenster et al., 2000).

Susanne tom Dieck és munkatarsai kezdték el vizsgalni elsdként a Bassoon és a ribbon-

specifikus RIBEYE fehérje esetleges kolokalizacigjat. Vizsgalatuk Iényege a Bassoon
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interakcios partnereinek felderitése volt, mégpedig a protein centrélis régidjara specifikusan,
amelyet mutdns egerekbdl eltavolitottak. Eredményeik szerint a Bassoon kozvetlen
interakcidba tud 1épni a RIBEYE B-doménjével valamint a CtBP1 fehérjével is, méghozza a
szinapszisokat két, funkciondlisan eltérd részre osztottdk fel, melyek kiilonbéznek molekularis

felépitésiikben is; ezt mutatja be a 7. dbra Dieck és mtsai. 2005-6s és 2006-o0s cikkébdl.

7. abra. A szinaptikus ribbonok funkcionalis egységeinek felépitése:

RIBEYE/CtBP2
CtBP1/BARS
KIF3A
RIBEYE/CtBP2 ® Piccolo
CtBP1 O RIM1
KIF3A ® Bassoon
@ Piccolo O RIM2
O RIM1 ®  Munc13-1
® ERC2/CAST1
©Bassoon ® Ca’ channel a1 subunit
® RIM2 @ Free vesicle
€ Munc13-1 O Tethered vesicle
O CAST1 .. mGIR
(0 Ca*™ channel
0 icuwr

Az emlitett egységek tehat a CAZ ribbon-asszocialt és membran (arciform density) -
asszocialt komplexébdl allnak, elébbi, kialakitva a ribbon strukturalis egységét tartalmazza a
RIBEYE/CtBP2-t, CtBP1-et, KIF3A-t, Piccolo-t és RIMI1-et, utobbi pedig maga az aktiv
zona, melynek épitdelemei a Bassoon, RIM2, Muncl3-1, CASTI1, valamint a kalcium
csatornak. A kisérletek alapjan pedig kijelenthetd, hogy a Bassoon e két funkcionalis egység
Osszekoto-eleme a fotoreceptor ribbon szinapszisokban (Dieck et al., 2005; Dieck and
Brandstditter, 2006).

Frank és mtsai 2010-es tanulmanyabodl arra is fény deriilt, hogy a Bassoon ¢s ezzel a
szinaptikus ribbon felelds a kalcium csatornak és szinaptikus vezikulumok organizaciojaért €s
ezen keresztiil a neurotranszmitter kibocsatds helyszinének kialakitasaért, valamint az
exocitotikus készlet, azaz a szinaptikus vezikulumok visszatoltddésének biztositasaért,
felgyorsitasaért (Frank et al., 2010). Frank és munkatarsai 'Bassoon-kiiitott', mutans egerekkel
dolgoztak, amelyeken megfigyelték, hogy a belso fiil szérsejtseiben 1évo szinaptikus ribbonok
nagy része ledisszocidlt az aktiv zdna teriiletérdl és ezeknél jellemzden alacsonyabb volt a
membrankdozeli vezikulumok szdma.

Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy Bassoon hianyaban a ledisszociélt vagy csak gyengén kotott
ribbonok nem tudtak kelloképpen hozzajarulni a vezikulumok aktiv zona-kozeli membranhoz

kapcsolasahoz. A mutans fenotipus tipikusan kevesebb kalcium csatornat is tartalmazott,
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melyek rdadasul abnormalis elrendezddésti csoportokban jelentek meg. Kovetkezésképpen a
gyors ¢s egyenletesen hosszantartd exocitdzis is redukalddott, in vitro kisérleti eredmények
pedig azt mutattdk, hogy a szinaptikus vezikulum-visszatoltddés is kart szenvedett (Mukherjee
etal., 2009; Frank et al., 2010, Hallermann et al., 2010, Zenisek et al., 2010).

Osszefoglalva tehat a Bassoon (és a ribbon) a kalcium csatornak és a vezikulumok
organizéciojaval nagyszdmu kibocsato helyet alkot meg s ezen feliil szerepe van a szinaptikus

vezikulumok visszatdltoddésében is.

CAST, ELKS, RIM, Munc13-1

A CAZ (Cytomatrix at the Active Zone) proteinek népes csaladjanak - felsoroldsunk
szempontjabol - utolsé tagjai, melyek a szinaptikus ribbonok szerkezetében is fellelhetek s
igy felelosek lehetnek a fotoreceptorok é&s bipolaris neuronok neurotranszmisszidjanak
szabalyozasaért, valamint az Un. szinaptikus vezikulum-ciklus irdnyitasaért, azok a CAST,
RIM és Munc13-1 nevii fehérjék.

e 2002-ben fedezték fel a CAST (CAZ-associated structural protein) proteint, mely egy
koriilbeliil 120 kDa-os, elsdként patkdny agybol izolalt, alkotd eleme a citomatrix
aktiv zdéndjanak. Nincs transzmembran szegmense, ugyanakkor tartalmaz négy
'csavart-csavar' domént, valamint taldlhatdo a szerkezetében egy funkciondlisan a
karboxi-termindlisnak megfeleltethetd in. IWA (izoleucin-triptofan-alanin) motivum,
mely specializéltan a PDZ domének felismerésére és a hozzajuk vald kapcsolodasra
alkalmas. Patkany agyban a CAST kozvetleniil képes kapcsolodni a RIMI1
molekuldhoz, ezaltal fontos szerepet toltve be annak lokalizacidjdban és kozvetlen
kapcsolatban all a Muncl3-1-gyel, valészintleg a RIM1-gyel létesitett kapcsolaton
keresztiil, igy alkotva egy specidlis harmas komplexet. Emlitésre méltd6 még e ponton
a Bassoon is, ami mint tudjuk ugyancsak egy CAZ fehérje és szintén szoros
asszocidcioban Iétezik az eldbb emlitett harmas-komplexszel a CAST megkotésén
keresztiil (Ohtsuka et al., 2002; Siksou et al., 2007, Inoue et al., 2006).

o Létezik egy, a CAST fehérjével nagyfoka strukturalis rokonsdgot mutatd protein, az
un. ELKS, mely szintén kapcsolddik a retina szinaptikus ribbonjaival. Tawarada és
mtsai 2006-ban végeztek kutatdsokat ennek a fehérjének a retinan beliili eloszlasat
illetden Osszevetve mar beazonositott, aktiv zéndban miikodd proteinekkel, mint
példaul a Bassoonnal és a RIM-mel. Csak ugy, mint a CAST, az ELKS is el6fordult a
retina IPL és OPL, azaz belsd és kiilsé szinaptikus rétegében, valamint teljes
kolokalizacié volt kimutathato a Bassoonnal €s RIM-mel is, ugy, mit a CAST

esetében. Ezekhez a proteinekhez hasonléan az ELKS is kimutathaté volt a ribbon
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szinapszisok preszinaptikus zdéndjdban, de a masik harom fehérjével ellentétben,
melyek el6fordulasara a szinaptikus szalagok bazalis teriilete volt jellemzd, az ELKS

inkabb a ribbonok koriil volt megtalalhato (Deguchi-Tawarada et al., 2006).

8. abra. RIM és Munc13-1 sematikus szerkezete (Craig et al., 2000, atalakitott dabra):

RIM

wosr (B W W

A RIM ¢és Munc13-1 fehérjék azonositasa mar a CAST felfedezése el6tt megtortént.

A RIM1 egy koriilbeliil 180 kDa-os fehérje, mely bizonyitottan aktivalja a Rab3A
molekulat, egy kis mértli G-proteint a szinaptikus vezikulumok membranjan;
szerkezetében hordoz két amino-terminalis 'cink-csipeszt' (dbran lila/Zn), egy PDZ
(vilagoskék) és két C2 domént (sotét rdzsaszin). Feltehetleg a vezikulum készlet
feltoltéséért (vesicle replenishment) felelds, de a CAZ szerkezetének organizaciojaban
nincs szerepe, hiszen a RIM1-kilitott egerek aktiv zdndja intakt maradt. Egy 2002-es
kutatds szerint a szinaptikus proteineken kiviil kotddik a kalcium csatorndkhoz is, am
ezen interakciok pontos molekuldris hattere, mechanizmusa és funkcidja még kevéssé
ismert. A RIM1 és a Munc13-1 a neurotranszmitterek Ca®'- dependens exocitdzisanak
beallitasaért felelds proteinek (Ohtsuka et al., 2002). Ohtsuka kutatocsoportja 2004-
ben bizonyitékot szolgaltatott arrdl is, hogy patkany agyban a CAST nemcsak a
RIMI-et és Bassoont koti, hanem direkt kapcsolatban all a Piccolo fehérjével is, igy
meghatarozo szerepe lehet a neurotranszmitter kibocsatas folyamataban (Fukuda,
2003; Ohtsuka et al., 2004).

A RIM proteinek csaladjanak egy masik tagja is megtalalhatd a szalag-szinapszisok
szerkezetében, ez a RIM2, mely nagyfoku szerkezeti homoldgiat mutat az elébb
ismertetett fehérjével, de elhelyezkedése a ribbonon némiképp eltér a RIM1-étol (7.
abra). Susanne tom Dieck kutatdsai azt igazoljak, hogy nagy az eltérés a CAZ
fehérjéinek organizacidjaban, ha Osszehasonlitjuk az agy €s a retina szinapszisainak
aktiv zondjat. Vizsgalataikban ezeknek a proteineknek a kolokalizacidjat figyelték

meg a RIBEYE-jal. Kideriilt, hogy a szinaptikus ribbonok szerkezetében is

22



megtalalhatéak a RIM fehérjék (1 és 2), a CASTI és a Muncl3-1, azaz kolokalizaciot
mutattak a RIBEYE-jal. Bassoon-kilitott egerekben azonban, ha a ribbon szabadon
uszott a citoplazmdban, csak a RIM1 és a Piccolo kolokalizalt a ribbon specifikus
fehérjével, a RIM2, CASTI, Muncl3-1 (és a Ca®" csatorna ol alegysége) ebbél
kifolyblag az aktiv zona organizaciojaért felelds (Dieck et al., 2005).

e A Muncl3-1 tartalmaz egy Cl (4bran narancssarga) ¢s harom C2 domént (sotét
rozsaszin), melyek medidljdk a forbol-észterhez és a diacil-glicerolhoz torténd
kapcsolédast, valamint a foszfolipid dependens Ca®" megkétést (Ohtsuka et al., 2002).
Az N-terminalis kozeli C2 domén (dbran az elsd) lehetové teszi ennek a fehérjének a
kapcsolddasat a RIM, CAST és Bassoon molekulakkal (Wang et al., 2009).

A Muncl3-1 a vezikulumok 0&sszegylijtésének és az aktiv zona membranjan torténd
rogzitésének a szabalyozasdban vesz részt igy készitve eld a transzmitter leadasat. Az eddigi
kutatasi eredmények arra utalnak, hogy ennek a funkcidnak az ellatasahoz sziikség van a
Munc13-1 interakcidjara a Syntaxinl nevii szinaptikus proteinnel, maskiilonben nem torténik
meg a vezikulumok fuzio-kompetenssé valasa. Megjegyzendd, hogy a Muncl3-1 kiiitott
muténsokban az exocitézishoz elékészitett vezikulumok készletének ujrafeltoltése és a Ca®'
dependens fuzio, azaz a transzmitter lirités nem szenvedett karosodast a mar eldkészitett,
fuzio-kompetens vezikulumoknal (Stevens et al., 2005).

Uj eredmény, hogy a Munc13-1 izotipusa, az un. ubMunc13-2 az egyetlen Munc13 fehérje,
ami jelen van a fotoreceptor ribbon szinapszisok aktiv zoéndjaban koriilbelil 250 nm
tavolsagra a CAZ-t6l. Funkcidjat ubMuncl3-2- kiiitétt mutdns egerek retindjanak
vizsgalatdval mérték fel. Az adatok szerint az elektroretinogram b-hullima, mely a
mértékd, de szignifikans redukcidt szenvedett (Cooper et al., 2012).

Végezetiil és Osszefoglalas képpen, a 9. abra jol szemlélteti az aktiv zona protein-protein
interakcioinak bonyolult halézatat. Megjegyzendd, hogy igy csak hozzavetdleges betekintést
nyerhetiink az interakcidk alakuldsat illetben, hiszen az é&bra, nem a retina ribbon
szinapszisainak aktiv zondjat szemlélteti, valamint ezeknek a haldzatoknak a pontos
miikodése kevéssé ismert €s az 6sszes fehérje kapcesolat minden bizonnyal még nincs feltarva.

Mint lathatdo, a CAST és ELKS képesek egymassal homo- és hetero-oligomerek
kialakitasara, s6t az ELKS/CAST oligomer mésodik 'csavart-csavar' doménje kapcsolodik a
Bassoon/Piccolo-komplex harmadik 'csavart-csavar' doménjéhez. A CAST és ELKS karboxi-
termindlisanal taldlhaté IWA motivum pedig sziikséges a RIM1 PDZ doménjének
megkotéséhez. A RIM1 a C1 doménje altal kapcsolddik a Munc13-1-hez, mégpedig annak C2
doménjén keresztiil (Hida és Ohtsuka, 2010).
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interakcidi (Hida és Ohtsuka, 2010):

9. 4bra. Az aktiv zona protein




Funkcio

Altalanos

A pinealocytakban, a cochlea szdrsejtjeiben és a retindban a fotoreceptorokban és bipolaris
neuronokban miikddo szinaptikus ribbonokrol sokdig ugy vélték, hogy mintegy 'futdszalag'-
ként tovabbitja a szinaptikus vezikulumokat az aktiv zona felé, igy szabalyozva az exocitozis
mértékét. Ma a kutatdsi eredmények azt tamasztjak ala, hogy a ribbonok sokkal inkabb
specialis 'biztonsagi Ovekként' funkciondlnak, stabilan rogzitve a vezikulumokat a
preszinaptikus membran kozelében, elokészitve dket az érkezd jelnek megfeleld Osszetett, a
vezikulumok fitzidja altal megelozott, tehat egyszerre tobb vezikulum transzmitterének
leadésat lehetévé tevo exocitdzisra. Ez a 2003-ban felallitott hipotézis elsdsorban Parsons és
Sterling nevéhez fiizédik.

Az exocitozist kiillonbozo, a szinaptikus vezikulumok tartalmanak leadasat lehetdvé tevo,
elokészitd folyamatok eldzik meg. A kiilonbozd szinapszisokndl ezek a folyamatok
meghatdrozott egymadsutanisagban kovetik egymast. Elsé 1épcsoként a vezikulumok a
szintézis helyétdl (ER) a citoplazmdn at a szinaptikus terminalisig atesnek egy transzport
folyamaton, ez a 'vesicle trafficking'. Az aktiv zdna teriiletén a vezikulumok koncentraldédnak,
szinaptikus apparatusokhoz (ribbon) kotddnek, ez a 'vesicle tethering'. A vezikulumok ezt
kovetéen a plazmamembranhoz kotddnek, ez a 'docking'. A 'priming' azoknak a
proceduraknak a gylijté fogalma, amelyek a vezikulum membranjanak ATP-fiiggd protein €s
lipid atrendezddései altal a vezikulumok fuzid-kompatibilitasat kialakitjak. Ezt kdvetden a
kalcium ionok megfeleld koncentracidja marad az egyetlen hidnyzo6 stimulus a vezikulumok
fuzidja elott. A 'priming' utdn tehat a megfeleld ionaram képes beinditani az exocitozist,
megkezdddhet a vezivizkulumok 6sszeolvadasa a plazmamembrannal.

Parsons és Sterling 2003-as cikkiikben 4llast foglalnak egy feltevés mellett, miszerint a
ribbon szinapszisokon megkotott vezikulumok szdma talan megfeleltethetd az exocitozishoz
elokészitett, transzmitter leadasra készen allo vezikulumok ('readily releasable pool')
szamanak. Mi tobb, ezek a vezikulumok valdszinlileg mar atestek a 'priming' procedurajan is,
hiszen a transzmitter leadashoz nem igényelnek ATP hidrolizist. A szinaptikus ribbonoknal ez
azért egyedi, mert a 'priming'-ot nem feltétleniil elézi meg a 'docking', a vezikulumok a
ribbonhoz kotve a plazmamembrannal valo taldlkozas elott mar fuzio-kompetensek lehetnek.

Az exocitézis valdjaban két komponensbdl all; elektroretinogrammal (ERG) megfigyelhetd,
hogy egy gyors és egy lassu fazisa van. A ribbon szinapszisokon ez valésziniileg ugy tevodik
Ossze, hogy a gyors komponensért ('ultrafast') azok a vezikulumok feleldosek, amelyek a

ribbonok alapi részénél, a legkozelebb helyezkednek el a preszinaptikus membranhoz/aktiv
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z6ndhoz, a lassabb komponenst pedig valdsziniileg a ribbonon megkotott dsszes tobbi
leadésra eldkészitett ('readily releasable") vezikulum szolgéltatja. Ez felvetette a kérdést, hogy
vajon a vezikulumok ribbon-menti mozgasa teszi lehetdvé a nagy mennyiségl, gyors
transzmitter leadést?

A Muresan és munkatarsai altal 1999-ben felfedezett KIF3A motorprotein jelenléte ellenére
— melynek miikodését egy ismert mechanizmus sem teszi lehetévé a ribbonok szerkezetében —
semmilyen ismert elv alapjan nem mozoghatnak olyan gyorsan a szinaptikus vezikulumok a
ribbon szinapszisok gerince mentén, hogy az az exocitozis gyors komponensének sebességére
magyarazattal szolgalhasson.

Ezért Parsons és Sterling mas megoldas utan kutatva feltételezték, hogy a vezikulumok talan
nem is mozognak a szinaptikus szalagok felszinén, hanem egy Osszetett fuzios kaszkad
('compound fusion') segitségével a vezikulumok egymds utan egybeolvadnak a novekvod
intracellularis kalcium koncentracié miatt és igy egyszerre adhatjdk le a neurotranszmitter
nagy mennyiségét hihetetleniil rovid 1d6 alatt. Habar 2003-ig, amikor Parsons és Sterling
kidolgoztak elképzelésiiket, idegsejteknél nem talalt hasonld jelenségre példat senki, ez a
'modszer' bizonyitott és jol miikodik szamos sejt, példaul a vér granulocitdinak Osszetett
exocitozisaban is.
napig vitatott, ezért a kovetkezOkben Iépcsordl-lépcsore attekintem mindazokat a

folyamatokat, amelyek a neurotranszmitter felszabaditasat idézik eld az exocitotikus proteinek

--------

s

egzakt lefolyasanak részletezéséig.

Exocitotikus proteinek

Aaron J. Mercer és Wallace B. Thoreson 2011-ben elsdként foglalta 6ssze a megszerzett
evidencidkat a szinaptikus ribbonok kozelében miikodé exocitotikus fehérjék jelenlétérdl és
Az idegsejtekben azonositott €és jol ismert, a membranfuzié irdnyitasaért felelos SNARE
fehérje (SNAP — Soluble NSF [N-ethylmaleimide-sensitive factor] Attachment Protein -
REceptor) komplexek hidnya a belsd fiil szoérsejtjeinek ribbon szinapszisaiban mar igazolt.
Mindazonaltal, a retinalis idegsejtek szinaptikus szalagjai mellett mikodik néhany SNARE

protein a vezikulumok preszinaptikus membranhoz fuzionaltatdsanak kivitelezéséhez, ilyen
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példaul a synaptobrevin, mely ez esetben a v-SNARE (vezikularis SNARE), a SNAP-25
(synaptosomal-associated protein — 25kDa) és a syntaxin, valamint a complexin pedig a t-
SNARE (target SNARE), de néhanyuk v-SNARE-ként is funkcionélhat.

Ezek a proteinek egymdshoz kapcsolodva kialakitjdk a membranfuzidhoz sziikséges
(‘'minimal core fusion complex') komplex(ek)et s igy 1étrejohet az exocitdzis.

A synaptobrevin kizarolag a vezikulumok membranjdban van jelen - erre utal masik
elnevezése is: vesicle-associated membrane protein (VAMP) -, immunologiailag jelolt és
elektronmikroszkoppal megvizsgéalt mintdk alapjan feltételezhetd ezzel szemben, hogy a
SNAP-25 és a syntaxin nem csak a ribbonon sorakozé vezikulumok membranjaban, de a
preszinaptikus membranban is megtalalhato.

A vezikularis SNAP-25 felelds Iehet a 'priming' és a 'compound fusion' kivitelezéséért még az
exocitozis elott.

A synaptobrevin 2-es izoformaja (VAMP2) eddigi tuddsunk alapjan jelen van mind a
konvencionalis, mind pedig a ribbon szinapszisokban, de a VAMPI latszolag csak
fotoreceptorokban fordul eld, bipolaris neuronokbol hidnyzik.

A ribbon szinapszisok szerkezetében megtalalhaté az Gn. Munc-18 protein is, amely
hozzajarul a SNARE komplexek csoportositasaért ¢és feltételezhetden a SNAP-25
funkcidjanak kiegészitése altal a vezikulum 'priming' elésegitéséért.

Eltéréen mas idegsejtektdl, a fotoreceptorok szalag szinapszisaiban a syntaxinl helyett a
syntaxin3 expresszioja figyelheté meg s a retindlis ribbon szinapszisokra altaldnosithatéan a
syntaxin3 és 4 izoformai helyettesitik a syntaxinl €s 2 fehérjéket. A syntaxin3 aktivitdsanak
feleltethetd meg a synaptobrevin, SNAP-25 és complexin molekuldkbol allo exocitotikus
komplexum létrejotte.

Hasonlo eltérés figyelhetd meg a retindlis ribbon szinapszisokndl mikédé complexin
(cytoplasmic synapse-associated protein) molekuldkban is, hiszen a legtobb konvencionalis
szinapszis preszinaptikus terminéljdban jelen 1évé complexinl és 2 helyett itt is a 3-as és 4-es
izoforméak figyelhetéek meg. A complexin molekuldk szinaptikus aktivitdsban betoltott
szabalyozd funkciojat igazolja, hogy a complexin3/4 kiiitott mutdns egerekben a retina
preszinaptikus terminaljainak 25%-anal volt megfigyelhetd, hogy a szinaptikuis ribbonok egy
része levalik az aktiv zénardl, szabadon, funkcid nélkiil lebeg a citoplazmaban (Kerstin Reim
etal., 2005).

A kalcium szenzor molekuldk miik6dése, melyek az exocitozis szabalyozasaért felelosek a
fotoreceptor sejtekben, még nem ismert minden részletében. A gerinctelenek csap és palcika
receptorainak vizsgalata soran fény deriilt a szenzorok extrém magas kalcium szenzitivitasara;

itt 2db Ca”" ion is elegendd a miikddésbe 1épésiikhdz, mig a synaptotagminl szenzorral
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miikodé szinaptikus termindlok szamara 5db Ca®" ion sziikséges hasonl6 hatas eléréséhez. A
szalamandra palcika termindlisait jol jelolik a synaptotagminl kalcium szenzorra specifikus
antitestek, mig mas fotoreceptor teminalisokat sem a szalamadra, sem az aranyhal retindjaban
nem jeloltek. Ennek ellenére az emlds és csirke retina fotoreceptorainak ribbon szinapszisait
szépen jelolték a synaptotagminl-re készitett antitestek az OPL-ben. Egy masik ismert
kalcium szenzor, a synaptotagmin2 antitestjei azonban nem jelolték a fotoreceptor
termindlisokat a csirke, egér, szalamandra vagy aranyhal retindban, eltérden a rja retindjanak
fotoreceptor terminalisaitél. A synaptotagmin3 fajok kozti eloszlasa is kérdéseket vet fel,
hiszen aranyhalban a palcikdk ON bipolaris neuronjai tartalmazzak, de példaul ragcsalok
ugyanezen sejtjei nem. Mas vizsgalatok alapjan, melyek szerint az otoferlin és a
synaptotagmin4 a cochlea szdrsejtjeiben a kalcium szenzor, felvetddott ezen szenzorok
lehetséges jelenléte a retindban is. Az otoferlin kimutathatéoan hidnyzik, a synaptotagmin4
retindlis eloszlasat pedig még nem vizsgaltdk (Lenzi és Gersdorff, 2001; Berntson és
Morgans, 2003, Heidelberger és Thoreson, 2005; Mercer és Thoreson, 2011).

A faji kiilonbségek okai tehat tisztazatlanok, melyeknek felderitése nagyban hozzajarulna a

neurotranszmisszid szabalyozasanak pontosabb megértéséhez.

Kalcium csatornak

A membranpotencial-fiiggd kalcium csatorndk (voltage-gated calcium channels, Cay),
melyek a nerotranszmitter felszabaditast szabalyozzdk a ribbonok 'alatt', a preszinaptikus
membranba 4gyazottan helyezkednek el. Fagyasztva-toréses technoldgidval, elektron
mikroszkdppal megvizsgalt csap és palcika terminalisoknal megfigyelték, hogy az aktiv zona
kozelében hexagondlis 'testecskék' sorakoznak, melyek minden bizonnyal a kalcium
csatorndkra utaltak (1982). Egy a palcika fotoreceptorok kipreparalt mintdin végzett
kisérletben eltavolitottak a szinaptikus termindlisokat s ez 95%-kal csokkentette a kalcium
bearamlasat, jelezve, hogy a kalcium csatorndk domindns tomege tényleg a fotoreceptor
terminalisoknal helyezkedik el, mely tényt immunhisztokémiai vizsgéalatokkal is
alatdmasztottdk (Mercer és Thoreson, 2011).

A konvencionalis szinapszisokkal szemben a szinaptikus ribbonokkal rendelkezo sejtek aktiv
zonai L-tipusu kalcium csatorndkkal rendelkeznek, azon beliil a Cayl.3 vagy Cayl.4
izoformak jellemzdek rajuk sejttipustol fiiggden.

Ezek a csatornak negativ fesziiltségnél aktivalddnak; az inaktivalodas lassu, igy relative

hosszii ideig biztositott a Ca®" -ion bearamlas, amely a preszinaptikus membran elnyijtott
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depolarizaciojat eredményezi, mintegy pozitiv visszacsatolasként hosszabbitva meg a
csatornak aktivitasat. A tény, hogy a csatorndk térben nagyon kozel helyezkednek el a
membranhoz legkozelebb megkotott, exocitdzishoz elokészitett, 'docked' vezikulumokhoz azt
sugallja, hogy a csatorndk megnyildsa azonnali transzmitter leadast valthat ki ezeknél a
vezikulumoknal.

Fontossagukat mutatja, hogy a csatornak miikdodésének csokkenése vagy hidnya fotoreceptor
diszfunkciot és ezzel egyiitt a latds kdarosodasat vonja maga utdn egérben és emberben
egyarant (Gary Matthews és Paul Fuchs, 2010). Immunhisztokémiai vizsgalatok is
alatamasztjak, hogy a palcika fotoreceptorok kalcium csatorndinak f6 képviseldje a Cay1.4-es
izotipus, melynek mutacioi jelentésen csokkentik az elektroretinogram (ERG) b-hullamait,
fejlodésben 1évo szervezetekben deformalddott ribbon szinapszisokat eredményeznek és a
szirkiileti vaksag egy formdjat (X-linked congenital stationary night blindness — CSNB)
vonjak maguk utdan az embereknél. A Cayl.3 csatorndk kilitése nem valtoztatja meg
szignifikans mértékben az ERG b-hullamok frekvencidjat; immunhisztokémiai vizsgalatok
eredményeivel Osszevetve a jelenség feltételezett magyarazata az, hogy ezek az izotipusok

crcr

2007, Neher és Sakaba, 2008, Thoreson et al., 2009, Mercer és Thoreson, 2011).

Vezikulum fuzié, fuziés modellek

A szinaptikus ribbonokon megkotott vezikulumok eljutasa az aktiv zondig még tisztazatlan.
A bipoléris neuronok ribbonjain 1év0, a preszinaptikus membrantdl legtavolabb esd
vezikulumok mintegy ~0.15 pm tavolsagban helyzkednek el a plazma membrantdl;
fotoreceptorokndl ez az érték még nagyobb, tekintve, hogy a szinaptikus ribbonok atlagos
méretei is nagyobbak, a legtavolabbi vezikulum akar 1 pm messze is lehet az aktiv zonatol.
Hogyan kiiszobolhetd ki egy ilyen tavolsag az exocitdzis kivitelezéséért?

Egy klasszikus hipotézis szerint, mely feltételezi, hogy a szalag szinapszisok specidlis
'szallitdo szalagokként' (conveyor belt hypothesis) funkciondlnak, ez lehetséges volna
valamilyen aktiv transzport mechanizmussal, protein-protein interakciokon keresztiil, &m ez a
teoria a legtobb szempontbol timadhato, hiszen a szinaptikus ribbon motorproteinje, a KIF3A
mikodéséhez mai tudasunk szerint nélkiilozhetetlen az ATP hidrolizis, ilyen folyamatot
azonban még nem detektaltak a ribbonokat hordozoé terminalisok teriiletén.

Egy masik lehetséges mechanizmus, hogy a szinaptikus vezikulumok valamilyen kalcium-

fliggd modon ledisszocialnak a ribbon szinapszisok 'tartd filamentumairol' és diffizid révén
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jutnak el az aktiv zona plazmamembranjdhoz. Ez az eshetdség is rengeteg kérdést vet fel
azonban, kezdve azzal, hogy nem tudjuk, milyen mechnaizmus irdnyithatja a vezikulumokat a
plazmamembrénhoz a citoplazman keresztiil, figyelembe véve relative nagy (akar 1 pm-es)
tavolsagokat is.

A harmadik lehetséges és egyben legvaldszinlibb magyardzat a vezikulumok fuzids
kaszkadja (compound fusion), melyre tobb logikus modell is rendelkezésre all. Az a feltevés
mindegyikben ko6zos, hogy csak az aktiv zondhoz legkozelebbi, a ribbon szinapszis alapi
zonajanal megkotott vezikulumok fuzionalnak kozvetleniil a plazmamembrannal, mig a tobbi,
egymas utan kovetkezd vezikulum egymadssal Osszeolvadva egyesiti neurotranszmitter
tartalmat. A modellek mindegyikére taldltak mar evidencidkat, de ezek sejtspecifikus
vizsgalata, a kérdések megvalaszoldsa még rengeteg kutatomunkat igényel. A 10. dbra
szemlélteti a modellek 1ényegi, logikai feltevéseit.

A zo6ld karikdk reprezentdljdk a preszinaptikus membranhoz (fekete vonal) kotott

vezikulumokat (docked vesicles), a kék gorbék pedig a posztszinaptikus fesziiltséget.

10. abra. Fuziés modellek (Heidelberger et al., 2005):

a Progressive
Fusion
—p

n i o %%

b

Sequential
Fusion

[ ] Homotypic
Fusion

d
Synchronized
Fusion

/"—‘,\ﬁ
v

a: Progressziv fizios modell, melyben a szinaptikus vezikulumok egymas utdn, egyenként
keriilnek kapcsolatba a plazmamembrannal (docking), ezt kovetéen megtorténik az exocitozis,
bekovetkezik a depolarizacid, amely minden vezikulum utan egy-egy egyedi, azaz egy csucsu

gorbével jellemezhetd fesziiltségvaltozast hoz 1étre.
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b: A 'compound fusion' egy forméja az un. 'sequential fusion', melynél a vezikulumok egymas
utan fuziondlnak, egyesiilnek a ribbon gerince mentén, kezdve a 'docked' vezikulummal. Ez a
modell az egybeolvadt vezikulumok szdmdnak megfeleld csuccsal rendelkezd
fesziiltségvaltozasi gorbét eredményez, melynél a kiugrd értékek gyors egymdasutdnisagban
kovetkeznek és egy-egy vezikulum transzmitterének leaddsat szemléltetik. A modell
megfeleld magyarazattal szolgdlna az ERG késziilékeken is megfigyelhetd gyors és lassu
hulldamnak, mely a ribbon szinapszisok exocitdzisat jellemzi, hiszen a 'docked' vezikulumok
kalcium hatdsara azonnal le tudjak adni a transzmitteriiket, amit a ribbon gerincén feljebb
elhelyezked6 vezikulumok fuzidja és egymds utani transzmitterleadasa kovethet,
hasonloképpen az exocitdzis gyors és lassiu komponenséhez.

¢: A ‘'homotypic fusion' modell Iényege - melyben az el6z6tol kiilonbozik - , hogy a
vezikulumok egymdsba olvaddsa itt az exocitdzis elétt kovetkezik be s igy a teljes
neurotranszmitter mennyiség egyszerre keriil leadasra, egy nagyobb cstccsal rendekezd
fesziiltségi gorbét produkalva.

d: A szinkronizalt fuziés modell a 'docked' vezikulumok szabélyozott, egyideji exocitozisat
feltételezi, mely az eldbbihez hasonld, nagyobb csucsértékkel rendelkezd, egy csucsti gorbét
hoz létre. A szinapszis gomb alakja arra utal, hogy valdsziniileg a belsd fiil egy szinaptikus
ribbonjat hasznaltak szemléltetd-eszkozként (1.abra). (Matthews, Sterling et al., 1996, Singer
et al., 2004, Heidelberger et al.,2005; Matthews és Fuchs, 2010, Zampighi et al., 2011)

E modellek egy olyan kirakos jaték mozaikjait jelképezik, melyek a meglévo épitdkovekbol,
tehat a vezikulum fziordél eddig megszerzett informacidink alapjan a lehetséges miik6dési
elveket figyelembe véve alltak 6ssze. Egyik sem bizonyitott tény, hanem egy-egy sejttipus
exocitotikus apparatusanak mitkodési elvein alapszik.

Lehetséges lenne, hogy a szinaptikus ribbonok vezikulumainak exocitotikus ciklusabol
hianyzik a 'docking'? Ha ez fennall, mikor és hol, pontosan milyen modon jatszdédik le a
'priming'? Bizonytalan az is, hogy a beérkez6 kalcium egészen pontosan hogyan is irdnyitja a

A felvetddd kérdések megvalaszoldsaval komplexebb képet kaphatunk a szinaptikus

szalagokat hordozé preszinaptikus terminalisok miikodésérdl.
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Exocitozis

Anatomiai és fiziologiai adatok szerint a ribbon szinapszissal rendelkezd exocitotikus
termindlok legalabb haromféle vezikulum populécioval (vesicle pool) rendelkeznek: 1étezik
ugyanis egy citoplazmatikus, egy ribbonhoz kotott és egy aktiv zonahoz/plazmamembranhoz
kotott (docked) vezikulum készlet. A citoplazmatikus vezikulumok elérkeznek a ribbonokhoz
(diffazioval vagy valamilyen aktiv transzport mechanizmussal), hozzdkapcsolodnak a
szinaptikus szalagok vezikulum ko6t filamentumaihoz, majd pedig valamilyen kalcium-fiiggd
moddon elérik az aktiv zonat és kihorgonyzddnak a plazmamembranhoz.

A rendelkezésiinkre all6 adatok szerint a citoplazmaban a vezikulumok mar glutamattal
legalabb részlegesen feltoltott allapotban vannak és tartalmazzdk membranjukban azokat a
fehérjéket melyek a 'docking' ¢és 'priming' procedurdjanak kivitelezéséért felelosek
(Heidelberger et al., 2005).

Fagyasztva toréses ¢s TEM technoldgidk osszevetett eredményei szerint sok fajban csupan a
ribbon alapi részéhez kotott, az aktiv zonahoz legkozelebb 1év0, hozzavetdlegesen 20-25
darab vezikulum all direkt kapcsolatban a plazmamembrannal, tehat van 'docked' stddiumban
(Sterling és Matthews, 2005).

A konvencionalis szinapszisok esetében az exocitdzis elokészitése a vezikulumok aktiv
zonahoz érkezése, plazmamembranhoz kapcsoldsa (docking) és fuziora térténd felkészitése
(priming) altal torténik meg (vesicle trafficking-tethering-docking-priming).

A ribbon szinapszisokndl ezzel szemben a ribbonhoz kotott vezikulumok mindegyike fizid
kompetens, tehat mar atesett a 'priming' folyamatdn fliggetleniil az aktiv zdénatdl vald
tavolsagatol, ami azt jelenti, hogy egy kalcium impulzus hatdsidra azonnal megtorténhet a
vezikulumok fuzidja a preszinaptikus membrannal, vagy egy masik vezikulummal,
amennyiben 'compound fusion'-rél beszélink. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a
szinaptikus ribbonokndl a 'priming' talan megeldzi a 'docking' folyamatéat, 4am ennek pontos
hattere molekularis szinten még kevéssé ismert.

Az intracelluléris kalcium-ion koncentracid6 emelkedésének hatdsara a vezikulum(ok)
membranja flziondl a preszinaptikus membrannal és neurotranszmitterét, a glutamatot a
szinaptikus résbe {lriti. Ez a folyamat torténhet egy aprd poruson keresztiil, amelyet a
szakemberek 'kiss-and-run' exocitozisként szoktak emlegetni. Ennek elvén a szinaptikus
vezikulumok preszinaptikus membrannal torténd ideiglenes fizidja soran képzodik egy fuziods
porus, ezen keresztiil torténik meg a glutamat leadasa, ezt kovetden pedig a vezikulumok
membranja nem olvad bele a plazmamembranba, hanem visszatér a preszinaptikus térbe. Mai
tudasunk szerint ez a mechanizmus azonban nem jellemzd sem a fotoreceptorokra sem pedig

a bipolaris idegsejtekre. Sokkal wvaldszinlibb a 'full fusion' elmélet, mely szerint a
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vezikulumok membrénja teljesen beleolvad a plazmamembranba, nem hagyva porust maga
utan (Heidelberger at al., 2005; Zanazzi és Matthews, 2009; Brandstditter et al., 2011).

Annak ellenére, hogy az exocitdzis pontos lefolyasa, a vezikulumok exocitotikus ciklusdnak
minden 1épcsdéfoka még nem ismert, azt tudjuk, hogy a ribbonhoz koétott vezikulumok
szolgaltatjak a neurotranszmitter felszabaditasra készen allo készletet (readily releasable pool
of vesicles), mely megmagyardzza, hogy hogyan teszik lehetdvé ezek a specializalt szerkezetli

¢s funkcidju szinaptikus szalagok az extrém gyors neurotranszmitter felszabaditast.

Endocitozis

Csakugy, mint az exocitozis, az endocitozis is két kinetikailag elkiilonithetd komponensbol
épul fel; egy gyors €s egy lassu 6sszetevobol all. Rovidebb stimulus hatasara bekovetkezik az
endocitozis gyors fazisa, melyet elnyujtott ingerk6zlés hatasara kovet a lassabb. A gyors ¢€s
lassi komponens azonban Zanazzi és Matthews (2009) szerint egymastol elkiiloniilten
szabalyozott, ezért felvetddik az az eshetdség, hogy eltérd molekuldris és cellularis
mechanizmusok feleldsek az eldidézésiikért, habar ezek miikodési elve még nem tisztazott. A
legtobb megfigyelés szerint az endocitotikus struktirdk tilnyomoérészt az aktiv zénahoz
képest lateralisan helyezkednek el a fotoreceptorokban és a bipolaris idegsejtekben is.

Babai, Bartoletti és Thoreson 2010-ben megvizsgalta, hogy mi szabdlyozza a csap
fotoreceptorok vezikulum készletének visszatoltodését (vesicle replenishment). Mint tudjuk, a
fotoreceptorok glutamat leadasa folyamatos sotétben s a fényerdsség képes ennek az ardnyat
szabalyozni. Mivel a transzmitter kibocsatds a vezikulum készlet visszatoltoddésének
sebességétdl is fiigg, Babai kutatocsoportja kivancsi lett, vajon a membran potencial-valtozas
miként hat a vezikulumok endocitdézisara. A vezikulum készlet visszatoltodési sebességének
megmérése az exocitdzis €s endocitozis kozotti egyensulyi allapot elérése utan valt lehetdve,

melyet teszt impulzusok alkalmazasaval értek el.
A kalcium iondram (Ic,) megnovelése a teszt impulzus altal, melyet -30-r6l -10mV-ra

valtoztattak serkentette a vezikulum visszatoltddést, mig a +30mV-os teszt impulzus hatdsara
lelassuld Ca®" bearamlas a vezikulum készlet visszatoltédését is csokkentette. A kalcium
pufferek alkalmazasa soran fény deriilt az exo- ¢s endocitdzis kalcium-fiiggd tulajdonsaga
mellett arra is, hogy az exocitozis aktiv zénan beliili helyszinei (release sites) <200nm
tavolsagban helyezkednek el a Ca®’ csatornaktdl, mig a visszatdltédési pontok >200nm

tavolsdgban helyezkednek el tolik. Az tehat nagyon valdszinli, hogy a kalcium ionok
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felelosek a transzmitter leadds és a vezikulum visszatoltodés szabdlyozdsaért is (Babai,
Bartoletti és Thoreson, 2010).

Az endocitézis egzakt lefolyasanak lehetdségeit sok modellben boncolgatjdk. Egy lehetséges
mechanizmus az endocitdzis gyors komponensének kivitelezésére az exocitézisnal mar
ismertetett 'kiss-and-run' elmélet. Ellentmond a modell érvényességének az a tény, hogy nem
tudtak megfigyelni hasonld folyamatot a bipolaris neuronokban sem teljes belsd
visszaverddésti fluorescens mikroszkopidval (total internal reflection fluorescent microscopy
— TIRFM), sem pedig a fény interferencidjat kihasznald mikroszkoppal (interference
reflection microscopy — IRF) (Zanazzi és Matthews, 2009).

A masik eshetdség a gyors fazisu endocitozis kivitelezésére a 'bulk' endocitozis, melynél
nagyméretl, burokkal nem rendelkez6 invaginaciok képzddnek a plazmamembranon egy erds
stimulus hatdsara, melyek aztdn leszakadnak. Konvenciondlis szinapszisok esetében a
stimulust kovetéen 1-2 secundum mulva jelennek meg tomegesen ezek az endoszémak.
Régodta ismert, hogy az anasztomizdld tubulusok ¢és nagyméreti endoszomak fontos
endocitotikus strukturak cochleéris szorsejtekben és bipolaris neuronokban is. Jelentdségiik
megallapitdsdhoz a ribbon szinapszisoknal fontos tényezd lenne a stimulustdl a képzddésiikig
eltelt id6 pontos meghatarozasa annak eldontése érdekében, hogy vajon az endocitdzis gyors
komponensével azonosithatoak-e. Jelen tudasunk szerint sokkal valdszintibbnek latszik ezen
képzdédmények egy, az endocitdzis korai vagy intermedier szakaszaban betoltott szerepe. Ezt
bizonyitja a vezikulumok preszinaptikus térbe torténd visszatérésének mechanizmusa, mely
szerint a vezikulumok a plazmamembran betiiremkedd feliileteirdl sarjadzé endoszémakként
jelennek meg ujra a preszinaptikus tér citoplazmajaban.

A szinaptikus ribbonokat hordoz6 preszinaptikus termindlok egy harmadik lehetséges
modszere a vezikulumok visszanyerésére a clathrin-medialt endocitézis (CME). A clathrin
nevi burokképzd fehérjekomplex harmas szimmetridju egységei, az un. triszkelionok (11.
abra) formdalnak az éppen invagindlodd membran-rész koré egy burkolt 6blot, melybe
Osszegyljti a specifikus fehérjéket és mellyel kialakitja a vezikulumok geometriajat, hogy az
véglegesen leflizodhessen a plazmamembranrdl a dynamin nevii endocitotikus fehérje GTP-az
aktivitdsa nyoman ebbe a clathrin burokba csomagolva.

A vezikulumok kicsomagolasa egyéb fehérjék mellett a synaptojanin enzimatikus aktivitasa
altal torténik. Az imént felsorolt fehérjék mindegyike megtalalhaté a fotoreceptorok és a

bipoléaris idegsejtek ribbonokat hordozé szinaptikus terminaljaiban.
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11.4bra. Clathrin triszkelion és burok: (A: rézsaszin: nehéz lancok, kék: konnyii lancok; B:
spontdan 3D szervezddés, C: clathrinnal ~ burkolt  'tiiskés'  vezikulumok;

http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2003/Toran/clathrinbunch.jpg;

http.//www.rcsb.org/pdb/education_discussion/molecule_of the_month/images/88_1xi4.jpg )

A B C

A 12. abra oOsszefoglalja a ribbon szinapszisokkal rendelkezd szinaptikus terminalisok
endocitotikus modelljeinek €s vezikulum ciklusainak feltételes viszonyat.

Abramagyarazat: (A ) clathrin-medialt endocitézis, melyben a vezikulumok egyesiilhetnek
egy preszinaptikus ciszternava (B fels6 nyil) vagy hozzacsatolodhatnak a tartalék (kozépsod
nyil) vagy a kibocsatasra elokészitett (alsd nyil) vezikulum készlethez. Egyetlen ( C ) vagy
akar egyszerre tobb ribbon-asszocialt vezikulum (D) 'compound' fuzidja a palzmamembrannal
lateralisan az L-tipust fesziiltség fliggd kalcium csatorndktol. A vezikulumok készleteinek
'visszatOltése' torténhet esetlegesen nagy méretli anasztomizald tubulusokon ( E ) keresztiil
vagy direkt médon a plazmamembran betlirddései, azaz endoszémak (F) altal.

Kérdéses azonban, hogy a vezikulumok hogyan szallitédnak a citoplazméban a szinaptikus
szalagokhoz?

12. abra. Endocitotikus események a ribbon szinapszisokndl (Zanazzi és Matthews, 2009):
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A clathrin-mediélt endocitozis vezikulum ciklusban betoltott fontossagat tdmasztjak ala a
zebradaniokon végzett kisérletek eredményei, melyekben a synaptojanin csonkitisos
muticidja a latas karosodasat és abnormalis ERG hullamokat eredményezett. A mutansokbol
izolalt csap fotoreceptorok (a bipolaris neuronok nem) specidlis defekteket hordoztak: a
szinaptikus termindlisok szinaptikus vezikulumainak szdma 50%-kal csokkent, a
lehorgonyzott szinaptikus ribbonok szdma 57%-kal csokkent, az endoszomak teriilete pedig
10-szeresére novekedett. A synaptojanin ilyen foku jelentdsége a clathrin-utvonal
miikodésének valoszinliségére utal egyes ribbont tartalmazé sejtekben (Zanazzi és Matthews,
2009). Fevetddik tehat a kérdés, hogy a clathrin-medialt endocitozis vajon a lassu vagy a
gyors komponens lefolyasaért felelds?
endocitotikus fazis szenvedett karosodasokat (abnormalis ERG hullamok) (Zanazzi és
Matthews, 2009). Minden jel arra utal tehat, hogy a clathrin fehérjekomplex és adaptor
proteinjei felelnek az endocitozis lassu fazisanak lebonyolitasaért.

Fennall viszont a kérdés, hogy vajon milyen molekuldris mechanizmus iranyithatja a gyors
fazist?

Artur Llobet kutatocsoportja 2011-ben eldallt a lehetséges valasszal. Az endophilin Al nevii
szinaptikusan feldasult fehérje endocitdzisban betoltott szerepének vizsgalata kdzben fény
deriilt annak dontden fontos szerepére a bipolaris neuronok ribbon szinapszisainak vezikulum
készletének gyors visszatoltésében. Az eredetileg a clathrin-medidlt endocitézis egy
effektoranak tekintett endophilinrdl kideriilt, hogy a clathrin utvonaltdl fiiggetlentil, egy masik
teljesen 6nallo endocitotikus titvonal meghatarozé proteinje.

Elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan gy tlinik, hogy az endocitozis gyors fazisdban
kisméretli vezikulumok toltddnek vissza az esetek tulnyomo tobbségében. Az endophilin
valamely doménjének (pl. Src homolgy 3 — SH3 domén), vagy az endophilint k&td
endocitotikus fehérjék valamelyikének eltavolitdsa Llobeték kisérleteiben a gyors fazis
gatlasat eredményezte, mikozben a lasst fazis zavartalanul folytatddott tovabb (Artur Liobet
et al., 2011). Igen valoszinli tehat, hogy az endophilin Al az endocitdzis gyors fazisanak

legfdbb effektora a ribbon szinapszisokkal rendelkez6 bipolaris interneuronokban.
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Patologia

A szinaptikus ribbonok funkciojanak felderitésére leggyakrabban hasznalt modszerek egyike

s

vizsgalata modell 4llatokon (altaldban egereken). Hiszen mi igazolhatnd egy fehérje

feltételezett szerepét egy funkcio ellatdsaban annal jobban, minthogy a fehérje kiiktatasaval a

vizsgalt funkcid is megsziinik? Az ilyen funkcidvesztéses mutaciok azonban nem csak labori

kortilmények kozott allithatéak eld, hanem természetesen, betegségek formdjaban 1is

megjelenhetnek, ezért az ilyen kisérletek nagy jelentdséggel birnak a retina neurodegenerativ

elvaltozasainak visszaforditasaért, megeldzéséért folyd kutatasokban.

1998-ban két tanulmany is igazolta (Dieck és Brandstditter, 2006 via. Bech- Hansen et al.
1998; Strom et al. 1998), hogy a fotoreceptor ribbon szinapszis egy preszinaptikus
fehérjéjének funkcidvesztéses muticiodja okozta a sziirkiileti vaksag egy formajat, az Un.
X-linked congenital stationary night blindnesst (CSNB). A CSNB egy klinikai tiineteiben
¢s genetikai kivaltd okaiban is heterogén, egész életen at tartd lataskarosodas, mely
szlirkiileti vaksagot és kiillonboz6 lataszavarokat okoz nappali fénynél is. A leggyakoribb
genetikai hibat, mely bizonyitottan CSNB-t okoz, a CACNAIF gén szerkezetében talaltak,
amely a fotoreceptor ribbon szinapszisok aktiv zondjanal talalhatdo, membranpotencial-
fliggd, L-tipust kalcium csatorndk (Cayl.4) op- alegységeit kodolja (Dieck és
Brandstditter, 2006).

2002-ben indult kisérlet egy eziddig ismeretlen, autoszdmalis, recessziv csap-palcika
diszfunkcio hatterének felderitéséért. Az emlitett, spontan mutacié okozta retinopatiat
hordozé egér vonalban (C57BL/10 egerek) kimutattak a szinaptikus ribbonok karosodasat
is.

A mutacié eredményeként az egerek filogenezise soran szignifikdnsan kevesebb palcika
fotoreceptor alakult ki, mig a csapok szdmara a betegség nem volt befolyassal az egerek 6
hetes koraig. Elektroretinogrammal is igazoltdk a palcikék redukalddott funkcigjat, mig a
csapok ERG hullamai nem is voltak detektalhatdk.

Az elvaltozéasért felelés un. Cacnald4 gén (6. kromoszéman) mutédcioja az L-tipust
kalcium csatornak ous-alegységét rongalta meg. A Cacna2d4 gén mutacioja miatt kialakult
csap-palcika diszfunkcio korképének sajatsagai alapjan ez a gén egy uj célpont lehet a
human lataszavarok, mint példaul a sziirkiileti vaksag, retinitis pigmentosa €s a csap-
palcika disztrofidk kialakulasi hatterének felderitéséhez (Wycisk et al., 2006).

A Bassoon a szinaptikus ribbonok aktiv zondhoz horgonyzasaért felelos fehérje. Bassoon
génkiiitott, mutans egerek fotoreceptoraiban a szinaptikus ribbonok szabadon, funkcio
nélkil lebegtek a citoplazmaban, ledisszocialva az aktiv zona membranjarol, vagy eleve ki

37



sem fejléddtek a szinaptogenezis sordn. A funkcidvesztést, tehat a neurotranszmisszio
hidnyat a fotoreceptorok €s bipolaris neuronok kozott, az elektroretinogram b-hulldméanak
szignifikdnsan redukalédott amplitadoja is kimutatta (Dieck et al., 2003, Rikitsu et al.,
2004).

A CaBP4 egy fotoreceptor specifikus kalcium-kotd fehérje az egerek retindjaban.
Esszencidlis a fotoreceptor ribbon szinapszisok kifejlodéséhez és fenntartasahoz, minden
bizonnyal a kalcium csatorndk és igy a neurotranszmisszié funkcionalis moduléacidja altal,
mely latszolag a ribbon kalcium csatorndhoz kotésében nyilvanul meg. A CaBP4
deficienciaban szenvedd egerek fotoreceptor ribbon szinapszisai komoly karosodéasokat
szenvedtek (nem kotddtek a Cay-csatorndkhoz) s igy funkcioik ellatasara alkalmatlanokka
valtak. Az ERG b-hullamok amlitaddjanak csokkenése is kimutathatd volt, valamint a
retina OPL rétegének keskenyedése, kevesebb fotoreceptor termindlis €s szinaptikus
ribbon is jellemzi a CaBP4 hiany tiineteit (Maeda et al., 2005, Dieck et al., 2006).

A szakirodalomban nrc-mutansokként (no optokinetic response c) feljegyzett zebradaniok
vakok, a csap fotoreceptorok ribbon szinapszisai srtutiralis és funkcionalis defekteket
mutatnak és redukalt a visszaérkezd (endocitozis) vezikulumok és endoszémak szama a
preszinaptikus termindlisokban. Meglep6 modon a mutacioért felelos gén csak nemrégiben
lett azonositva, s mint kidertilt, a synaptojaninl kédolasaért felelds.

A clathrin-medidlt endocitozis - melynek jelenléte a ribbonokkal rendelkezd szinaptikus
termindlisokban egyre megalapozottabb - egy fontos résztvevdje a synaptojanin. A
clathrin-burokkal rendelkezd vezikulumok kicsomagolasa egyéb fehérjék mellett a
synaptojanin (polyphosphoinozitid-phosphatdz) enzimatikus aktivitdsanak koszonhetd.
Zebradaniokban a synaptojanin csonkitasos mutacidja hasonld fenotipust retinat
eredményez, mint a Bassoon kiiitott egerekben: redukalédott ERG b-hullam, kevesebb
kihorgonyzott ribbon. (Dieck és Brandstdtter, 2006, Zanazzi és Matthews, 2009).

Az exocitdzis folyamatdban részt vevd complexin, melynek a ribbon szinapszisokra
jellemzd izoformai a complexin3 és 4, a konvenciondlis szinapszisoknal a SNARE-
medidlt vezikulum fazio sebességét ¢&s Ca®"  szenzitivitasat allitja be. Fény- ¢&s
elektronmikroszkopos vizsgalatok kimutattdk, hogy a complexin3 és 4 dupla-kock-out
mutans egerek retinajanak plexiform rétege rendezetlen €s a rendellenes, tehat gombded,
citoplazmaban szabadon, funkcid nélkiill lebegd ribbon szinapszisokkal rendelkezd
fotoreceptor termindlisok szdma is szignifikdnsan megemelkedett. A neurotranszmisszd
redukcidja az elobbiekbdl kiindulva evidens, a vaksag fennallasara pedig a mutans egerek
szokvanyostdl eltérd viselkedés-mintazata alapjan vontak le egyértelmi kovetkeztetéseket

(Reim et al., 2005, 2009).
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Végiil, de nem utolso sorban emlitést érdemel a glaukéma kutatas is ezen a téren.

A glaukéma, vagy zo6ldhalyog tiineteiben eltérd, de hasonld koérlefolyasti betegségek
Osszefoglald neve. A betegség legaltalanosabb tiinete a szemnyomds drasztikus
emelkedése, mely a csarnokviz folyamatos termelddésével magyarazhatd. A folyamatos
magas nyomas a retina, leginkdbb a ganglionsejtek és a latdideg sulyos karosodaséhoz és
ezzel a latas elvesztéséhez vezethet.

A betegség lefolydsanak vizsgéalatdhoz leggyakrabban alkalmazott modell allat az egér,
melynek a mesterségesen indukalt mutaciokkal kialakitott un. DBA/2J tenyészvonala
hordozza a glaukéma tiineteit.

A masodlagos, zart zuga glaukdmara jellemzd, korfuggd elvéltozasok kozott Gjonnan
felfedezett tiinet a palcika fotoreceptor ribbon szinapszisok deformitasa.

2-10 honapos DBA/2J egerek retindjan végzett elektronmikroszkopos megfigyelések
alapjan elkiilonitettek harom karakterisztikus fenotipust: palca (fiziologids), buzogany
alaku ¢és gombded (mindkettd koros) szinaptikus ribbonokat. Az elsd két forma
kihorgonyzott, a harmadik fenotipus szabadon lebeg a citoplazméban.

A kontrol csoportban a 10 hénapos mintdkban megvizsgalt 671 palcika fotoreceptor
terminalis kozel 90%-ban tartalmazott fizioldgias ribbon szinapszisokat, mig a DBA/2J]
egerek mintaiban megvizsgalt 700 db fotoreceptor termindlis 10 hénapos allatokban mar
csak 50.3%-ban hordozott fiziologias ribbonokat. Megjegyzendd, hogy a csap fotoreceptor
ribbon szinapszisokra nem volt jellemz6 a strukturalis deformitas (Fuchs et al., 2012). A
leirt adatok szignifikdns eredményt szolgaltatnak a glaukoma szalag szinapszisokra
kifejtett hatasairdl &m az elvaltozasok molekularis hattere még ismeretlen. Ha kidertiilne,
milyen mechanizmus felel a csap fotoreceptor ribbon szinapszisok ’védelméért’, valamint,
hogy a palcikak szinaptikus szalagjainak elvéaltozasa mogott milyen molekularis folyamat

all, kozelebbi képet kaphatnank a betegség lefolyasardl is.

A szinaptikus ribbonok tehat komoly figyelmet érdemelnek a vizualis defektusok retindlis

tiinetegylitteseinek vizsgalatakor, hiszen szamos, a neurotranszmisszid fiziologids lefolyasat

gatlo korkép hatterében jelen lehetnek.
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Diszkusszio

A retindlis szinaptikus ribbonok felépitése és miikodése korant sem egy felderitett teriilet.
Szamos kérdés ¢€s paradoxon all megvalaszolatlanul, vérja, hogy megfejtsék. Jelen
szakdolgozat célja a meglévd eredmények alapjan olyan kovetkeztetések levonasa, amik
tovabbi kérdéseket vethetnek fel a témakorben, valamint olyan javaslatok megtétele, melyek
az esetleges kérdések megvalaszoldsanak lehetdségeit vilagitjadk meg.

Mint tudjuk, a retindlis ribbon szinapszisok szalag, vagy lemez alaku fehérje képzédmények,
melyeket szinaptikus vezikulumok vesznek koriil. Szamuk és méretiik sejtspecifikus: a
fotoreceptorokban jellemzden nagyobbak, de kevesebb van beldlikk, mint a bipolaris
neuronokban, ahol joval kisebbek, viszont sokkal tobb ribbon foglal helyet egy szinaptikus
terminalisban. Vajon van valamilyen jellemzd, szambeli eloszlas a bipolaris idegsejtek
szinaptikus terminalisaiban taldlhaté ribbonok szédmaban attél fiiggden, hogy a bipolaris
Az eléz6 szakdolgozati témambol kiindulva, melyben a 16 retina ribbon szinapszisainak
eloszlasat vizsgaltam volna a periférian, illetve a latdsavban, az meriilt fel bennem, hogy lehet
a két dolog kozott 6sszefiiggés.

Juhok latésavjaban ugyanis, ahol példaul az ember latofoltjatdl eltérden nem csokken a
fotoreceptorok szama, a ganglionok szama szignifikdnsan nagyobb, mint a periféridn (Turbok
Janka, 2011). Ez magyardzna a bipolaris sejtek ribbon szinapszisainak emelkedd szdmat a
periféria feldl a latdsav, vagy éleslatas teriilete felé haladva.

Javaslom ezért egy olyan elektronmikroszkopos vizsgélat elvégzését, melyben felmérik a
retina periférids €s centralis régioiban talalhatd bipolaris sejtek ribbon szinapszisainak
eloszlasat, ez ugyanis kozelebb vihetne a retina adaptacidira (ember, patds) vonatkozo
részletek megértéséhez.

A retina életmddok szerinti adaptacidinak gondolatdnal maradva egy ujabb megkozelitést
szeretnék megviladgitani e kiilonbségek pontos oktananak felderitésére. A szinaptikus
ribbonok mérete/alaktana ugyanis nem csak sejt, de fajspecifikus is. Abbol a gondolatbdl
kiindulva, hogy a ribbonok a gerincesek evolicios vivmanyai (Schmitz et al., 2000), szerettem
volna egy olyan torzsfat késziteni, amely a gerincesek szinaptikus ribbonjaiban fellelhetd
hasonlosagok ¢és kiilonbségek alapjan felallitott rokoni viszonyokat tiikrozné. Ehhez a
RIBEYE fehérjébdl indultam ki, ami bizonyitottan csak a ribbonok szerkezetében taldlhatd
meg (Schmitz et al., 2000). Teljes kodold szekvencidk utan kutatva csak RIBEYE mRNS-t
talaltam, azt is csak négy fajndl. A genom programok azonban mar rengeteg faj teljes

genomszekvencidjat megfejtették, ezért érdekes kutatdsi témat szolgaltatna a RIBEYE génje
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alapjan az emlitett torzsfa elkészitése. Talan olyan 1j, retina-alapt rokoni viszonyokra deriilne
fény, amely alapjan tjjra dtgondolhatnank a kiilonb6z6 allatfajok latasardl alkotott nézeteinket.

A fotoreceptorok szinaptikus ribbonjai nem allandé képzdédmények, aktivitas-fiiggd
dinamizmus jellemzi Oket. Nappali fénynél ledisszocidlnak az aktiv zona membranjardl és
funkciéjukat sziineteltetve lebegnek a citoplazmaban, sététben azonban a megemelkedé Ca**
szint hatdsdra Ujra kihorgonyzodnak. Ennek a folyamatnak a végrehajtdsdban
valoszinisithetéen a GCAP molekulanak van szerepe, mely Ca®" és cGMP-fiiggd médon
hozzakotédik a RIBEYE B doménjéhez ¢és valamilyen, molekulédris szinten ismeretlen
mechanizmus 4ltal, feloldja a ribbon és az aktiv zona kapcsolatit, hogy a szalag
ledisszocialhasson a plazmamembranrol (Schmitz et al., 2012). Mi allhat tulajdonképpen
ennek a hatterében? Képes lenne a GCAP valahogyan hozzakstddni a Bassoon molekulakhoz,
amelyek, mint tudjuk a ribbon kihorgonyzasaért felelds fehérjék (Dieck et al., 2001), és
indukalva azok konformacio valtozasat, megsziintetni a Bassoon-RIBEYE interakciokat? A
GCAP mikodési mechanizmusanak tovabbi kutatisa fontos lenne a ribbon-fehérjék
interakcidinak feltérképezéséért és a ribbon dinamikus ciklusanak pontosabb értelmezéséért.

A bipolaris neuronok ribbon szinapszisaiban nem mutattdk ki a Bassoon jelenlétét. A
Bassoon génkilitott, mutans egerek bipoldirs sejtjeinek neurotranszmisszidja nem szenvedett
karokat (Dieck et al., 2003). Milyen mas mechanizmus felelds tehat a ribbonok rogzitéséért az
aktiv zonaban? Létezik a fotoreceptor ribbonokhoz hasonlo aktivitds-fliggd dinamizmus a
bipolaris neuronokban is? Jelen van a GCAP a bipolaris sejtek preszinaptikus terminaljaiban
is? Ezek kimutatdsa elengedhetetlen a fotoreceptorok és bipolaris neuronok szinaptikus
ribbonjainak mikodésében fellelhetd kiillonbségek megértéséhez.

Létezik a szinaptikus szalagok szerkezetében egy olyan fehérje, melynek jelenléte nem
igazolja a miikodésérdl meglévd tudasunkat. Ez a KIF3A, mely a kinezin-tipusu
motorproteinek csaladjaba tartozik. Jelenlegi tudasunk szerint mitkodéséhez sziikséges lehet
(de nem elengedhetetlen) a mikrotubulusok jelenléte és egy masik, nélkiilozhetetlen tényezo:
az ATP-hidrolizis (Muresan et al., 1999). Mivel a szinaptikus szalagok kozelében egyik
tényez0 sem adott, fenn marad a kérdés: mi a KIF3A szerepe a ribbonok szerkezetében?
Felmeriilt bennem annak a lehetdsége, hogy a KIF3A molekuldk talan nem mozdulnak el a
ribbon mentén, hanem farki régiojukkal rogziilve a ribbon gerincén a motoros régid
konformacio valtozéasai altal (fej-nyak régié hasonld az miozinéhoz: vajon a Ca elég-e a
konformécié valtozdshoz?) adogatjdk egymdésnak a szinaptikus vezikulumokat. Ehhez
sziikséges lenne megvizsgalni, hogy a vezikulumok membranjanak kiilsé felszinén jelen

vannak-e olyan fehérje-motivumok, amelyekhez a kinezin motoros régidja kapcsolodni tud ,
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illetve, hogy a farki régid képes-e a ribbon gerincéhez kotddni. Az a kérdés persze tovabbra is
fennall, hogy mi szolgéltatja az energiat ehhez a folyamathoz.

Nem zarhaté ki azonban az a feltevés sem, hogy a KIF3A nem is jatszik szerepet a
vezikulum-transzportban (vitatott ilyen folyamat jelenléte a ribbon szinapszisokon), hanem a
ribbon sajat, onfenntartd, élettani transzportfolyamatait 1atja el a citoplazma és a szinaptikus
apparatus kozott (Muresan et al., 1999).

A szinaptikus ribbonok funkciojukat tekintve specidlis, exocitotikus nanogépezetek (Lenzi és
Gersdorff, 2001). Szerepiik van a vezikulumok aktiv zdéna kozeli organizacidjaban,
exocitozisra vald eldkészitésében és a neurotranszmisszid szabalyozdsadban (Singer et al.,
2004). Erdekes kérdéseket vet fel a ribbonokra jellemz6, un. multivezikularis exocitézis,
amely a megfigyelések alapjan tobb, ribbonhoz kotott vezikulum egyidejii fuzidja altal
torténik meg (Heidelberger et al., 2005). Ez azt feltételezi, hogy a ribbonhoz kotott
szinaptikus vezikulumok mar atestek a ’priming’ procedurdjan, vagyis fuzid-kompetensek.
Vajon van-e egyaltalan a szinaptikus ribbonoknal vezikulum ’docking’? Lehetséges-e, hogy a
’docking’ két vezikulum membranja kozott menjen végbe, és ha igen, milyen molekularis
folyamatok éllnak e mogott? Ha ez lehetséges, mikor és hol, pontosan milyen moédon
jatszodik le a 'priming'? Bizonytalan az is, hogy a beérkez6 kalcium egészen pontosan hogyan
A felvetddd kérdések megvalaszolasaval komplexebb képet kaphatunk a szinaptikus

szalagokat hordozo preszinaptikus terminéalisok mitk6désérol.
Természetesen szamos kérdés ¢és tisztazatlan tényez6 meril fel a témakorben még ezeken

kiviil is, de én most csak ezt a néhanyat emeltem ki, jelezve, hogy a kutatas az élet sok mas

kérdése mellett, ezen a téren is szinte kimerithetetlen.
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Osszefoglalas

A sok éves kutatomunka adatait Osszefoglalva kijelenthetd, hogy a retindlis szinaptikus
ribbonok EM képeken jol 14thato, elektrondenz, osmiophil, lemez vagy szalag alaku fehérje
képz8dmények, melyeket szinaptikus vezikulumok vesznek koril. Ezek a specialis
szinaptikus apparatusok a cochlea szdrsejtjeiben, a pinealocitdkban ¢és a retinalis
fotoreceptorokban, illetve bipolaris idegsejtben a preszinaptikus termindlisok jellemzd
képzddményei. Ezekben a sejtekben ugyanis nagyon fontos a neurotranszmitter nagy
mennyiségének precizen szabalyozott, gyors €s hosszu ideig tarto leadésa.

Heterogén organellumok, melyek aktivitastol, illetve a sejt tipusatdl fiiggden valtoznak
szdmban, méretben és a kapcsolddo vezikulumok szamaban.

A vezikulumok vékony, ismeretlen felépitésii fonallal kapcsolodnak a ribbon gerincéhez,
annak teljes hosszaban és minden dimenzidjaban, kivéve az alapi régiot (arciform density),
mely mintegy kihorgonyozza a szinapszisot az aktiv zona membranjahoz.

Kifejezetten a gerincesekre jellemzd specializacionak szamitanak ¢s szamos feladatot latnak

el. Feleldsek tobbek kozott a vezikulumok aktiv zéndhoz iranyitdsdért, az ottani
organizaciojuk kialakitasdért és exocitdzisra valo elOkészitésiikért (docking, priming,
compound fusion), valamint az exo- és endocitozis lefolydsanak szabalyozasaért.
A fotoreceptorok ribbon szinapszisait aktivitds-fliggd dindmia jellemzi: sotétben a kation
csatornak nyitott allapota folyamatos membran-depolaritast tart fenn, melynek koszonhetden
a ribbon ellathatja a ra jellemzo, folyamatos, nagy mennyiségii glutamat leadasaban kimertiild
neurotranszmissziot, nappali fénynél azonban specifikus fehérje interakcidknak koszonhetden
a ribbon ledisszocidl az aktiv zona membranjardl és a citoplazmaban lebegve sziinetelteti
funkcigjat.

Szamos fehérje vesz részt a szalag szinapszisok felépitésében. A RIBEYE a ribbonok 6
tomegét ado, 120kDa-os komplex fehérje, mely egyediilalld6 a ribbon szinapszisok
szerkezetében, mas organellumok felépitésében nem vesz részt. Az aktiv zdéndban hozza
kotddd Bassoon felelds a szinapszis kihorgonyzasaért, a GCAP pedig minden bizonnyal az
onnan torténd ledisszocidltatasaért. A Muncl19 fehérje is rajta és a CaBP-n keresztiil
kapcsolja a ribbont a Cay-csatornakhoz.

Egy masik szerkezeti fehérje a kinezin-tipusi motorproteinek csalddjaba tartozo KIF3A,
melynek motoros funkciojat semmilyen ma ismert mechanizmus nem igazolja a szinaptikus
ribbonok kozelében.

Az aktiv zéna citomatrixanak (CAZ) is szamos proteinje felelds a ribbonok specifikus

fukncidinak finom 6sszehangolésaért, mint pl. a Piccolo, RIM, Munc13-1 és CAST.
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A szinaptikus ribbonok funkcidvesztése szdmos betegség tiinet-egyiittesének tagja lehet,
ilyen pl. a sziirkiileti vaksag (CSNB), fotoreceptor disztréfidk és a glaukdma, ezért kiemelt
figyelmet érdemelnek az orvostudoményban is.

Sok azonban a megvalaszolatlan kérdés, a bizonyitast még nem nyert elmélet, mely a ribbon
szinapszisok felépitésére és miikodésére vonatkozik. Nem tisztazott tobbek kozott a KIF3A
szerepe a ribbonok szerkezetében és nem ismerjik az exo- és endocitdzis lefolydsanak
minden kérdésre valaszt szolgaltatd részleteit sem. A ribbon szinapszisok felépitésérol és

«y ey

részletesebben.
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Summary

From the collected data of many years of research it is already known that retinal synaptic
ribbons look like electron dense, osmiphilic, plate-like proteinaceous bodies on EM pictures
that are surrounded by synaptic vesicles. These specialised synaptic machines are
characteristic for the presynaptic temals of cochlear hair cells, pinealocytes and the retinal
photorecetors and bipolar neurons. The output synapses of these sensory neurons must
provide fast signaling to follow rapidly changing stimuli, while also transmitting graded
information covering a wide range of stimulus intensity and sustained for long time periods.
Ribbons are heterogenous organelles that vary in size, number and in the number of tethered
vesicles depending on activity and celltype. Vesicles are tethered to the ribbon by fine
filaments of unknown structure along every dimensions and the whole length of the ribbon
except for the basal region called arciform density which anchors the synapse to the active
zone membrane.

Ribbon synapses very probably occur in vertebrates alone and are responsible for various

tasks in the retina. Among others they are suggested to direct synaptic vesicles to the active
zone, to organize them for priming and compound fusion and to sinchronize exo- and
endocytosis through regulating neurotransmission.
Photoreceptor ribbons maintain activity-dependent dynamics. In darkness, due to
depolarization induced by open kation channels, they can release neurotransmitter (glutamate)
continously at high rates but in light due to special protein interactions they dissociate from
the active zone and float freely in the cytoplasm without functioning.

Panoply of proteins participates in the organization of these specialised synapses.

RIBEYE is a ~120kDa complex protein giving the majority of the ribbon’s mass and is
unique in its structure, specific for this organelle. By interacting with RIBEYE, Bassoon is
responsible for the anchoring of ribbons at the active zone. Similar interactions with GCAP,
on the other hand, result in the dissociation of ribbons from the active zone. RIBEYE is
attached to the voltage-gated Ca®" channels as well, probably through Munc119 and CaBP.

A member of the kinesin-type motorproteins, KIF3A is also found in synaptic ribbons
however its function cannot be explained by any known mechanisms.

Several proteins in the cytomatrix of the active zone (CAZ) help in the fine synchronization of
the ribbon’s specific function, like Piccolo, RIM, Munc13-1 and CAST.

Loss of the synaptic ribbon’s function has been found underlying the symptoms of many
diseases, like the X-linked congenital night blindness (CSNB), rod-cone distrophies or
glaucoma, that’s why special attention should be payed to these structures in the medical

research as well.

45



However there are several unanswered questions and unproved theories concerning the
structure and function of synaptic ribbons. Just to cite two examples, we don’t know the exact
function of KIF3A in the structure of ribbons and the information available on exo- and
endocytosis is not sufficient to explain every detail of these processes. Questions and
problems arising about the architecture and function of retinal ribbon synapses are

overviewed in chapter: *Discussion’.
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e a magyar dllatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;
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o anyilt hozzdférés tamogatasa.

o SZIA Szent Istvan Archivum a Szent Istvan Egyetemen keletkezett tudomdnyos dolgozatok
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