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»Az id0 és a toprengés...

lassan megvadltoztatja a latast,

és végiil eljon a megértés is.”
PAUL CEZANNE

1. BEVEZETES

Golgi és Ramon y Cajal 6rok vitaja, mely szerint az idegrendszer elemei egy
egymassal Osszefiiggd haldzatot alkotnak, vagy sem, korunk neurobiologiai kutatasai
szamara tovabbra is érdekes kérdéseket vet fel. Golgi elképzelése az volt, hogy az
idegsejtek citoplazmaja folyamatos kapcsolatban all, mely altal egy funkcionalis
szincicium jon létre (kontinuitas elmélet; Golgi, 1906). Ramon y Cajal ugyanakkor tgy
gondolta, hogy a szomszédos idegi elemek rendelkeznek ugyan kolesonos
kapcsolatokkal, de nem létezik citoplazmatikus folytonossag, a sejteket membran
hatarolja el egymastol (kontiguitas elmélet). A kontiguitds elméletnek Cajal egész
¢letében elkdtelezett kdvetdje volt és Nobel-dijanak atadojan is ezt bizonyitotta (Ramoén
y Cajal, 1906). A szincicium elmélet, a kémiai szinapszisok felfedezésével (Loewi,
1936) megddlt, azonban a direkt -citoplazmatikus Osszekottetést szolgaltatd
réskapcsolatokkal (elektromos szinapszis v. gap junction: GJ) foglalkozo tjabb
eredmények a feliilvizsgalat igényét vontdk maguk utdn. Az elmult évtizedek
neurobiologiai kutatasai Gjabb és ujabb bizonyitékot talalnak a gerincesek Szervezetben
mindeniitt megtalalhaté elektromos szinapszisok szerepének fontossagarol az

idegrendszer fejlddésében, miikodésében és az informacio feldolgozasaban.

A gerinces allatok retinaja idealis kutatasi objektum, amelyben kivaloan
tanulméanyozhat6 az elektromos szinapszisok eléforduldsa és miikodése. Az elmult tobb
mechanizmusait részleteiben vizsgaltak és feltartak, de a GJ kapcsolatok és azok
fontossaganak mintegy ,,ujrafelfedezése” tovabbi megoldasra vard kérdéseket tartogat a
jelenkor kutatoi szamara. Nem ismert példaul, hogy a kiilonboz6 GJ alkoto fehérjék, a
connexinek eléfordulasa milyen kiilonbségeket mutat az egyes emlds fajok retinaiban,
hogyan valtozik expressziojuk a posztnatalis fejlddés soran, illetve milyen mennyiségi
és eloszlasbeli valtozasokat mutatnak egyes kornyezeti feltételek valtozasanak hatasara?
Munkank soran e valtozok figyelembevételével tanulmanyoztuk a gerinces allatok

retindjaban a neurondlis connexinek eloszlasat.



2. ROVIDITESEK

ACh acetylcholine, acetilkolin

All amakrin sejttipus

AS amakrin sejt

BS bipolaris sejt

BSA bovine serum albumin

CAMP ciklikus adenozin-monofoszfat

CaR calretinin

CGL corpus geniculatum laterale, oldalso térdes test
CGMP ciklikus guanozin monofoszfat

Cx connexin

DAB diamino-benzidin

DEPC dietilpirokarbonat

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

GABA y-aminobutyric acid, y-amino-vajsav
GCL ganglion cell layer, ganglion sejtek rétege
GJ gap junction, réskapcsolat v. elektromos szinapszis
GS ganglionsejt, mas néven ducsejt

HRP horse radish peroxidase, torma-peroxidaz
HS horizontalis sejt

IC immuncitokémia

INL inner nuclear layer, belsé sejtes réteg

IPL inner plexiform layer, belsé rostos réteg
NB neuroblaszt

NFL neurofibrillar layer

NJ neighbor-joining

NPY neuropeptide Y

ONL outer nuclear layer, kiils6 magvas réteg
OPL outer plexiform layer, kiils6 rostos réteg
PBS phophate buffered saline, foszfat pufferelt sdoldat
PBST PBS, Tween-20-val

PCR polimeraz lancreakcid

PFA paraformaldehid



PR fotoreceptor sejt

PV parvalbumin

PVDF polyvinylidene difluoride

gPCR kvantitativ real-time polimeraz lancreakcio
RIPA radioimmunoprecipitation assay puffer
ROX 5-carboxy-X-rhodamine, qPCR festék
Rpl13a 60S riboszomalis fehérje L13a alegység
SIM structured illumination microscopy

SP substance P

TBST tris-pufferelt sdoldat Tween-20-val

VIP vasoactive intestinal peptide

WB western blot

W-S2/3 wide-field amakrin sejttipus



3. IRODALMI ATTEKINTES

A latds az emberek szamara a legfontosabb szenzoros percepcio, melynek
segitségével a kiilvilagb6l szarmazd informéciéo tobb mint 75%-at felfogjuk és
megtapasztaljuk.

A latas egy dinamikus folyamat, amely folyton mozgo vilagunkat
érzekeli. A latorendszer pedig szinte kizarolagosan e valtozasokat és mozgasokat

detektalja” (H. Keffer Hartline - Visual receptors and retinal interaction; Nobel-
dij ea., 1967).

3.1. ARETINA
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1. abra. A retina rétegei és sejttipusai

A fotonok az iivegtest fel6l érkeznek, a retina Osszes rétegén athaladnak miel6tt a
fototranszdukciéra a retina legdisztalisabban elhelyezkedd fotoreceptorai szintjén sor
keriilne. A fotonok szoérddasanak csokkentését a pigmentham segiti el6. A gerinces
allatok retinjjaban legalabb  kétféle fotoreceptort, csapokat és palcikakat
kiilonboztethetiink meg (Kolb és mtsai., 1995). Az emberi retinaban a csapok szama
atlagosan 6,4 millio, a palcikaké atlagosan 110-125 milli6 (Osterberg, 1935), mely
egyben a legnagyobb receptor denzitast jelenti a gerinces allatok érzékszerveiben. A
foemlds allatok retindjaban a fotoreceptorok szama az éleslatds helyén, a foveaban a
legnagyobb, ahol csak csapokat talalhatunk (Curcio és mtsai., 1987).



A retina az agykéreghez hasonloan rétegekbdl épiil fel, de szerkezete annal
egyszeriibb ¢és az idegsejtek kapcsolatai jelentds mértékben ismertek. E miatt és a
konnyti hozzaférhetéségnek koszonhetéen (a koponyan kiviil helyezkedik el) idealis
vizsgalati objektum az idegtudomanyban. Kutatécsoportunk szamdra a retina jol leirt
szerkezete kiemelten alkalmas olyan kérdések megvalaszolasara, amelyek még fejtorést
okoznak a jelen és a jovO kutatdinak, ezek nevezetesen az elektromos szinapszisok.

Ezek mikodésének megértéséhez azonban meg kell ismerniink a retina felépitését.

A retina rétegei jol elkiilonithetdek, beliilrdl az iivegtest kiviilrél pigmentham
hatarolja. Az emlds retindban 6t alapvetd idegsejt osztalyt kiilonithetiink el: fotoreceptor
(PR), bipolaris (BS), amakrin (AS), horizontalis (HS) és ganglion sejt (GS). Mig a
fotoreceptor a képi informaci6 detektalasaban fontos, addig a ganglion (vagy duc) sejtek
szerepet. A bipolaris sejtek serkentd, mig a horizontdlis- és amakrin sejtek gatld
retinalis interneuronok. Ezek a sejttipusok és nyulvanyaik rétegekbe rendezddnek (1.

abra; Kolb és mtsai., 1995).

A fotoreceptorok nyulvanyai a bipolaris sejtek és a horizontalis sejtek
nyulvanyaival alkotnak szinapszisokat. Ezen utobbi rostok és szinapszisaik alkotjak a
kiils6 rostos réteget (outer plexiform layer: OPL). A fotoreceptorok neurotranszmittere
a glutamat, melynek felszabadulasa sotétben folyamatos és fototranszdukcio esetén

csokken vagy sziinetel.

A fototranszdukcio soran a fotonok a receptorokban elektromos jel kialakulasat
indukaljak. A 11-cisz retinal kromofort tartalmazod, G-fehérje kapcsolt receptorok
(opszinok) inditjak el a jelatvitelt, amikor egy foton elnyelddését kovetden a 11-cisz
retinal all-transz  retinal-la alakul a fotoizomerizaci6 soran. A folyamat
eredményeképpen a cGMP (ciklikus guanozin monofoszfat) kapcsolt natrium csatorndk
bezarddnak és megsziinik az tigynevezett sotét &ram (amely kb. -40 mV-os depolarizalt

allapotban tartja a sejtet) ezzel a fotoreceptor hiperpolarizalodik.

A Dbipolaris sejtek (BS) az OPL terilletén kapjak bemeneteiket a
fotoreceptoroktol. A bipolaris sejtek egyik csoportjanak dendritjén ionotrop glutamat
receptorok vannak, igy ezeket a sotétben folyamatosan felszabaduld fotoreceptor
eredetli glutamat aktivan tartja. Ezek az ugynevezett OFF-tipusii bipolaris sejtek

felelosek tobbek kozott a vilagos hattéren megjelend sotét formak érzékeléséeért.



Ugyanakkor az ON bipolaris sejtek metabotrop glutamat receptorokkal rendelkeznek,
igy szamukra a fény detektdlasakor megszakadd (vagy lecsokkend) glutamat
felszabadulas lesz az adekvat inger (sotét hattéren vilagos alakzat). A bipolaris sejtek
receptor-szelektivek, azaz a csap-bipolaris sejtek csapokkal, mig a palcika-bipolaris
sejtek kizarolag palcikakkal tartanak kapcsolatot. A bipolaris sejtek antagonisztikus
kozpont-kdrnyéki  receptiv. mezével rendelkeznek és  alapvetden  kontraszt
detektorokként mitkkédnek (Kolb és mtsai., 1995). Ezen tilmenden egyes bipolaris
sejtek a vizualis jel lassabb, még masok a gyorsabb fluktuacidira érzékenyek, igy

gyorsabban, vagy lassabban valaszolnak azonos intenzitasu stimulus esetén.

A Kkis receptiv mezejii bipolaris sejtekkel szemben a horizontalis sejtek (HS)
receptiv mezeje nagy, minden horizontélis sejt sok fotoreceptortdl kap bemenetet az
OPL teriiletén. Kimeneteikkel visszacsatolnak (feed-back) a fotoreceptorok végtalpaira
¢és azokat GABA-erg szinapszisaik segitségével gatoljak. Ez a feed-back mechanizmus
az, melynek segitségével a horizontalis sejtek a bipolaris sejtek kozpont-kornyéki
receptiv mezejét kialakitjak (Cook és Becker, 1995; Kolb és mtsai., 1995).

A bipolaris-, horizontalis- és amakrin sejtek sejtestjei a belsé sejtes rétegben
(inner nuclear layer: INL) helyezkednek el. Mig fotoreceptorokbol a legtobb emlds
fajban 3 féle (kivéve a trikromat latasi féemlésoket ahol 4), bipolaris sejtbol 8-10 alak-
¢s miikddéstani altipus kiilonithetd el, addig tobb mint 30 morfoldgiailag jol
elkiilonithetd6 amakrin sejt (AS) ismert. Funkciojuk és molekularis markerrendszertiik,
csakugy, mint a morfologiajuk rendkiviil sokféle. Az elektromos szinapszisok

eléfordulasa szempontjabol fontos tipusaira a késébbiekben térek ki.

A belsé rostos, vagy plexiform réteget (inner plexiform layer: IPL) bipolaris- és
amakrin sejtek nyulvanyai, illetve a ganglion sejtek dendritjei alkotjak. A bels6 rostos
rétegben a bipolaris sejtek tovabbitjak a fotoreceptorok feldl szallitott 14tasi informaciot
a duc- és amakrin sejtek felé. A bipolaris sejtek glutamatot, mig az amakrin sejtek
GABA-t vagy glicin-t termelnek transzmitterként. A GABA-erg amakrin sejtek kozott
tobb, masodik transzmittert (ACh: acetilkolin) vagy modulator természetii anyagot,
peptidet (pl.: VIP, SP, NPY) is termel. Szerepiik sokrétli. Egyesek a direkt informacio
atadasban, masok a laterdlis gatlas kialakitasdban, mozgas irdnydnak érzékelésében,
vagy az objektum/hattér mozgas elkiilonitésében vesznek részt.

A ganglion sejtek rétegében (ganglion cell layer: GCL) talalhatok a dacsejtek

[ganglion sejt (GS)] és az ugynevezett ,,displaced” amakrin sejtek szomai. A ducsejtek



feladata a bipolaris- és amakrin sejtek felol érkez6 informacio Osszegyiijtése,
integracidja, analizalasa, digitalizdldsa és tovabbadasa az agy felé. A kiilonb6zo
tipusokba sorolhatd ducsejtek receptiv mezbiknek megfeleléen szelektiven gyiijtik az
informaciot és a szin, kontraszt, latotér rész, méret, mozgas, irany, fényvaltozas

detektalasara specializalodtak (Barlow és mtsai., 1964; Nelson és mtsai., 1978, 1993).

3.2. A RESKAPCSOLATOK

A kémiai szinapszis az idegi informacidatvitel elsddleges formédja, de az
idegsejtek kozotti informacidcserében fontos szerepe van a réskapcsolatoknak, mas
néven gap junctionoknak (GJ-K) is, amelyek a sejtek kozott elektromos és molekularis
atjaroként szolgalnak. A GJ-k szinte mindenhol megtalalhatoak a gerinces szervezetben.
A szivizomban példaul a sejtek altaluk valésitjdk meg az elektromos potencial
terjedését. Hasonld nagyfoku elektromos kapcsoltsagot a kozponti idegrendszer
réskapcsolatai és a retindlis neuronok kozotti GJ-k is megvaldsitanak, ezaltal a

jelfeldolgozas alapvet6 elemeiként miikodnek (Volgyi és mtsai., 2013).

A réskapcsolatokat elektronmikroszkdépos modszerek felhasznalasaval, mintegy
Otven éve irtak le eldszor (Farquhar és Palade, 1965; Rosenbluth, 1965; Brightman és
Reese, 1969) a szomszédos sejtek membranjainak szoros Osszefekvésénél. Mivel
elektronmikroszkopos felvételeken ritkan figyelték meg Oket, ezért szerepiik rendkiviil
alulértékelt volt (Furshpan és Potter, 1957; Watanabe, 1958). Ezeknél a kapcsolatoknal
a szinaptikus rés igen szlik, minddssze 1-2 nm. Ez a rendkiviil intim membrankapcsolat
volt az alapja a ,,gap junction” (GJ) elnevezésnek (Goodenough és Revel, 1970). A
réskapcsolatok mentén, amelyek altaldban csoportokban fordulnak eld, a
plazmamembranokat a zonula okkludensek rogzitik a sejtek vazat alkoto
citoszkeletonhoz (Li és mtsai., 2004, 2008; Rash és mtsai., 2004; Ciolofan és mtsai.,
2007). A réskapcsolatok a membran-6sszefekvéseknél 6sszekotik a két kapcsolt sejtet.
A két membran félnél két connexin (Cx) alegységekbdl allo félcsatorna (hemichannel v.
connexon) rendezédik parba és hozza létre a réskapcsolatot a 2. abran szemléletett

moédon (Yeager és Harris, 2007).

A ,hemichanel” vagy connexon felépiilhet azonos, vagy kiilonb6z6
connexinekbdl, amely alapjan homo-, vagy heteromernek szoktdk nevezni. A
connexonok Osszekapcsoloddsa soran 1étrejott réskapcsolat lehet homo-, vagy

heterotipikus, aszerint, hogy az dsszkapcsolddas soran a két hemichanel egyezik, vagy



kiilonbozik (2a. abra, Bloomfield és Volgyi 2009). Ezek az eltéré Osszetételti és
szerkezetl réskapcsolatok mind felépitésben mind miikddésben kiilonboznek. Az Oket
felépité connexinek hatarozzak meg ugyanis a csatorna-tulajdonsagukat és az athalado
ionokkkal szembeni ellenallasukat. Ezért alapvetd fontossagti, hogy a vizsgalt
idegszovetek connexin Osszetételét, ennek valtozdsait €¢s a mikddésben betoltott

szerepiiket leirjuk.

A molekularis technikdk és immunoldgiai jeldlések fejlddése, transzgenikus
allatok hasznalata nagyban hozzajarult jelent6ségiik felismeréséhez és felértékeléséhez.
Ma mar tudjuk, hogy a réskapcsolatok nélkiil nem johetnek 1étre dsszetett szervezetek,
nincs egyedfejlédés és nincs Osszehangolt idegi muiikodés, ezért is kaptak kdzponti

szerepet kutatocsoportunk munkéjéban (Cruciani és Mikalsen, 2006).

3.3. A CONNEXIN FEHERJEK SZERKEZETE

Gerinctelen allatokban is megtalalhatoak a connexinekhez hasonld funkcioja, de
azokkal szekvenciahomoldgiat nem mutat6 innexin és pannexin fehérjék (Yen és Saier,
2007), am a connexinek csak a gerinces allatokra jellemz6 transzmembran fehérjék és
egyben a fentiekben targyalt réskapcsolatok épitékovei. Az emlésallatok mintegy 20 Cx
génnel rendelkeznek, amelyeket szekvenalasi adatokbdl allapitottak meg (Sohl és
Willecke, 2003). A teljes Cx gén 1-3 exonbdl és egy, vagy két intronbol all aszerint,
hogy létezik-e splice variansa az adott Cx-nek. Itt eltéré promoterekrdl eltérd transzkript
irodik at a kiilonbozd szovetekben. Ha van splice-varians, tobb exon irodik at azonos
prométerrdl és ezutan torténik ezek splicing-ja. Egyes esetekben (mint a Cx36 esetén is)
a kodolo régio két exonra tagolédik (Bosco ¢és mitsai.,, 2011). Minden Cx két
extracellularis és egy intracellularis hurkot tartalmaz, ezek kotik 6ssze a transzmembran
régiokat és szerkezetilk rendkiviil konzervalt. A fehérje N és C termindlisa a
sejtplazméba nyulik, ez utdbbi rendkiviili valtozékonysdgot mutat, transzmisszios-

elektronmikorszkopos képen pedig a sejtek kozotti szalagszerli denzitasnak lathatjuk
(2b. és c.abra).



Connexon Connexinek

Extra-
celluldris
lonok és

/ | \ \ citoplazmdja
kismolekuldak

Connexon Homomer Heteromer Homomer Heteromer
Connexin Homotipikus Homotipikus Heterotipikus Heterotipikus

2. abra. A réskapcsolatok és connexinek szerkezete

a) A réskapcsolatok felépitése és Osszekapcsolodasanak lehetéségei (Bloomfield és
Volgyi 2009 utan).b) Fotoreceptorok kozotti  réskapcsolatok — transzmisszios
elektronmikroszkdpos képe (nyillal jelolve; aranymértékek a bal és jobb oldalon: 0,5,
ill. 0,1 pm; Krizaj és mtsai.,1998 utan). ¢) Connexin fehérjék N- és C- terminalisa (NHa,
COOH) az intracellularis oldal felé néz, a transzmembran domaineket (T1-T4) féleg a-
hélix strukturak alkotjak. Ezeket az extracellularis (EC1, EC2) és intracellularis (IC)
hurkok kotik 6ssze.

A kiilonboz6 Cx-eket kDa-ban mért sulyuk alapjan nevezték el, de a
csoportositasuk alapja a szekvencia és a funkcionalis homoldgia. Az a-connexinek
(vagy Il. csoport: Cx38, Cx40, Cx43, Cx45, Cx46, Cx50) hosszabb, mig a -connexinek
(vagy I. csoport: Cx26, Cx30.2, Cx31, Cx32) egészen rovid intracellularis C-terminalis
szekvenciaval rendelkeznek (Cruciani és Mikalsen, 2006). A y-connexinek (I11. csoport:
pl. Cx35, Cx36) mind molekularis struktarajukat, mind mikodésiiket tekintve egy
atmeneti format jelentenek az a- és a f-connexinek kozott. Az a- vagy - Cx-ek altal
képzett réskapcsolatokkal ellentétben, a y-Cx-ek nem képesek heteroldg csatorndk
létrehozasara és joval alacsonyabb a fesziiltség és pH érzékenységiik is (Sohl és
Willecke, 2003, 2004; Cruciani és Mikalsen, 2006; Berthoud és Beyer, 2009). A Cx
gének elnevezése a gap junction roviditésébol: Gj-vel (emberi génnél: GJ-vel) kezdédik
¢és az expresszalt a-, B- és y-connexin fehérjék szerint Gja, Gjb és Gjc csoportnevekkel

lattak el dket.

A szekvenciahomologidk tovabbi analizise folytan, a y- €s az a-connexinek
csoportjat egyes kutatasok, tovabbi alcsoportokra (Illa, IIIb illetve Ila, I1b) bontjak.
(Cruciani és Mikalsen, 2006).



3.4. RESKAPCSOLATOK A RETINABAN

Kozel negyven éve Raviola és Gilula (1973) irtak le elszor retinalis
réskapcsolatokat, melyeket a retina fotoreceptorain és interneuronjain figyeltek meg.
Ezen elso leirasok ota a GJ permedbilis neurobiotinnal végzett ,tracing” kisérletek
megmutattak, hogy a retina idegsejtjei kozott altalanos a réskapcsolatok megléte (3.
abra) (Vaney, 1991) és szerepiik bizonyitottan sokréti (Roerig és Feller, 2000; Sohl és
mtsai., 2000; Vaney és Weiler, 2000; Cook ¢és Becker, 2009; Demb és Pugh, 2002;
Bloomfield és Volgyi, 2009; Volgyi és mtsai.; 2013).

palcikak

I
BS |

palcika

3. abra. Az elektromos szinapszisok altal alkotott kapcsolatok a retinaban
(1) Csap — csap; (2) Palcika — palcika;(3) Csap-palcika; (4) Horizontalis sejtek; (5)
Bipolaris sejtek dendritjei; (6) Bipolaris sejtek axonjai; (7) Amakrin — amakrin sejtek;
(8) Ducsejtek dendritjei; (9) Amakrin — dacsejt, (Vo6lgyi és mtsai., 2013 utan).

Fotoreceptorok altal alkotott réskapcsolatok: A fotoreceptorok homotipikus
csap-csap, palcika-palcika ¢és heterotipikus csap-palcika GJ-ket hoznak létre. A
homotipikus kapcsolatok szerepe a jelatlagolas, azaz alacsony fényviszonyok mellett
novelik a jel-zaj viszonyt. A heterolog csap-palcika kapcsolat viszont az ugynevezett

masodlagos palcikapalya része, ahol a csapok kozvetlen jelet kapnak a palcikaktol,

10



mesopicus (kozepes, atmeneti) fényviszonyok mellett (Smith és mtsai, 1986; Cook és
Becker, 1995). Ugyanakkor erés megvilagitas esetén a csap-palcika GJ-ken keresztiil
megvaldsuld jelatvitel a kontrasztérzékenység csoOkkenéséhez vezetne, ezért
fényadaptalt retina esetén ezek a GJ-k ideiglenesen bezarodnak (Tsukamoto és mtsai.,

1992).

Horizontalis sejtek gap junctionjei: A horizontalis sejtek egymassal alkotnak
réskapcsolatokat, melyeknek nagy szerepe van abban, hogy az azonos megvilagitottsagu
retinalis teriiletekre esd fotoreceptorok nagyjabol hasonldo mértékii feed-back gatlast
kapjanak. Egérben Cx36-ot nem expresszalnak (Deans és Paul, 2001), csak Cx57-et
(Hombach és mtsai., 2004).

Bipolaris sejtek réskapcsolatai: Az OPL-ben a bipolaris sejtek dendritjei, mig
az IPL-en a bipolaris sejtek axonjai kozott talalunk GJ-ket. Funkciojuk nem tisztazott,
valoszintiileg a fotoreceptorokéhoz hasonld jel-zaj viszonyt javitd kapcsolatokrol van
sz6. Specifikus esetet, az ON tipusu csap-bipolaris sejtek és az igynevezett Al amakrin
sejtek altal alkotott GJ, melynek elengedhetetlen szerepe van a szkotopikus
koriilmények kozott aktiv, elsddleges palcikacsatorna mitkddésében (Deans és mtsai.,

2002; Volgyi és mtsai., 2004).

Amakrin sejtek réskapcsolatai: Mivel az amakrin sejtek igen sokfélék,
kapcsolataik a szomszédos sejtekkel és a kapcsolatok funkciodja is rendkiviil sokréti, igy
nem altalanosithat6 az amakrin sejt GJ-k szerepe sem. Jol ismert képviseloik az All-All
amakrin sejtek kozott fennallo dendro-denritikus elektromos szinapszisok, melyek a jel-
zaj viszony javitasaval novelik az elsddleges palcika palya érzékenységét (Bloomfield
és Volgyi, 2004; Volgyi és mtsai., 2004; Sohl és mtsai., 2005; 2010;). Kiilondsen sok
réskapcsolat talalhato az tugynevezett wide-field (magyarul széles-dendritmezejii)
amakrin sejtek kozott (Bloomfield és Volgyi, 2007), melyek szerepe mind ez idaig

tisztazatlan.

Ganglion sejtek réskapcsolatai: A ducsejtek egymassal homolog GJ-t, egyes
amakrin sejtekkel heterolog GJ-t alakitanak ki (Schubert és mtsai., 2005a; 2005b; S6hl
és mtsai., 2005, 2010; Volgyi és mtsai., 2005; 2009; 2013; Pan és mtsai., 2010). Ezen
elektromos szinapszisoknak feltételezhetben fontos szerepe van a ducsejtek
akciospotencial szinkronizacidjaban (Mastronarde, 1983a; 1983b; 1983c; Brivanlou és
mtsai., 1998; DeVries, 1999; Hu és Bloomfield, 2003; Ackert és mtsai., 2009; Hu és
mtsai., 2010; Volgyi és mtsai., 2013).
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3.5. AZ EMLOS RETINA PRE- ES POSZTNATALIS FEJLODESE

A retina fejlédése komplex folyamat, melynek soran a ndvekedés, osztodas,
kapcsolatok kiépiilése és programozott sejthalal meghatarozott egymasutanisagban,
ugyanakkor egymassal parhuzamosan zajlanak le. A retina egyedfejlodése tobb
Iépcsdben torténik. Elsdként, embrionalis korban a retindlis progenitor sejtek
mitozisokon esnek at, a kiils6 hatarol6 membran kézelében, mely utan a sejtek a végso
helyiikre vandorolva differencialédnak. Erdekes, hogy a horizontélis sejtek prekurzorai
a ganglion sejtek rétegéig vandorolnak, majd innen visszafordulnak és a késoi
embrionalis és neonatalis korban érik el végs6 helyiiket a kiils6 sejtes rétegben (Poché
és Reese, 2009). Sorrendben, a horizontalis, a ganglion és a csap Sejtek
differencialodnak el@szor embrionalis korban a progenitorokbol. Az amakrin sejtek
ezekhez képest kissé késve szintén az embrionalis fejlodés alatt, mig a palcikdk és a
bipolaris sejtek posztnatalis korban differencialédnak (4a. dbra). A 4b. dbran a sziiletd
sejtek viszonylagos szamat lathatjuk, ezek koziil kiemelendbek a palcikak, melyek

oriasi szamban differencidlddnak.

Erdekes, hogy az egyedfejlédés soran mér koran kialakul egy-egy, az
informacidatvitelben fontos sejttipus (csap: receptor; horizontalis sejt: interneuron;
ducsejt: kimeneti sejt), majd a kés6bbi fejlédési szakaszban tjabb receptor és

interneuron tipusok jonnek 1étre (4. abra).

Korabbi tanulméanyok mar ravilagitottak arra, hogy molekularis markerek
alapjan a retina neurontipusok fejlddése két féagra bonthatd. Az egyik 4agon kozos
progenitorsejtekbdl fejlddnek a fotoreceptorok, mig progenitorok egy masik
csoportjabol jonnek létre a ganglion, az amakrin és a horizontalis sejtek. A bipolaris
sejtek eredete e markerek alapjan kérdéses volt (Arendt, 2003). Azonban ennek a
funkciondlis nézetnek ellentmond az a tény, hogy a retindlis progenitor sejtek

gyakorlatilag barmely sejttipussa atalakulhatnak (Kolb és mtsai., 1995).
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4. abra. A retina sejttipusainak fejlédése

A A retinalis sejtek embrionalis(E12-P0) és posztnatalis (P0-).differencialodasa.

B A sejtek szamanak viszonylagos alakuldsa embrionalis (010-PO) és posztnatalis
korban (PO-). HS: horizontalis sejtek; GS: ganglion sejtek; AS: amakrin sejtek; Palc.:
palcika sejtek; BS: bipolaris sejtek; MS: miiller sejtek (Kolb és mtsai., 1995).

3.6. Az All-ES AMAKRIN SEJTEK

Dolgozatomban az All-es amakrin sejtek, retinalis informacidatvitelben betoltott
kozponti szerepiik és réskapcsolataik miatt kiemelt fontossaggal birnak. Az All-es
amakrin sejteket els6ként Kolb és Famiglietti (1974) irtak le. A gerinces retinaban a
legbehatobban tanulmanyozott amakrin sejtcsoport, amely kiemelt szerepet tolt be a
retina informacio-feldolgozasaban. Az All sejtek sziik dendritmezejiiek, a dendritek az

IPL-ben két elagazasrendszert alkotnak (bistratified).

Az IPL S1-2 alrétegébe (OFF szublamina) kiild6tt dendritek rovidek és lobularis
fejjel rendelkeznek, melyek egy kozponti elsédleges denritbdl agaznak el. A

transzverzalis nyulvanyok szintén diagondlisan agaznak el a f6 primér dendritagbol
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(dendritic stalk), tobbszor elagaznak és az S3-5 alrétegek teriiletén (ON szublamina)

alkotnak végagakat és szinapszisokat (Kolb és mtsai., 1995).

Sejttest

Lobularis
nyulvanyok
(Gly)

Transzverzalis
nyulvanyok
(GluR; GJK)

5. abra. Az All-es amakrin sejtek vazlatos morfolégiaja patkanyban

A lobularis nyalvanyok az IPL 1.-2. szublaminajaban talalhatoak (S1-S2), mig a
transzverzalis nyalvanyok a 3.-5. szublaminaban (S3-S5). El6bbiek glicint (piros Gly)
termelnek, mig utobbiak glutamat receptorokkal és Cx36 tartalmu réskapcsolatokkal
rendelkeznek.

Az AIl amakrin sejteket gyakran hivtak palcika amakrin sejteknek (Nelson,
1982; Bloomfield és Dacheux, 2001). Erés kozpont-kérnyéki antagonizmust mutato
ON-center amakrin sejtek (Dacheux és Raviola, 1986; Xin és Bloomfield, 1999),
melyek transzverzalis nyalvanyaikon direkt glutamaterg bemenetet kapnak a palcika
bipolaris sejtektdl az IPL legdisztalisabb alrétegében (S5). A transzverzalis nyGlvanyok
proximalis részén (féleg S3-4) ON—csap bipolarisokkal alkotott GJ-k, mig a disztalis
transzverzalis nyalvanyokon (f6képpen S4-5) szomszédos All-esekkel alkotott
réskapcsolataik talalhatoak meg. A lobularis nyulvanyaik az OFF-csap bipolarisok felé

kozvetitenek glicinerg gatlast (5. abra).

A glicin immunoreaktivitason til az All sejtek kalcium-koté fehérjékkel, mint
parvalbumin, calbindin és calretinin antitestekkel is jel6llhetéek (Kolb és mtsai., 1995),
azonban ez Aallatfajonként valtoz6. Az altalunk vizsgalt allatok esetében errdl a

késdbbiekben még lesz szo.

Az All-es sejtek f6 szerepe a palcikaktol szarmazd jel tovabbitasa a dicsejtek
felé. A palcikak ugyanis nem rendelkeznek direkt bipolaris-dicsejt kapcsolatokkal,
hanem szkotopikus koriilmények kozott a palcika bipolaris sejtek altal tovabbitott
informacio elsédlegesen az All-es sejtekre, onnan a csap bipolaris sejtekre, majd a

ducsejtek felé tovabbitodik. Az OFF bipolaris sejtek felé az informacié atadasa glicinerg

14



gatlo (polaritas forditd) szinapszisok altal, mig az ON bipoldrisok felé réskapcsolatok
segitségével torténik (polaritas tartd; Volgyi és mtsai., 2013; 5. abra). Az All-es sejtek
ON csap bipolarisokkal ¢és szomszédos All sejtekkel alkotott elektromos szinapszisai

Cx36 tartalmuak.

3.7. ADOLGOZATBAN VIZSGALT EMLOSOK LATASA ES ELETMODJA

Az eml6sok latasa nagyon hasonld elrendezésii idegsejt haldzatra épiil, azonban
a halozatot felépitd idegsejtek és kapcsolataik szamaban eltérések fedezhetok fel. A
kiilonbségek vagy az allatok genetikai tavolsagaval, vagy életmoddbeli hasonldsdgokkal
és kiilonbségekkel magyarazhatoak. Ezeknek a kiilonbségeknek a GJ-ra vonatkoztatott
aspektusat kivantuk vizsgalni. Molekularis evolucidtani kutatdsok kordbban féleg az
emldsok szinlatasaban fontos fotoreceptor opszinok esetében torténtek (Jacobs, 2009;
Nilsson, 2013). Sok a parhuzam az opszinok és a Cx-ek evolucidja kozott, ugyanis egy
az opszinokéhoz hasonl6 evolucios redukcid tortént a Cx gének esetében is (lasd késdbb

az eredmények részt).

Kutatasaink soran olyan kiilonb6z6 emlds fajok retindin végeztiink
Osszehasonlitd vizsgalatokat melyeknek ¢életmoddja és cirkadian ritmusa eltérd. A
vizsgalt fajok a kovetkezdek voltak: egér, patkany, tengerimalac, nyul, aranyhdrcsog,
birka, macska, kutya, vadaszgorény, mokusmajom, sertés. Ezekre az allatokra a miatt
esett a valasztas, mert idegrendszeri és gyogyszerkutatasi munkdk kedvelt kisérleti
modelljeiként is szerepelnek. A fenti allatokhoz az 6sszehasonlitas teljessége érdekében
hozzavettilk még az emberi retinat is. Aktiv periddusukat tekintve ezek kozott négy f6

csoportot kiilonithetiink el:

A diurndlis allatok, nappal aktivak a nokturnalisak éjszaka aktivak, a
krepuszkularisak félhomalyban aktivak. Sok allatfaj diurnalis, koztiik az ember is,
illetve a rovarok jo része és kevés kivételtol eltekintve a hiillok és a madarak. Az
utdbbiak koziil a hiillék, féképpen a hdéregulacidé hidnya miatt diurndlisak (Csanyi,
2002). A haziasitott allatok gyakran vad elddeiktdl eltérd cirkadian aktivitassal
rendelkeznek, hiszen a hdaziasitas az emberéhez hasonléva formalta ezen allatok

ritmusat, ezért ezek egy negyedik csoportjat képezik a vizsgalt allatoknak.

Az 1. tablazatban Osszefoglaltam a vizsgélt allatokat rendszerezés, életmdd és
taplalkozas szerint. Az életmodbeli besorolds f6 szempontjai az aktiv és pihend

periodusok valtakozasa, testhOmérséklet ingadozdsa, melatonin szintézis ¢és a
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taplalkozas voltak. Ahol nem szerepel a tablazatban szakirodalmi hivatkozas ott Ronald
M. Nowak: Walker's Mammals of the World cimii konyvében szerepldé informaciokra
hagyatkoztam. A retina altalanos szerkezetér6l elmondhatd, hogy a nokturnalis allatok
retindjdban az alacsonyabb intenzitasi fény érzékelésére alkalmas palcikasejtek
nagyobb aranyban fordulnak eld, mint a nappal aktiv (diurnalis) allatok esetében. A
nokturnalis allatok retindja mogott egy fényvisszaverd réteg (tapetum lucidum)
talalhato, ami a hasznositatlan fotonokat veri vissza a fotoreceptorok felé. Az 1.
tablazatban megjeloltem, hogy az adott allat rendelkezik-e tapetummal (Ollivier, 2004),
illetve, hogy a domesztikacié milyen iranyba tolja el az adott allat életmodjat. Erdekes,
hogy a fogsdgban szelektalt horcsdogok éjszakai életmddra térnek at, az emberkertilés
miatt (Gattermann és mtsai., 2008). A vizsgalt fajok egyedi retinalis sajatossagair6l az

eredmények ¢és eredmények értékelése résznél térek majd ki részletesebben.

1. tablazat. Az altalunk vizsgalt allatok életmoddja

Név (latin név) Rendszer- Eletméd Taplal-kozas Tapetum Hivatkozas
tan (rend) (aktivitas) lucidum

Birka (Ovis aries) Artiodactyla = diurnalis Novényevo + Maloney és
mtsai., 2013

Egér (Mus musculus) = Rodentia nokturnalis Ragcsalod + Buhr és
Takahashi, 2013

Ember (Homo Primates diurnalis Mindenevo Bollinger és

sapiens s.) Schibler, 2014

Horesog( Rodentia krepuszkularis = Ragcsald + Gattermann és

Mesocricetus nokturnalis* mtsai., 2008

auratus)

Kutya (Canis lupus Carnivora nokturnalis, Ragadozo Ollivier, 2004

fam.) diurnalis*

Macska (Felis Carnivora nokturnalis, Ragadozo Ollivier, 2004

silvestris catus) diurnalis*

Moékusmajom Primates diurnalis Novényevo Ollivier, 2004

(Saimiri sciureus)

Nyul (Oryctolagus Lago- nokturnalis, Novényevo Jilge, 1991

cuniculus) morpha diurnalis*

Patkany (Rattus Rodentia nokturnalis Ragcsalo Eastman és

norvegicus) mtsai., 1984

Sertés (Sus scrofa Artiodactyla = diurnalis Mindenevé Ollivier, 2004

dom.)

Tengerimalac (Cavia = Rodentia diurnalis Ragcsalo Ollivier, 2004

porcellus)

Vadaszgorény Carnivora nokturnalis, Ragadozo Ollivier, 2004

(Mustela putorius diurnalis*

furo)

*Domesztikacios hatas
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4. CELKITUZES

A neuronokat 0Osszekoté réskapcsolatok nem statikus csatornak, hanem
dinamikusan valtozé informacios utvonalak. Atjarhatosaguk az egyedfejlédés, illetve a
kiils6- és a belsé kornyezeti tényezék dinamikajahoz alkalmazkodva valtozik.

Vizsgalataink célja az volt, hogy ezeket a valtozasokat részleteiben feltarjuk.
Meg akartuk ismerni:

1. A Cx expresszio alkalmazkodasat az evoliciés trendekhez
Ennek érdekében:

(1) Osszegytijteni a gerinces allatok retinalis connexinjeinek aminosav- és
nukleotid-szekvenciait, majd olyan filogenetikai fat létrehozni, amellyel a Cx ortho- és

paraldgok elkiilonithetdk.

(2) Létrehozni egy Cx36 filogenetikai fat az emlés modellek Cx36 molekulainak

szerkezeti (és potencialisan funkcionalis) hasonldésaganak alatamasztasara.

(3) Emlds allatmodelljeink retinain Cx36 immunreakciot végezni, hogy a GJ

eloszlasok alapjan evoltcids trendeket fedezhessiink fel.
2. Az egyedfejodés soran bekovetkezo Cx expresszios valtozasokat

A retindban, az egyedfejlédés sordn, szamos neuronhaldzat szintli valtozas

torténik. Amiben a GJ-k aktivan részt vesznek. Ezért tervezzik:

(1) Megvizsgalni a Cx36, 45, és 57 mRNS-expresszio valtozasait a fejlodo
retindban.

(2) Leirni a Cx36 fehérje expresszid valtozasat a patkany korai posztnatalis
fejlodésének soran.

(3) Karakterizalni a neuronalis kapcsolatokat, amelyek kialakulasa a Cx36

expresszios szintjével korrelaltathato.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. ALLATOK ES MINTAELOKESZITES

5.1.1. 4 kiilonb6zo emlosallatok retindajan végzett vizsgalatok mintavétele

A Kkisérletek soran torekedtiink a kisérleti allatok szamara okozott fajdalom ¢és
stressz minimalizaldsara. Kisérleteinket a Pécsi Tudoméanyegyetem Allatetikai
Bizottsaga (BA02/2000-6/2006) hagyta jova és az allatok kezelése megfelelt az
ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research”
feltételeinek. Az Osszehasonlitd vizsgalatokat a kovetkezékben felsorolt fajokban
végeztik: Egér (Mus musculus, C57BL/6, 10 him, 3 honapos), patkany (Rattus
norvegicus, Wistar, 5 him, 4-6 hoénapos), tengerimalac (Cavia porcellus, 5 him, 10
hoénapos), nyal (Oryctolagus cuniculus, NZ white, 2 him és 1 ndstény, 5 honapos),
aranyhorcsog (Mesocricetus auratus, Charles River Laboratories, 5 him), birka (Ovis
aries, Merino, 2 him és 1 néstény, 6 honapos), macska (Felis silvestris catus, 2 him és 1
néstény, 10 honapos), kutya (Canis lupus familiaris, beagle, 2 him és 1 ndstény, 14-20
hoénapos), vadaszgorény (Mustela putorius furo, 2 him és 1 ndstény, 10 hoénapos),
mokusmajom (Saimiri sciureus, 1 him, 1 ndstény, 4 és 9 éves), sertés (Sus scrofa
domesticus, him, OSSKI). Minden allat fiatal, ivarérett, egészséges egyed volt, melyek
mas tanulmanyokban kezeletlen negativ kontrollként vettek részt. A vizsgalt emberi
(Homo sapiens sapiens) retinametszetek a centralis régiotol nazalis iranyban 2-4 mm-re
késziiltek, 3 ords poszt-mortem, fixalt, 27 éves polytraumas férfibél szarmazo anyagon.
A vizsgalt allatok retinait a patkdnyon és egéren kiviil, tovabba a human metszeteket Dr.
Kantor Orsolya (Bp., SE-AOK) biztositotta szamunkra. Az allatok altatisa intravénas
ketamine-xylazine (10 mg/kg-1 mg/kg) injekcidval tortént, majd intravénas (kutya,
macska, birka), vagy intrakardialis (egér, patkany, horcsog, vadaszgérény, nyul,
tengerimalac) T-61 (Bayer Hungaria Kft., Budapest, Mo.) adagolassal végzett
eutanaziara kerlilt sor. Western blotban hasznalt mintak esetében egész retinakat
hasznaltunk (kivéve a birka, macska ¢és kutya, ahol centralis és periférias darabbal
dolgoztunk) ezeket folyékony nitrogénes fagyasztast kovetden szarazjégen szallitottuk
és a feldolgozasig -80°C-on taroltuk. Az immuncitokémiai vizsgalatokra hasznalt
mintak esetén 4% PFA (paraformaldehid) fixalt, krioprotektalt (PBS-Szacharoz: 15,
30%,) egész szemserleget kaptunk szarazjégen, beagyazva (Tissue-Tek; Sakura Finetek,
USA).
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5.1.2. Egyedfejlodéses vizsgalatok mintavétele

A Cx expresszio egyedfejlédés soran bekdvetkezd valtozasainak vizsgalatara PO,
1, 3, 5, 10, 15, 20 napos albiné Wistar patkdnyokat hasznaltunk. Ezeket isoflurane
(Forane; Abbott Laboratories Ltd., Queenborough, UK) inhalacios anesztéziat kovetéen
dekapitaltuk (10 napos korig), vagy aortalis exsanguinaciot alkalmaztunk. Ezt kovetden
a szemeket eltavolitottuk és a retindkat hideg (~4-6 °C) nukleazmentes PBS-ben
disszektaltuk, és a késobbi PCR (polimerdz lancreakcios) és WB (Western blot)
kisérletekig eppendorf csovekben -80°C-on taroltuk. Az immuncitokémiai
vizsgalatokhoz a mintavételi idépontok megegyeztek, de PO idépontot elhagytuk, mivel
ebben a mintaban sem a vizsgalt Cx mMRNS-ek, sem a fehérjék expresszios szintje sem
kiilonbozott a P1 allatokétol. A szaruhartya és a lencse eltavolitasaval a szemekbol
szemserleget készitettiink, majd ezeket PBS + 4% PFA oldatban fixaltuk 4°C—on, 1

orat.

5.2 CONNEXIN DENDROGRAMMOK
A gerinces allatok retinaiban eléforduldo Cx génszakaszok szekvencidit

Osszegytjtottikk (az NCBI Nucleotide adatbazisbol nyert mRNS szekvencidk alapjan),
majd ezekbdl szekvenciahomologian alapuldé dendrogrammokat készitettiink. Két kiilon
alignmentet készitettiink. Az elsében (7. abra) az egyes gerinces fajok retinalis Cx-
einek szekvenciait hasonlitottuk egymashoz. (Gének: Rattus norvegicus Cx43-
NM_012567, Cx30-NM_053388, Cx36-NM_019281, Cx45-NM_001085381; Mus
musculus  Cx43-NM_010288, Cx36-NM_010290, Cx30.2-AJ414561, Cx57-
NM_010289, Cx45-NM_008122, Cx37-NM_008120; Homo sapiens Cx43-
NM_000165, Cx26-BC017048, Cx36-BC148788, Cx62-NM_032602, Cx59-
NM_030772; Oryctolagus cuniculus Cx43-NM_001198948, Cx36-XM_002718001,
Cx57-XM_002714475, Cx50-XM_002715651; Gallus gallus Cx43-NM_204586, Cx30-
NM_204931, Cx32-NM_204371, Cx36-NM_204582, Cx45-NM_205503, Cx50-
NM_204997; Anolis carolinensis Cx43-XM 003215563, Cx30-XM 003219246, Cx32-
XM_003228190, Cx35/36-XM_003214476, Cx57-XM_003215542, Cx50-
XM _003219087; Cavia porcellus Cx26-NM_001172823; Danio rerio Cx27.5-
BC056546, Cx35-BC162925, Cx55.5-NM_131812, Cx52.6-NM_212819, Cx43-
AF035481, Cx44.1-BC095304; Morone americana Cx34.7-AF059184, Cx35-
AF059183; Raja sp. Cx35-RSU43290; Cynops pyrrogaster Cx35-AB078502, Cx43-
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ABO078503; Xenopus laevis Cx43-NM_001085660; Trachemys dorbigni Cx43-
JQ356532; Cyprinus carpio Cx43-AZ008286).

A masodik dsszehasonlitasban az emlds modellallataink retindinak Cx36 mMRNS
szekvenciait hasonlitottuk az emberi retina Cx szekvenciaihoz (emberi Cx43:
NM_000165; emberi Cx45: NM_005497; emberi Cx59: NM_030772; emberi Cx62:
NM_032602; emberi Cx36: BC143788; egér Cx36: NM_010290; vadaszgorény Cx36:
XM_004796539; patkany Cx36: NM_019281; nyal Cx36: XM_002718001; kutya
Cx36: XM 544602; macska Cx36: XM _003987299; tengerimalac Cx36:
XM_003475663; horcsog Cx36 XM _005087948), valamint az eziist siigér (Morone
americana) Cx35/36 szekvenciahoz (Cx35 White perch AF059183). Ez utdbbi
szekvenciat azért hasonlitottuk Ossze az emlds Cx36 génekkel, mert az altalunk
immuncitokémiai jel6lésekhez hasznalt antitest, anti-egér Cx35/36 G immunglobulin
(a.ms.-Cx35/36 1gG) termeltetésénél az eziist sigér Cx36 fehérjét hasznaltak
immunogén molekulaként. Az &sszehasonlitas célja a Cx36 szekvencia konzervativ
jellegének és az antitest széleskorli haszndlhatdésaganak bizonyitasa (emlds fajokon is
specifikus) volt. Az alignmenthez és az azt koveté neighbor-joining (1000x bootstrap)
elemzés elvégzéséhez a CLC Main Workbench 6.5 szoftvert (CLC Bio; Aarhus, Dania)
hasznaltunk a kovetkez6 paraméterckkel: gap open cost=20,0; gap extension cost =2,0.

5.3. APOLIMERAZ LANCREAKCIO (PCR)

A -80°C-on, jeldlt eppendorf csovekben tarolt retindkat a homogenizaltuk, majd
RNazol RT-val (Molecular Research Center, Inc., USA) total RNS extrakciot
végeztink. A gyartd altal leirt protokoll szerint dolgoztunk, de fél mennyiségeket
hasznaltunk (mivel a patkany retina nedves stlya kevesebb, kb. 40 mg). A tisztitott és
szaritott RNS-t 50-50 ul DEPC-kezelt dH>O-ban diszpergaltam, a totalRNS-ek
mennyiségét Eppendorf Biophotometer Plus-val (Eppendorf, Hamburg, Németorszag)
mértem le, majd ezeket -80°C-on taroltam felhasznalasig. A PCR reakciok soran
hasznalt primereket az adott génekre terveztik meg az NCBI Primer-BLAST
segitségével, ezek a 2. tablazatban lathatok. A primereket validaltuk OneStep RT-PCR-
vel (Qiagen Inc.) (6. abra).
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2. tablazat. A PCR reakcié soran hasznalt primerek
(IDT, Bio-Science Kft. Budapest, Mo.)

Primer neve 5°-> 3’szekvencia

Cx36 Fw. GTGGCAGTGGTGGGAGCA
Cx36 Rv. TGCTGTGCGCAGCCCAGA
Cx45 Fw. GGGTCCTTCCTCCCCGCTTT
Cx45 Rv. GCCAGTCCCCGAGGACCAAA
Cx57 Fw. GGGTGTCTCCTGCGCACCTA
Cx57 Rv. GCAAGGGGCTTGTGTGCACT

RPL13a Fw. | CCAGAGGTTTTGGGGTCAGAA

RPL13a Rv. GCAGTTGCAGACAAACTGGAGG

El6szor OneStep RT-PCR-vel 50-50 ng total RNS-b6l amplifikaltam a Cx36, 45
¢s 57 mRNS szekvencidkat, ezzel tesztelve az RNS mindségét és a primerek
hatékonysagat. A terméket agar6z gélelektroforézissel vizsgaltam (lasd: 6. abra)
GeneRuler 100 bp Plus DNS-létra segitségével (Fermentas, Biocenter Kft., Szeged
Mo.).

A . Marker: Fermentas
100 bp ladder

’
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- "

- »

[—

- Cx36 Cx45 Cx57

- A W
155 bp y g

b
“— ..

117 bp 132bp

6.abra. A Cx36, 45, 57 primerekkel késziilt RT-PCR
Elektroforézis eredménye 2,5%-o0s agar6z gélen,
megjeldlve az amplikonok méretét.
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A kvantitativ-PCR (QPCR)-ben hasznalt cDNS-t oligo-dT primerek segitségével
allitottam el6 1-1 pg total RNS-t és Fermentas RevertAid H- RT enzimet (Fermentas,
Biocenter Kft., Szeged, Mo.) hasznélva az atirashoz. Az RT reakcid programjat lasd a 3.
tablazatban.

3.tablazat. A reverztranszKkripcio programja

Hoémérséklet (°C) |55 |25 |42 80
Idétartam (perc) 5 10 |50 5

A cDNS-t 25 ng/ul végkoncentraciéra higitottam, majd tovabbi felhasznalasig -
20°C-on taroltam. A Cx36 posztnatalis mintasort Applied Biosystems (Abi) StepOne
Plus (LifeTecchnologies Mo. Kft., Budapest, Mo.) gPCR-thermocyclerrel amplifikaltuk,
a tobbi mintat Bio-Rad CFX Connect-tel (Bio-Rad Mo. Kft., Budapest, Mo.). A két
mintasor kozott azonos cDNS higitasi soron optimalizalast végeztink. A (PCR
reakciokhoz 40 ng cDNS-t tettiink well-enként, minden mintat triplikalva. Maxima
SYBR-Green-t (Thermo-Scientific, Biocenter Kft., Szeged, Mo.) hasznaltunk minden
esetben. Az Abi Thermocycler esetében ROX-val a Bio-Rad esetében ROX nélkiil (a
Bio-Rad CFX Connect gyarilag ROX referenciat nem igényel). Az amplifikacio 45
ciklusos  volt, majd “melt-curve” analizis kovetkezett minden esetben

(14sd részletesen a 4. tablazatban).

4. tablazat. A Cx mRNS mérésekhez hasznalt PCR program lépései

Hoémérséklet (°C) 95 92 55 72* 50-93
Id6tartam 4p 10 mp 10 mp 20 mp Melt Curve
Ciklusok szama 1 45 1

*fluorescens kiolvasas

A keletkez6 fluorescencia-gorbék mindségét a szoftveres ellenérzést kovetden
mindig manualisan is validaltuk és szelektaltuk. A triplikatumok koziil mindig legalabb
két mérés keriilt be az expresszios vizsgalatba. A vizsgalt mRNS-ek endogén kontrolja
minden esetben az Rpl13a-volt. Ennek homogenitasat mintasorunkra elézetes méréssel
igazoltuk. A szoftveres analizist a thermocyclerek sajat szoftverjeivel végeztiik, innen
exportaltuk az adatokat Microsoft Excel-be (Micosoft Office 2010, Microsoft Ltd.,
USA), ahol normalizaltuk és Osszegeztiik Oket. Az abrak eléallitisdhoz Origin-t

hasznaltunk.
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5.4. WESTERN BLOT

A retinakat -80°C-on taroltuk homogenizalasukig jelolt eppendorf csévekben.
Hideg (4°C) 300 pl radioimmunoprecipitation assay pufferrel (RIPA: 10 mM foszfat
puffer pH 7,2, 1% NP-40, 1% natrium-deoxikolat, 0,1% SDS, 0,15 M NaCl, 2 mM
EDTA, 2 pg/ml aprotinin, 0,5 pg/ml leupeptin, 2mM natrium-vanadat, 20 mM natrium-
fluorid, 0,5 mM dithiothreitol, 10 mM phenylmethylsulfonyl fluorid) 5 percig vagy
teljes homogenitasig homogenizaltuk a retinakat egy pipetta segitségével. Centrifugalast
protein assay kittel (BCA Protein Assay Kit, Pierce, Life Technologies Magyarorszag
Kft., Budapest, Mo.) hataroztuk meg. A tovabbi minta el6készitésnél és a blottolasnal a
NUuPAGE Instruction Manual (Invitrogen, Life Technologies Magyarorszag Kft.,
Budapest, Mo.) szerint jartunk el. Futtatasonként 20 vagy 25 pg fehérjét vittiink fel a
10%-os poliakrilamid gél zsebeibe. 100, majd a ,,running” gélbe atlépést kdvetéen 150
V-tal futtattuk marker 1étra jelenlétében. A gélrél a fehérjéket félszaraz blotolassal
polyvinylidene difluoride (PVDF) membranra blotoltuk (130 mAh, 30 perc). 45 perces
tejporos, Tween-20-as, tris-pufferelt sooldattal (TBST+tp.: 50 mM Tris, 250 mM NacCl,
0,1% Tween-20, pH 7,6, +1% bovine szérum albumin, +5% zsirszegény tejpor).
Blokkolast kovetden elsddleges Cx36 nyul poliklonalis (Abcam: ab86408; 2000x hig)
és B- tubulin nyul poliklonalis (Sigma: T4026; 10000x hig) antitestekkel jeloltiik. Ezt a
miiveletet egy éjszakan at 4°C-on, horizontalis razon végeztikk. Az antitesteket 0,5%
BSA-s, 2,5% tejporos TBST-vel higitottuk. A masodlagos anti-nyal HRP (torma-
peroxidaz) konjugalt antitestet 10000x higitottuk TBST-vel és 3 oraig inkubaltuk
razatébn, szobahOmérsékleten, majd 4x5 perc TBST-s mosast kovetden
kemiluminescensziaval detektaltuk (Western Lightning Chemiluminescence Plus
reagens, PerkinElmer) nagyérzékenységii film (Kodak X-OMAT Blue Film XB, Sigma)
segitségével. Az expozicids idok: érintés, 10, 30, 60, 300 mp voltak. Megfeleld jelolés
esetén elhagytuk a 60, 300 mp-et. Az eldvalogatott és optimalisan jeldlt filmeket magas
mindségben (600 dpi) digitalizaltuk és a jeleket a B-tubulinnal, mint endogén kontrollal
normalizalva mértiikk ImageJ (NIH) denzitometria segitségével. Az adatokat a PO-hoz

igazitottuk.
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5.5. IMMUNOCITOKEMIA

A szemeket (n=5: P1-P5 és n=8: P10-P20) eltavolitottuk és a szemserlegeket 1
oraig szobahén fixaltuk 4% paraformaldehiddel (0,1 M; pH 7,4). PBS-es (137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4*7H.0, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4) mosast
kovetéen 10%, 20%, 30%-0s szachardéz sorral krioprotektaltuk, majd bedgyaztuk
Tissue-Tek O.C.T-vel. 12 um vastag metszeteket készitettiink, melyeket zselatinizalt
targylemezekre gyujtottiink, szaritottunk és felhasznalasig -20°C-on taroltunk. A
kiolvasztott metszeteket elsddleges antitesttel kezeltiik (1000x egér anti-Cx36,
MAB3045 — Merck Millipore; 10000x nyul anti-CaR, AB-5054 — Chemicon/Merck
Millipore; 10000x nyual anti-PV, AB-5054 — Chemicon, Merck Millipore) és egy
¢jszakan keresztiil inkubaltuk. Az antitestek PBST+BSA pufferben oldottuk fel (PBS,
0,5% TritonX-100, 1% BSA). Hatszor 10 perc PBST-s mosast kovetéen masodlagos
antitestekkel jeloltiik 6ket, ezek: 10000x anti-egér 1gG-Alexa488 (A11001; 495/519 nm
- Life Technologies/Invitrogen) ¢és anti-nytl 1gG-Alexa546 (A10040; 561/572 nm —
Life Technologies/Invitrogen) PBST-vel higitva. Négyszer 5 perc PBST és egyszer 5
perc PBS mosast kovetéen Vectashield beagyazéo médiummal (Vector Laboratories,
Peterborough, Nagy-Britannia) lefedtiink.

5.6. MIKROSZKOPIA

5.6.1. Mikroszkopia

Metszeteinket DIC (Differential interference contrast) sztirével fényképeztiik
eldszor Nikon FN1 tipusi mikroszkoppal, Nikon 63x-os apochromat vizimmerzidos
objektivet hasznalva. Az immuncitokémiai jelek detektalasat LSM 710 konfokalis 1ézer-
pasztazd mikroszkoppal végeztik; a 488 nm-es argon lézert és az 543 nm-es
Hélium/Neon lézert hasznalva az Alexa488 és Alexab46-val konjugalt masodlagos
antitestek gerjesztésére. Zeiss Plan Apochromat 63x/1.4 olaj-immerzidés objektivet
hasznaltuk. Az utomunkalatok soran a fotok kontrasztjanak és fényerejének beallitasara
az Adobe Photoshop CS3 és Imagel] programokat alkalmaztunk és csak globalisan
allitottunk a fenti tényez6kon. Abraink vonalrajzai pedig Adobe Ilustrator CS3

programmal késziiltek.
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5.6.2. Szuperrezolucios mikroszkopia

A Cx36 jel nagyfelbontasu detektalasara EQy Zeiss Elyra Structured
[llumination (SIM) tipusu szuperrezoliciéos mikroszkopot (Carl Zeiss, Jéna,
Németorszag) hasznaltunk. A msCx36/gt-anti-ms-Alexa488 jelet 488-nm-es lézerrel
gerjesztettiik. Zeiss Plan Apochromat x63/1.4 olaj immerzids objektivet hasznaltunk. A
fényttba helyezett optikai racsot, 5 kiilonb6zd rotacids szogbe allitva fényképeket
készitettlink minden egyes beallitasrol. Ugyanazon beallitas 5 kiilonb6z6 képe alapjan
egy algoritmus segitségével a rendszer képes adatot nyerni a preparatum olyan
részleteirdl, amelyek dimenzioi az Abbey-féle elméleti hatar kdzelébe vagy az ala esnek
¢és akar 100-120 nme-es lateralis felbontassal is tud képet alkotni. Zeiss ZEN szoftert
alkalmaztunk a képek el6készitésére, majd Imagel-t elemzésiikre. Ezért kifejezetten

alkalmas az altalunk vizsgalt Cx-ek altal alkotott plakkok méretének meghatarozasara.

5.6.3. Denzitometria és Cx36 plakk statisztika

A retina kozponti részeébdl, tokéletes merdleges metszési sikkal rendelkezo
metszeteket valasztottunk ki a denzitometriai analizishez és a plakk statisztika
elvégzéséhez. A képek eldallitdsdhoz Z-tengely mentén Osszegeztiik a képsort az imageJ
szoftver ,,z-projection tool” (maximalis intenzids beallitdsban, 10 pm-t atfogdan)
segitségével. Minden egyes mérés denzitometriai analizis¢hez 0t (patkany
egyedfejlédéses sorozat esetén), illetve harom (emlds Gsszehasonlito vizsgéalatok esetén)
metszetet valasztottunk, amelyekbdl egyesével 6t, megegyezd méretli és alaka (150 um
x 20 um, négyszog) reprezentativ részt valasztottunk, melyekbdl a plot profil analizis
funkcié (Image J) segitségével kétdimenzios pozicid/intenzitas gorbéket allitottunk eld.
A gorbék elhelyezkedését calretinin  marker segitségével normalizaltuk. SIM
technologiaval készitettiink képet P10, 15, 20 (n=5, n=5, n=11) koru patkanyok
retindjarol, majd ezeken a Cx36 jelolt plakkok méretét és azok eléfordulési frekvenciait
elemeztiik Image] szoftver “analyse particles” alkalmazassal majd ANOVA
szignifikancia teszt és Gabriel €s/vagy Bonferroni post-hoc analizis segitségével a
kiilonbségeket értékeltiik. Az emlds allatok retindjaban mért plakkméret eloszlasokat
bemutatd abrank (12. 4abra) eloszlasat az Image] szoftver ,,Analyse particles”
alkalmazasaval, allatonként harom metszetbdl, atlagolt eredmény alapjan készitettiik,
feltlintetve a szorast. Az eredeti képekbdl bindris képet konvertaltunk haromszogeld
(triangle) szliréssel. A binaris képen az IPL-t atfogd, ezért valtozd magassagu, de

minden esetben egyenld horizontdlis szélességli (134 pm) régioban végeztik el, az
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elipszoid alaka (0,4-1-es tliréshatarral) kijelolések szamolasat. Ezt exportaltuk és

Micsrosoft Excellel dsszesitettiik.

5.7. STATISZTIKAI ANALIZIS

Az adatok statisztikai analizisét vagy Origin 6 (Microcal Origin 6.0;
Northhampton, USA) vagy SPSS 19 szoftverrel végeztiikk. A szignifikancia szint
meghatarozasara egytényezés ANOVA analizis (SPSS v19; SPSS Inc., IBM), ezen
Bonferroni, Gabriel és Tukey post-hoc teszteket végeztiink (Field, 2013). Tovabba

Student-féle t-probat hasznaltunk egyes esetekben (az abrak felirataban jellve).
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6. EREDMENYEK

6.1. NEURONALIS CONNEXINEK HOMOLOGIA VIZSGALATA BIOINFORMATIKAI
MODSZEREKKEL

Vizsgalataink céljai kozott szerepelt, a retinalis Cx fehérjék expresszidjanak
kiilonbségei illetve hasonlosagai alapjan, a gerincesek torzsfejlodésén végigvonulod
evoluciods trendek nyomait feltarni. Ennek elsé 1épéseként osszegytijtottiik a gerincesek
retindiban termelt valamennyi Cx molekula adatait (aminosav és nukleotid sorrend),
melyeket a konnyebb attekinthetdség kedvéért tablazatos formaba foglaltuk (5. tablazat)
és az egyes gerinces osztalyok szerint csoportositottuk. A kétéltii és hiillé fajokra
vonatkoz6 adatmennyiség sajnos kevés. A madarak és hiillok osztalyait IS pusztan egy-
egy faj (hazityuk, teknds) képviseli. Ugyanakkor a kedvelt allatmodell emlésfajokra
(egér, patkany, nyul), valamint a konnyen hozzaférheté és kezelhetd halfajokra
vonatkozoan lényegesen tobb az elérhetd adat. A tdblazat ezen sajnélatos hidnyossaga a

kutatasi trendeket tukrozi.

Az 5. tablazat alapjan jol latszik, hogy vannak olyan retinalis Cx tipusok,
melyek nemcsak egy-egy gerinces osztaly tobb faja esetén, hanem tobb gerinces osztaly
képviseldinél is megfigyelhetdek a retindban. A szakirodalmi nevezéktan paralogoknak
nevezi az egy adott fajban megtalalhato Cx-eket, mig ortolognak a kiilonb6z6 fajokban
talalhato, azonos génhez (ill. termékéhez) tartozo Cx-eket. Azt azonban, hogy az azonos
névvel ellatott Cx molekulak valoban szerkezeti homoldgok, vagyis ortologok-e, csak
részletes molekularis elemzéssel lehet ellendrizni. Ennek érdekében egy DNS nukleotid
szekvencia alapt filogenetikai fat hoztunk létre (7. dbra). A Cx csaladfa elkészitéséhez
eldszor felkutattuk az 5. tiblazatban taldlhaté gerinces Cx fehérjékre vonatkozo

irodalmi adatokat és 6sszegyiijtottiikk az ezek kifejezddésért felelds DNS szekvencidkat.
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5. tablazat. Connexin altipusok eléforduldsa a gerinces retinaban

| Cxtipus | Halak | Ketéltiek || Hiillsk || Madarak || Emlésik |
©x26 | | [Teknés® __ |[Csirket || |
|Cx27.5 “Zebrad{mi(ﬁ “ ” ” “ |
[Cx30 | [ | | |[Patkany? |
Cx302 | II || || [Eger |
[Cx32 [ | | [Csirke? || |
|CX34.7 ”SiigerI “ ” ” “ |
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a Pottek és mtsai. (2003). b Becker és mtsai. (2002). ¢ Dermietzel és mtsai. (2000). d Zahs és
mtsai. (2003). e Miiller és mtsai. (2010). f O'Brien és mtsai. (2004). g Deans és mtsai. (2002). h
Han és Massey (2005). | Hansen és mtsai. (2005). j Lin és mtsai. (2005). k Schubert és mtsai.
(2005a). | Kihara és mtsai. (2006a). m Pan és mtsai. (2010). n O'Brien és mtsai. (1996). 0 Liu és
mtsai. (2009). p Zhang és Wu (2004). g Kihara és mtsai. (2009). r Kothmann és mtsai. (2009). s
Hidaka és mtsai. (2002). t Lee és mtsai. (2003). u Sohl és mtsai. (2010). v O'Brien és mtsai.
(2012). w Janssen-Bienhold és mtsai. (1998). x Kihara és mtsai. (2008). y Kihara és mtsai.
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2013 utan).
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Az 6sszegyljtott szekvenciak variabilis N- és C-terminalisait elhagytuk, majd a
konzervativ szekvenciakat tartalmazo6 (féleg transzmembran és loop) région végeztiink
Lalignment”-et. Ezt kovetéen NJ (neighbor-joining) metodikaval (CLC, neigbour-
joining, Bootstrap analizis) készitettiik el a dendrogrammot (7. abra, Vo6lgyi és mtsai.
2013 utan). A kapott Cx csaladfan jol latszik, hogy a hasonld névvel ellatott (azaz
hasonlé6 molekulatomegli) Cx molekuldk d4gai egymashoz viszonylag kozel
helyezkednek el, ami az alacsony relativ genetikai tavolsagukra, azaz ortoldgiara utal.
Ezen kiviil a Cx csaladfankon jol elkiiloniilnek a Cruciani és Mikalsen (2006, 2007)
altal meghatarozott szerkezeti Cx csoportok: o, vagyis a II; B, vagy I; v, vagy Illa és IlIb
csoport (sotétebb hattérrel elvalasztva).

Az l-es csoport (B-Cx-ek) tagjai a kiilonb6z6 gerinces fajokhoz tartozo Cx26,
Cx27.5, Cx30, Cx30.5 és Cx32 molekulak. A zebrahal Cx27.5 valamint a hilll6 és
madar Cx32 ortologiaja egyértelmiien latszik, hogy ezek szekvencidinak egymashoz
viszonyitott variabilitisa minimalis. A Cx30-okat és Cx26-0kat ugyan a NJ analizis egy
szubkladba sorolja, &m ezek ortologidja nem egyértelmii, s6t az analizis alapjan kiilon
kladba keriilnek. Az egér Cx30.2 szintén ebbe a Cx csoportba sorolhatd, am némileg

elkiiloniil a csoport tobbi tagjatol.

A ll-es csoport (a-connexinek) tagjai két nagyobb alcsoportot alkotnak, melyek
kozil az egyik a kiilonboz6 allatok Cx43 molekulait tartalmazza. A masik ag nagy
molekulatomegli Cx-eket tartalmaz és 0jbol kettéagazik. Az agak kozil az egyik a
kiilonboz6 fajok legnagyobb molekulastlya Cx-eit tartalmazza (pl. emberi Cx59 és
Cx62, teknds, nyul és egér Cx57, hal Cx55.5). A zebradani6 Cx52.6 a ll-es csoport
egyik szubkladjaba sem sorolhat6 egyértelmiien, valdsziniileg a Cx55.5 egy paralogjarol
van sz0. A nagy molekulatomegli Cx-ek masik csoportjat alkotjak a Cx50 molekuldk és

ezek ortologjai (hal Cx44.1 és csirke Cx46).

A llla-csoport  (y-connexinek) munkam szempontjabol a legnagyobb
fontossaggal bir, hiszen az altalunk kiemelten vizsgalt Cx36 is ennek a csoportnak a
tagja. A Cx35/36 ortologok egyt6l-egyig ugyanabban a kladban talalhatok. Az emlds
Cx36 szekvencidk egymashoz nagyon hasonlatosak, mig az egyéb gerinces ortologok
ezektdl valamelyest nagyobb genetikai tavolsagra helyezkednek el. E miatt az eml6s
Cx36 molekulak ugyanabban a szubkladban foglalnak helyet, mig a kétéltd, hillo és
madar csoportokhoz tartozé Cx36 ortologok kiilon szubkladot alkotnak. Erdekes, hogy
a halak osztalya esetében talalhatdo Cx35/36 ortolog mindkét szubkladban.
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A 1l1b (y-connexinek) csoportja a Cx45 ortologjaibol all, melyek kizarolagosan

alkotjak ezt a csoportot.

Cx45 tyak

Cx32 tydk

'Cx32 anolisz

Cx30 tytk
Cx30 anolisz

Illa (gamma)
Cx45 patkany
Cx45 egér IIlb (gamma)
Il (alfa)
| (béta)
Cx30 patkany
Cx26 ember
Cx26 tengerimalac
Cx30.2 egér
Il (alfa)

szekvencia homologia alapu dendrogrammjat mutatja. A Cx csaladfan az egymas alatti
vizszintesen kapcsolt kladok a nagy szekvenciahomologiaval rendelkezé Cx-eket
tartalmazza (az agakon lathaté szamok a relativ genetikai tavolsagot jelképezik). Az
egyes sorok elemei ugy keriiltek elrendezésre, hogy fiiggdleges oszlopokat alkossanak a
nekik megfeleld gerinces osztaly piktogramjai alatt. A sziirke savozas a szerkezeti és
funkcionalis szempontbdl egymastol elkiilonitett csoportokat (ezek nevei a sdvozastol

jobbra talalhatoak) jelolik. (Volgyi és mtsai., 2013 utan).
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A Cx ortologok csoportosuldsa mellett szembetiind az, hogy a paralog Cx
molekuldk viszont esetenként igen tavoli genetikai kapcsolattal rendelkeznek (pl. hal
Cx35 és Cx55.5 molekuldk). Nagyon jol latszik a Cx csaladfa alapjan, hogy a Cx
ortologok még igen tavoli rokonsagot mutatd gerinces fajok esetében is joval kozelebb
talalhatok meg egymashoz képest, mint az egy osztalyba (vagy akar egy fajba) tartozo
paraldg szekvencidk. A 7. abra alapjan tehat elmondhato, hogy a vizsgalt szekvenciak

alapvetden konzervativak, kicsi a variabilitasuk.

6.2. AKULONBOZO EMLOS FAJOK CX36 FEHEJEINEK SZERKEZETI
HASONLOSAGALI

Masodik vizsgalatsorozatunkban a Cx36 fehérje, mint legaltalanosabb
neurondlis Cx, expressziés mintdzatdnak hasonldsdgaira és eltéréseire voltunk
kivancsiak az eml6s retinaban. Mivel ezt a kérdéskort els6sorban immuncitokémiai
modszerrel kozelitettik meg, ezért fontosnak tartottuk, hogy elsé 1épésben az
alkalmazni kivant anti-Cx36 antitest specifitasat bizonyitsuk. Ezt részben a klasszikus
primer antitest, vagy szekunder antitest kihagyasos kontroll kisérletekkel végeztiik,
melyek minden egyes esetben negativ eredményt szolgaltattak. Ezzel megerdsitést nyert
az a tény, hogy a hasznalt antitestek specifikus Cx plakk jelolést és nem szoveti
hattérjelolést eredményeztek (lasd késébb az immuncitokémiai kisérleteknél). Ezen
kiviil tovabbi bizonyitékot kerestiink arra vonatkozdan, hogy az altalunk hasznalt Cx36
antitest valoban csak a szoveti Cx36 fehérjét és nem mas (pl. Cx45, Cx57) Cx
molekulat azonosit. Ennek bizonyitasdra emlds allatmodelljeink retindin WB jelolést
hajtottunk végre. A vizsgalt allatok esetében a jelolt csikok minden esetben a kivant 36
kDa koriili értéket mutattak (8a. abra). A WB kisérletek esetén az immuncitokémiai
kisérletekben haszndlt antitest sajnos nem miikodott. Ezzel a problémaval kapcsolatban
levelezést folytattunk Dr. John O’Brien-nel (University of Houston) aki a retinalis Cx
fehérjék vizsgalatanak egyik elismert szakértéje. E kommunikacio alapjan valt
nyilvanvalova, hogy az immuncitokémiai és WB vizsgalatokhoz ugyanazt az antitestet
nem tudjuk haszndlni. E miatt a Cx36 WB kisérleteket egy masik, a Cx35 C-terminalis
epitopra fejlesztett poliklonalis RbCx35/36 antitesttel végeztiik.

A 8a. abran bemutatott WB eredmények tehat igazoltak, hogy modell allataink
retindi tartalmaznak Cx36 fehérjét. Ugyanakkor a megjegyzésben megfogalmazott

probléma miatt nem igazolta az immuncitokémiai vizsgalatainkhoz hasznalt antitest
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specifitasat. Ugy gondoltuk, hogy ezt a hidnyossagot részben kivalthatjuk egy Cx
csaladfa vizsgalattal, ahol a kiillonb6zé emlds fajok Cx36 molekuldinak nagyfoka
szerkezeti hasonldsagat mutatjuk be. Ebben a vizsgalatban emlés modelljeink Cx36
aminosav-szekvenciait vetettilk 6ssze a stigér Cx35 molekulaéval. Mivel ez utdbbi faj
fehérjéje szolgalt antigénként az altalunk immuncitokémiai jelolésekhez alkalmazott
antitest  eldallitasakor, ezért fontosnak tartottuk ennek szerepeltetését az
Osszehasonlitasban. Ezen talmenden az Osszehasonlitast kiegészitettiik egy human Cx
sorozattal is (Cx43, Cx45, Cx59, Cx62), mellyel kettés célunk volt: (i) felsorakoztatni
nem Cx36 fehérjéket a vizsgalatban (ezzel a Cx36 specifitast teszteltiik); (i) a human
Cx molekulakat 0Osszehasonlitani egymadssal, mely eredményeink a késobbikben

potencialis klinikai relevanciaval birnak majd.

A vizsgalat eredményeként elballitott csaladfa a 8b. abran lathat6. Ezen
egyértelmiien latszik, hogy az Osszes vizsgalt faj Cx36 molekulaja (ortologok) egyetlen
kladban tomoriil, ami a Cx36 molekuldk nagyfokt szerkezeti hasonlosagara €s egyben a
még szembetlindbb, ha dsszehasonlitjuk azt a human Cx58 és Cx62 (szintén ortolog)
molekulak kozotti genetikai tavolsaggal. Ez utobbi két molekula nem csak ortolog (Sohl
¢és mtsai., 2010), hanem ugyanabban a fajban is termelddnek, tehat paralogok is. Ennek
ellenére a human Cx58 és Cx62 szekvencidk kozott nagyobb a relativ genetikai
tavolsag, mint a kiilonb6z6 emlés fajok Cx36 ortologjai kozott. Jol 1athato, hogy a siigér
Cx35 molekula szerkezete az emlds Cx36 molekulakkal ugyancsak nagy homoldgiat
mutat, am viszonylag tavol esik az egyéb nem-Cx36 emlds molekulaktol. Itt fontos
megemliteni azt, hogy a stigér Cx35 ¢és az emlds Cx36 molekuldk szerkezetei kozott
kisebb a genetikai tavolsag, mint a Cx36-al rokon Cx45 (mindkettd a y-connexin
csoportba tartozik) és a siigér Cx35 kozott, vagy akar a human paraldg Cx36 és Cx45
paros szekvenciai kozott. Ez utobbi megfigyelés azért fontos, mert a Cx45 molekula az,

amelyikkel a legnagyobb a keresztreakcid esélye egy Cx36 immunjelolés esetén.
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8. abra. Az emlés modellallatok retinajabol késziilt Cx36 WB és Cx36 filogenetikai
csaladfa

a) Cx36 WB, balra a marker lathaté b) Cx36 fehérje filogenetikai analizise, ahol az
emberi neuronalis, retinalis Cx-eket is feltiintettiik (CLC Bio 6 NJ., 100x bootstrap-vel,
a hosszmérték gen. tav. Debertin és Kovacs-Oller és mtsai., publikacié folyamatban).

6.3. A Cx36 FEHERJE EXPRESSZIOJA EMLOS ALLATMODELLEK RETINAIBAN

A bioinformatikai és Cx csaladfa vizsgalatok alapjan a fentiekben
megbizonyosodtunk arrdl, hogy a siigér Cx36 szekvencia tobb homologiat mutat az
emlés Cx36 fehérjékkel, mint mas emldés Cx aminosav szekvencidkkal (8b. dbra). Ez
ugyan nem elégséges, de sziikséges feltétele az immuncitokémiai vizsgalatainkban
hasznalni kivant antitest specificitdsanak. Arr6l is informacidt nyertiink, hogy a
kiilonb6z6 emlés fajokhoz tartozd Cx36 fehérjék aminosav szekvenciai Kifejezetten
magas homoldgiat mutatnak. A homologia magas foka konzervativ Cx36 evoluciora
utal, illetve valdsziniisiti annak esélyét, hogy az egyes emlds fajok Cx36 fehérjéi
ugyanazokat a neuronalis kapcsolatokat 1étrehozd GJ-k elemeiként szerepelnek. Ha ez
valoban igy van, akkor a Cx36 fehérjék eloszlasi kiilonbségei és hasonldsagai az egyes
emlds fajok retindinak funkcionalis kiilonbségeit és hasonlosagait is feltarja. Ennek a
kérdéskornek a vizsgalatdhoz emlds modell allataink retindin Cx36 immunreakcidkat

hajtottunk végre.

6.3.1. Cx36 fehérje expresszio modell emlds fajok retindaiban

Az elsé kisérletsorozatban retinalis keresztmetszeteken végeztiink Cx36
immunreakciot. A vizsgalat eredménye (9, 10 és 11. abrak elsé oszlopai), hogy az
altalunk alkalmazott antitest minden vizsgalt faj retindlis keresztmetszetén a vart

plakkszerii Cx36 jelet adott a kiils6 és belsd rostos rétegekben.
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6.3.2. A CaR hatterjelolés karakterizalasa emlds fajok retindin

Ahhoz, hogy a fent bemutatott Cx36 immunjel6lés pontos helyét lokalizaljuk és
a jelolést pontosabban jellemezziikk egy masodik neurondlis marker, a 29 kDa
molekulatomegli calretinin  (CaR) ellen termelt antitesttel hattér immunjel6lést
végeztiink. A CaR koztudottan neurondlis idegelemekben kiilonbozd agyi struktardkban
termel6édik. Az emldsallatok retinaiban kiilonféle neuronok termelik a CaR-t. A mi
elvarasunk a CaR hattérjeloléssel szemben az volt, hogy egyértelmiien kijelolje modell
emlds fajaink retindin a rostos és sejtes rétegek hatarait ahhoz, hogy a Cx36/CaR
kettdsjeloléses kisérletekben a Cx36 plakkjelolés pontos helyét meghatarozhassuk. A
CaR jel a kiilonbozé emlds retinak esetében harom jol elkiilonithetd altipust

eredményezett (9-11. abra).

Az elsé altipusba a macska, a kutya és a vadaszgorény, a birka és a sertés retinai
sorolhatok (9. abra). Ezeknek az allatoknak a retinaiban CaR termelést figyeltiink meg a
kiils6 retindban, mind az OPL mentén futd vastag dendritikus rostokban, mind az INL
disztalis teriiletén megfigyelhetd nagyméretli sejttestekben, amely jelolés egyértelmiien
a horizontalis sejtek CaR termelésére utal. Ugyancsak er6s CaR immunjel figyelhetd
meg a belsé retina egyes amakrin sejtjeiben, melyek sejttestjei az INL proximalis részén
(esetleg a GCL-ben displaced amakrin sejtként) tajalhatéak. Ugyanezen amakrin sejtek

dendritikus nyulvanyai az IPL allomanyaban siirii rostos szovedéket alkotnak.

A masodik altipusba az emberi, a nytl, a tengerimalac és a mokusmajom retina
tartozott (10. abra). Ezekben a fajokban kiils6 retinalis CaR jel nem figyelhetd meg.
Ugyanakkor a bels6 retinaban (GCL, IPL, INL) CaR pozitiv amakrin sejtek talalhatok
az INL-ben, valamint displaced amakrin sejtek és ducsejtek talalhatok a GCL-ben. Ezen
belsd retinalis idegi elemek dendritikus nytlvanyai ugyancsak CaR pozitivan jelol6dtek
¢és slrli halozatot alkottak az IPL allomanyaban. A nyul retina esetén a CaR amakrin
sejtek egy része irodalmi leirasok alapjan (Volgyi és mtsai.,, 1997) azonosithatéan a
keskeny dendritmezejii AIl amakrin sejtek kozé tartoznak. Ezen amakrin sejtek relative
nagy szoémai az INL legproximalisabb részében helyezkednek el, gyakran az IPL
allomanyaba is benyulnak, a sejttest alapjabol pedig egy- vagy két vastag dendritikus
gyokér (stalk) ered. Ezekbdl a kozel vertikalisan futdé gyokérszerti fddendritekbdl az
OPL disztalis (OFF sublamina) teriiletén ered az All sejtek egyik nyulvanyrendszere,
mely rovid, kisebb bunkokban (lobula) végz6dd dendritekbdl all. Ugyancsak a
fodendritekb6l ered az All sejtek masodik dendritikus allomanya, melyek
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transzverzalisan vagy ferdén futnak egészen az IPL legproximalisabb részéig és ott
alkotnak eldgazasrendszert (transzverzalis dendrit 4gak). A nyul retinaban ezek az All
sejtek egyértelmiien felismerhetok voltak a CaR pozitiv idegsejtek kozott.
Megfigyelhetd, hogy a masodik altipust alkoto tobbi retina (ember, birka, tengerimalac,
mokusmajom), s6t az elsé altipus (macska, kutya, vadaszgorény, birka, sertés) retinai is
rendelkeztek hasonld All szeri CaR termeld idegsejtekkel. Bar tovabbi kisérletek nem
folytatunk ezeknek a sejteknek az egyértelmii azonositasara, de a késébbiekben az
egyszeriiség kedvéért ezeket az idegelemeket All sejteknek nevezziik. A masodik
altipus retinaiban a CaR az All sejtek mellett egyéb amakrin sejtekben is termel6dott.

Ezeken til a GCL-ben nagy sejttestii ducsejtek is CaR pozitivitast mutattak.

A harmadik altipus CaR jele, amely az egér, a patkany és a horcsog retinara volt
jellemzd, mindkét fenti altipustdl eltérd mintazatot mutatott. Ezekben a retindkban CaR
pozitiv elemek csak a belsd retindban fordultak eld. Ugyanakkor a belsd retina CaR
pozitiv elemei koziil az elébbiekben karakterizalt tipikus AIl morfologidju sejtek
hianyoztak. Megfigyeltiik a CaR pozitiv sejttesteket mind az INL-ben mind a GCL-ben.
Ezeknek a sejteknek a rostjai, ellenben az elsd és masodik altipussal, azonban nem denz
IPL haldzatot, hanem szabalyos IPL rétegeket kijelolve (ezeket stratumnak nevezziik)
agaztak el. A stratum 2 és 4 rostelemekhez tartoz6 idegelemeket a patkany és az egér
retindkban korabban a tiikorszimmetrikus starburst sejtek két (klasszikus és displaced)
amakrin sejt populacidjaként azonositottak (Gabriel és Witkovsky, 1998; Haverkamp és
Wissle, 2000). A harmadik sejtpopulacio, melynek rostjai az IPL kdzepén (stratum 2-3)
talalhatok, az un. WA-S2/3 amakrin sejttel azonos (Knop és mtsai., 2014). A harmadik
altipus retinai esetén az amakrin sejteken kiviil a GCL nagy, CaR pozitiv ducsejteket is

tartalmazott.
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9. abra. Cx36 immuncitokémiai jelolés emlos modelljeink (a-€) retinaiban

Az abra elsé oszlopaban csak a Cx36 jelet lathatjuk, majd a Cx36 (zold) és CaR
(magenta) kettds jelolt retinakat. A harmadik oszlopban a Cx36 jel inverze lathato.
Aranymérték: 20um.
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10. abra. Cx36 immuncitokémiai jelolés emlés modelljeink (a-C) retinaiban

Az abra elsd oszlopaban csak a Cx36 jelet lathatjuk, majd a Cx36 (zold) és CaR
(magenta) kettds jelolt retinakat. A harmadik oszlopban a Cx36 jel inverze lathato.
Aranymerték: 20pm.
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11. abra. Cx36 immuncitokémiai jelolés emlés modelljeink (a-C) retinaiban

Az abra elsé oszlopaban csak a Cx36 jelet lathatjuk, majd a Cx36 (z6ld) és CaR
(magenta) kettds jelolt retinakat. A harmadik oszlopban a Cx36 jel inverze lathato.
Aranymérték: 20um.

6.3.3. A Cx36 GJ-k eloszlasa és a Cx36 termeld idegelemek meghatdrozadsa

Az alabbi 0sszehasonlitasban a human retindn kiviil tovabbi 11 emlds faj retinait
hasonlitottuk 6ssze a Cx36 fehérje termelése szempontjabol. Ezeket az eredményeinket
a 9-11. abrak foglaljak Ossze. Az Osszehasonlitasban tdmpontot adtak az el6zd
fejezetben jellemzett CaR termeld idegelemek sejttestei és rostjai, melyek a sejtes és
rostos rétegek hatérait és esetenként a rostos rétegek alrétegeit is kijelolték. Az alabbi

emlds fajonkénti Cx36 leirasokban tehat ezen CaR hattérjeldlést fogjuk alapul venni.

A kutya (Canis lupus familiaris, beagle) retinaban a kiils retina horizontalis
sejtijei er6s CaR™ immunjel6lést mutattak mind a szémakban, mind pedig

nyulvanyaikban. Mivel a horizontalis sejtek nyutlvanyai a fotoreceptorokbol kapjak
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bemeneteiket, ezért ezek elhelyezkedése egyértelmiien kijelolte a kiilsd rostos réteg
(OPL) teriiletét. Ez alapjan megfigyeltiik, hogy Cx36 plakkok, ugyan kis szamban, de
egyértelmiien megfigyelhetéek az OPL teriiletén. A Cx36 plakkok a kutya OPL-ben
elszortan talalhatéak meg és a CaR/Cx36 kolokalizacidra kifejezetten ritkan lattunk
példat. Ezzel szemben a kutya belsé retinaban a CaR amakrin sejtekben és a GCL
teriiletén talalhato dac- és/vagy displaced amakrin sejtekben megfigyelheté CaR-Cx36
kolokalizacié. Ezeknek a neurondlis elemeknek a nyulvanyai az IPL teriiletén gazdag
halozatot alkottak, amely megnehezitette az egyes CaR termelé idegelemek
azonositasat. Ugyan dont6 bizonyitékunk nincs ra, de az INL-ben elhelyezkedé amakrin
sejtek egy része All sejtekre emlékeztetd morfologiat mutatott: (i) nagy sejttest, (ii) az
IPL-be benyuld sejttest és/vagy primer dendritcsonk, (iii) a primer dendritb6l indul6 2-3
transzverzalisan vagy atloban futd, relative vastag dendritagak melyek az IPL/GCL
hatarig nyulnak és (iv) az INL/IPL hatarhoz kozelebb elhelyezkedd horizontalis
iranyban haladd révid nyalvanyok, melyek més emlds fajok All sejtjeinek lobularis
dendritjeire emlékeztetnek. Az All-szerii sejtek mellett megfigyeltink egy masik,
szintén nagy sejttesttel rendelkezd amakrin sejtet. Ez utobbi sejttipus diagonalis irdnyu,
vastag ¢€s hosszu dendritagakkal rendelkezett. Egy harmadik CaR termeld csoportot
alkottak azok az idegsejtek, melyeknek sejttestjei a GCL-ben voltak, de nyalvanyaikat
az IPL gazdag CaR jeldlt rosthdlozata miatt nem tudtuk kovetni. Ezek a sejtek lehettek
duc sejtek és displaced amakrin sejtek. Attol fliggetleniil, hogy a CaR termeld belsd
retinalis idegsejtek, mely populdciohoz tartoztak, sejttestjeik egyértelmiien kijelolték az
INL/IPL ¢és az IPL/GCL hatarokat. Ennek segitségével emondhatjuk, hogy Cx36 jelolt
plakkok az IPL egész terilletén megfigyelheték. Ugyanakkor a Cx36 plakkok
gyakorisaga az IPL proximalis (ON alréteg: 3-5 stratumok) részében szemmel lathatdan
magasabb volt és a plakkok mérete is ezen az IPL terlileten tlint nagyobbnak.
Kiilonosen gyakoriak a Cx36 plakkok az IPL legproximalisabb részén, az IPL/GCL
hatarhoz kozel. CaR/Cx36 kolokalizacid nagy szamban volt megfigyelhetd és
kiilonosen jellemzd volt az All-szerli sejtek transzverzalisan halado, ON alrétegben levd
nyalvanyain. Ezek mellett lathatéak voltak szép szdmban olyan CaR/Cx36
kettdsjelolések, amelyek valdszinlileg nem az All sejtek nyulvanyaihoz, hanem a masik
két populacio sejtjeinek rostjaihoz tartoztak. Cx36 plakkot megfigyeltink CaR-CaR
rostkeresztezOdések esetében is, amely valdszinlileg nem mas, mint két CaR termeld

sejt (esetleg két Al sejt) Cx36 GJ-janak helye.
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A macska (Felis silvestris catus) retinaja sok tekintetben hasonlitott a
kutya¢hoz. A CaR termel6é sejtek kozott megfigyelhetdek voltak a kiilsé retina
horizontalis sejtjei, valamint a belsé retina amakrin- és ducsejtjei. Ez utobbiak kozott, a
kutyahoz hasonloan, megfigyeltink AIIl sejteket (Kolb és mtsai.,, 1995) és nagy
sejttesttel rendelkez6, diagonalis dendritli egyéb amakrin sejteket. Ugyancsak lathatoak
voltak CaR pozitiv sejtek a GCL-ben, de a kutyaval ellentétben, a macska retinaban sok
CaR jelolt ducsejt axon is lathatoé volt. Ezen axonok jelenléte egyértelmiien arra utalt,
hogy a GCL sejtek kozott CaR termeld dacsejtek is vannak. A CaR hattérjel mellett a
macska retina hasonlitott a kutyara a Cx36 jelolés tekintetében is. A CaR jeldlt
horizontalis sejtek segitségével egyértelmii, hogy a macska retina is tartalmaz, ugyan kis
szdmban, Cx36 jelolt plakkokat az OPL teriiletén. Ezek a kiilsd retindlis plakkok
szétszortak voltak és tobbnyire a CaR postokkal nem kolokalizaltan voltak
megfigyelhetok. A macska belsé retinaban szintén minden alrétegben megfigyeltiik a
Cx36 plakkok jelenlétét. Ugyanakkor a Cx36 plakkok ON alrétegbeli dominancidja
valamivel kifejezettebb volt a kutydénal. A macska retina esetében is megfigyeltiink
szamtalan = CaR/Cx36  kettdsjelolést, melyek  kozil  szdmos, CaR-CaR
rostkeresztezOdésekkel esett egybe. Ez utdbbi kettdsjelolések, a kutya retindhoz
hasonloan az AIl sejtek esetében volt gyakori, de CaR/Cx36 kolokalizaciot

megfigyeltiink nem All sejthez tartoz6 rost esetében is.

A vadaszgorény (Mustela putorius furo) retinajaban a CaR jelolés alapvetden az
eldz6 ket faj retingjdéhoz volt hasonlo, a kiilsd retinaban a horizontalis sejtek, a belsd
retindban pedig amakrin- és ducsejtek egy csoportja volt CaR jelolt. Ebben a fajban is
megfigyelhetdek voltak az All-szerli és a nagy sejttestli, diagonalis rostokkal rendelkezd
amakrinsejtek. Mig ez utobbiak sejttestjeit az INL-ben figyeltiik meg, ritkabban
displaced amakrin és/vagy ducsejtek sejttestjei is lathatéak voltak a GCL-ben. Mivel a
CaR jelolt optikus rostok jelenléte nem volt nyilvanvald ezért a GCL sejtek tovabbi
azonositasara nem volt lehetdség. Ugyanakkor a CaR jelolt horizontalis és amakrin
sejtek sejttestjei és rostjai egyértelmiien kijelolték a retinalis rostos és sejtes rétegek
hatdrait. Ezek alapjan nyilvanvalé volt a vaddszgdrény retindjanak nagymeértéki
hasonlosdga a macska €s a kutya retindval. A kiilsé retindban Cx36 jelolt plakkokat
talaltunk elszértan az OPL teriiletén, melyek nem kolokalizaltak a CaR jelolt
horizontalis sejt rostokkal. A belsé retindban megfigyeltiink, hasonléan a kutya és

macska retinahoz, Cx36 jelolt plakkokat az IPL teljes vastagsagaban. Szintén hasonléan
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az el6zo két fajhoz, a Cx36 plakkok ON alrétegbeli dominanciaval rendelkeztek mind a
plakkok szadmat, mind a nagysagat illetden. Ugyan kisebb szamban, de az OFF
alrétegben is megfigyelhetéek voltak a nagyobb méretli plakkok is. Hasonldan
nagyméretli plakkok a macska ¢és kutya retindban csak az ON alrétegben fordultak elo.
CaR/Cx36 kolokalizacido szintén megfigyelhetd volt a vadéaszgorény retinaban,

kiilondsen az ON alréteghben.

A birka (Ovis aries) retina mind a CaR mind pedig a Cx36 mintazat alapjan
hasonlatos volt az el6z6 fajok retinaihoz. CaR termel6 horizontalis sejteket figyeltiink
meg a kiilsé retindban, mig a belsd retinaban CaR termelé amakrinsejtek, displaced
amakrin és ducsejtek voltak lathatoak. Az utdbbi neuronok CaR pozitiv rostjai gazdag
CaR jelolt halozatot alkottak az IPL-ben. Ennél fogva a birka retindban a CaR jeldlt
elemek egyértelmiien kijelolték az OPL és az IPL hatarait. Az OPL teriiletén gyenge és
elszort Cx36 plakk jelolést figyeltiink meg. A belsé retinaban a CaR pozitiv sejttestek
altal hatarolt keskeny IPL réteg minden alrétegében megfigyelheték voltak Cx36
plakkok, némi ON alréteg dominanciaval. Gyakran megfigyelheté kolokalizacié a CaR

¢és a Cx36 jelolés kozott.

A sertés (Sus scrofa domestica) retingjaban CaR jelolt sejtek talalhatéak mind
az INL-ben, mind az ONL-ben. Ezzel hasonld képet mutat a 8. abran bemutatott t6bbi
allathoz (kutya, macska, vadaszgorény, birka). A kiils6 retinaban CaR jel6lt horizontalis
sejtek, a belsd retinaban CaR pozitiv amakrin és displaced amakrin sejtek voltak
lathatdak. Az amakin sejtek kozott voltak nagyméretii sejttesttel rendelkezd erésen CaR
jelolt sejtek, melyek nyulvanyai bisztratifikalt jelleggel mind az ON, mind az OFF
alrétegekben végzddtek. Kisebb sejttesttel rendelkezd bisztratifikalt nyulvanya CaR
jelolt sejtek is lathatoak voltak, melyek morfologiaja az All-es sejtekéhez hasonlatos. A
Cx36+ plakkok kozepes és nagyobb meéretliek, ritkdbban fordulnak eld, mint a tobbi
vizsgalt allatnal. El6forduldsuk foleg az IPL ON alrétegében erdteljes és gyakran az
amakrin sejtek nyalvanyain lathat6. Az OPL-ben kis szamban szintén megfigyelhetéek
Cx36 plakkok.

Az emberi (Homo sapiens sapiens) retina mind a CaR hattérjelolés, mind a
Cx36 expresszidés mintazat tekintetében eltért az elobb targyalt allatok retinaitol. A
legszembetindbb kiilonbség az volt, hogy CaR termeld neurondlis elemet a kiilsd
retindban nem figyeltiink meg. A belsé retina CaR pozitiv neuronjai ugyanakkor

hasonloak voltak a korabbi fajokban. Egyértelmiien megfigyelhetéek voltak a CaR
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pozitiv All sejtek és a nagy sejttesttel rendelkez6 diagonalis dendriti amakrin sejtek is.
A GCL teriiletén kevés, nagy sejttesttel rendelkezd halvanyan CaR jelolt sejtet
figyeltiink meg. Ezeknek legalabb egy része dicsejt volt, ugyanis a NFL-ben talaltunk
CaR jelolt optikus rostokat is. A kiilsé retindban, CaR jel6lés hianyaban az OPL
teriiletét nehezebb volt meghatarozni, mint az el6z6 fajokban. Ugyanakkor az OPL-nek
megfeleld teriileten gazdag Cx36 jelolést figyeltink meg. A Cx36 jel alapvetden a
plakkok két populaciojabol allt. Az egyik populacio tagjai, az el6z6 fajok retindihoz
hasonléan, elszort Cx36 plakkokbol allt. Ugyanakkor, a plakkok zome az OPL-ben egy
masodik populéciot alkotott, melyek nem elszortan, hanem keskeny horizontalisan
huzodo telepekbe rendezetten helyezkedtek el. Az OPL-el ellentétben az IPL mindkét
hatarat a CaR jel6lt neurondlis elemek sejttestjei €s rostjai egyértelmiien kijelolték. Ez
alapjan egyértelmii volt, hogy a Cx36 immunjeldlt plakkok az IPL egész teriiletén
megfigyelhetéek. Az IPL-en beliil az ON alrétegbeli Cx36 dominancia az emberi retina
esetén is érzékelhetd volt. E mellett az OFF alréteg legdisztalisabb teriiletén egy
masodik Cx36 plakkokban bdvelkedd sav is lathatd. Ez utobbi Cx36 plakkok jo része és
az ON alréteg Cx36 plakkjainak nagy része a CaR jelolt amakrin sejt rostokkal
kolokalizalt. A Cx36 jeloléssel kolokalizalod rostok koziil nem egyrdl egyértelmi volt,

hogy All sejthez, esetleg All sejtek dendritikus keresztezédéséhez tartozott.

A tengerimalac (Cavia porcellus) retina CaR jel6lt neuronjai a human retinahoz
hasonloan csak a belsé retinaban voltak talalhatok. Itt CaR jelolt sejttesteket mind az
INL-ben mind pedig a GCL-ben megfigyeltiink, amelyek amakrin sejtek és feltehetéen
ducsejtek voltak. Ez utobbi feltevés mellett szoltak a NFL tertiletén lathaté CaR jelolt
ducsejt axonok kotegei is. A human retindhoz hasonléan a tengerimalac kiils retina
gazdag Cx36 telepeket tartalmazott az OPL teriiletén. Ezek a Cx36 plakk-telepek a
plakkokat keskeny, nagyrészt horizontalis irdnyultsagl szalagok forméjaba tomoriilve
tartalmazta. A telepek mellett elszortan is megfigyelhetéek voltak Cx36 plakkok. A
belsd retinaban a Cx36 plakkok a tobbi allat retindjdhoz hasonléan barmely alrétegben
eléfordulhattak. Ugyanakkor szembetiind volt a Cx36 plakkok ON alrétegbeli
dominancidja, mely a stratum 5 teriiletén volt a legkifejezettebb, ahol kolokalizaciot is

megfigyeltiink a CaR ¢és a Cx36 jel kozott.

A nyul (Oryctolagus cuniculus) retina a CaR immunjeldlés tekintetében hasonld
képet mutatott az emberi és a tengerimalac retindhoz, CaR jeldlt elem a kiils6 retinaban

nem volt, de a belsé retinaban CaR jelolt amakrin, displaced amakrin- és ducsejtek
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voltak megfigyelhetéek. Az INL CaR jelolt amakrin sejtjei kozott megfigyelhetdek
voltak az AlI sejtek is, melyeket korabban ebben a fajban tobben is leirtak (Volgyi és
mtsai. 1997, Massey és Mills 1999a, 1999b). Az amakrin- és dtcsejtek dendritjei az IPL
egész teriiletét gazdagon behaloztak CaR jeldlt rostokkal és a ducsejtek jeldlt axonjai is
jol lathatoéak voltak a NFL (Neurofibrillaris réteg)-ben. Cx36 plakkokat ritkan, elszortan
figyeltiink meg a nyal OPL teriiletén. A humén és a tengerimalac retinara jellemzd
szalagszerii Cx36 tomoriiléseknek nyomat nem lattuk. A bels6 retinaban a fenti
fajokhoz hasonléan Cx36 plakkok az IPL egész teriiletén lathatéak, ON alréteg
dominanciaval. Kiilonosen az ON alrétegben figyeltiink meg a CaR rostok és a Cx36
plakkok kolokalizacigjat. Egyes esetekben Cx36 plakkok egyértelmien All sejt
dendritjével, vagy dendritek keresztez6désénél kolokalizalt (Mills és mtsai., 2001).

A mokusmajom (Saimiri sciureus) retina CaR eloszlasa is nagyon hasonl6 az
emberi retindhoz. CaR pozitiv neuronokat a kiilsé retindban nem talaltunk, de CaR
pozitiv AIl sejteket és nagy sejttesttel rendelkez6 diagonalis dendritli amakrin sejteket
talaltunk a belso retindban. A GCL teriiletén kevés, nagy, halvianyan CaR jelolt sejtet
figyeltiink meg. Ezeknek legalabb egy része ducsejt volt, ugyanis az NFL-ben taldltunk
CaR jelolt optikus rostokat is. Annak ellenére, hogy a vizsgalt fajok kozil a
mokusmajom all a legkdzelebbi rokonsagban az emberrel, retindjanak Cx36 mintazata
tobb szempontbdl is eltér attol. Egyrészt a Cx36 expresszid sokkal homogénebb
eloszlast mutat az IPL teriiletén ennél a fajnal, masrészt az OPL-ben nem figyeltiik meg

a Cx36 pozitiv plakk konglomaratumokat.

Az egér (Mus musculus) retina CaR immunjel6lés tekintetében eltért az eddig
targyalt emlds fajoktol. Ugyan az OPL teriiletén megfigyelheté CaR negativitds hasonlo
az elobb targyalt négy faj (ember, tengerimalac, nyul és moékusmajom) retindjahoz,
ugyanakkor a belsé retindban taldlhaté CaR amakrin sejtek nem az AIl morfologiat
mutatjadk. Az egér retina CaR termeld amakrin sejtjeit korabbi publikaciok ON és OFF
startburst sejtekként és W-2 tipust széles dendritmezejii amakrin sejtekként (type W-2)
azonositottak (Knop és mtsai., 2014). Az ON starburst és a W-2 tipusi amakrin sejtek
sejttestjei az INL-ben, mig az OFF starburst amakrin sejtek szémai a GCL-ben
talalhatok meg. A harom sejttipus dendritjei az IPL teriiletén keskeny rétegeket alkotnak
a stratum 2, a stratum 3 és a stratum 4 teriiletén. A jelolt amakrin sejteken kiviil CaR
pozitiv ducsejtek és ezek axonjai is megfigyelhetéek a GCL-ben és az NFL-ben. Cx36

plakkok az OPL-ben kis szamban, elszortan voltak megfigyelhetéek, a human és
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tengerimalac retina Cx36 szalagjai egyaltalan nem voltak jelen. Cx36 plakkok az IPL
egész terliletén megfigyelhetéek voltak, de az ON alrétegbeli Cx36 dominancia az egér
retinara is jellemzo volt. Az ON alréteg Cx36 plakkjainak nagy része a proximalis CaR
pozitiv rostréteg és a GCL-ben talalhato sejttestek kozott fordultak eld. A CaR pozitiv
rostok és Cx36 plakkok kozotti kolokalizacid esetenként észlelhetd, de ezek alacsony

szama alapjan valoszintileg csak a két immunjel véletlen egybeesésérdl van szo.

A patkany (Rattus norvegicus) retina nagyon hasonlé CaR immunjel6lést
mutatott az egér retindhoz. A kiils retinaban CaR pozitiv idegi elemet nem talaltunk, a
belsd retindban pedig a két starburst amakrin sejt populaciot. Az egér type W-2 amakrin
sejthez hasonld amakrin sejt és duc sejtek egy populacidja volt CaR pozitiv. Ugyancsak
jol lathato volt a belsé retina elébbi harom amakrin sejtcsoport rostjai altal kijelolt CaR
pozitiv IPL réteg a stratum 2, 3 és 4 teriiletén. Ez utdbbiak, illetve a CaR pozitiv
sejttestek az INL-ben és a GCL-ben pontosan meghataroztik az IPL hatarait és
alrétegeit. Az egér retinahoz hasonldan a patkdny OPL-ben gyenge Cx36 immunjeldlést
figyeltiink meg elszort kisméretli plakkokkal. Az IPL-nek azonban minden rétege sok
Cx36 plakkot tartalmazott, melyek koziil az ON alréteg teriilete volt a dominans.
Szintén hasonlatos az egér retindhoz az a megfigyelés, hogy a proximalis CaR pozitiv
réteg és a CaR pozitiv GCL sejtek kozotti IPL teriilete az ahol a legtobb és legnagyobb
méretli Cx36 plakkok figyelhetok meg. Kolokalizacioét a CaR pozitiv idegelemek és a
Cx36 plakkok kozott ritkan figyeltiink meg és valoszintsitjiik, hogy az egybeesés

véletlen.

A horesog (Mesocricetus auratus) retina nagyon hasonlé CaR immunjel6lést
mutatott az egér és patkany retindhoz. A kiils6 retindban CaR pozitiv idegi elemek nem
voltak. A belsé retinaban megtalaltuk a két starburst amakrin sejt populaciot és
vélhetden az egér type W-2 amakrin sejtek horcsdog megfeleldit. Ezeken kiviil dicsejtek
egy populacioja volt CaR pozitiv, melyeket a CaR jelolt optikus rostok alapjan
azonositottunk. Ugyancsak jol megfigyeltiilk a belsd retina elébbi harom CaR pozitiv
IPL rétegét a stratum 2, 3 ¢€s 4 teriiletén, melyeket a fenti hdrom sejtpopulacié dendritjei
alkottak. Az egér és patkany retindhoz hasonloan a horcsog OPL-ben csak elszort és
kisméretii Cx36 plakkok voltak. Az IPL-nek minden rétege tartalmazott Cx36 plakkot,
ezek koziil is a proximalis CaR pozitiv réteg és a GCL sejtek kozotti ON alrétegi teriilet
volt domindns. Kolokalizaciot a CaR pozitiv idegelemek és a Cx36 plakkok kozott

ritkan figyeltiink meg és feltételeziik, hogy véletlen egybeesés.
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6.3.4 A Cx36 tartalmu plakkok méretbeli és eloszlasbeli valtozasai
az IPL-ben
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12. abra. Cx36 plakkok méret-eloszlasa allatmodelljeink retinainak belsé rostos
rétegében

A hisztogrammok Y-tengelye az adott mérettartomanyba esé plakkok atlagos
gyakorisagat mutatja logaritmikus (logl0) skalan. Az abra X-tengelye a
mérettartomanyokat mutatja pm2-ben. A mintavétel minimuma 0,04 um? volt, amelyet
200 nm-es feloldasi hatar alapjan hataroztunk meg, igy a 0,1 pm? —es oszlop a 0,04-0,1
um? méretii plakkokat mutatja, kizarva ezzel a termikus zajbol eredd pixeleket. n=3
mérés alapjan. A hisztogramm oszlopain megfigyelhetd fiiggdleges vonalak az
metszetenkénti variaciot mutatja.

Az eredmények alapjan (12. abra), az IPL immunreaktiv plakkjainak maximalis
mérete 2 um?. A mérettartomany alsé felét nem tudtuk meghatdrozni, hiszen a
konfokalis mikroszkopia feloldasi hatara ezt nem teszi lehetévé. Ez alapjan nyilvanvalo,
hogy konfokalis mikroszkopos vizsgalatainkban csak a jéghegy csucsat latjuk, hiszen
csak a nagyobb plakkok észlelhetéek jol. Szembetlind azonban, hogy a nagyobb
plakkoknal is léteznek kisebb méret-eloszlasbeli kiilonbségek az egyes allatok

retindjaban, az IPL-ben. Ezek koziil érdekes, hogy a vadaszgorény, kutya, birka,
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patkdny, majom, sertés (és kisebb mértékben mas allatoknal is megfigyelhetd)
hisztogrammjai 0,8-1 pm? tartoményban egy-egy helyi maximumot mutatnak, tehat a
plakkok szama ebben a tartomanyban relative magas. A birka, sertés, moékusmajom és
patkany esetében a hisztogrammok elnyujtottabb alaktak, tobb nagyobb méretii plakkot
talalunk a retina belsd rostos rétegében. Alapvetden azonban a hisztogrammok alapjan

nyilvanval6 az, hogy a plakkok méreteloszlasa ezekben a fajokban nagyon hasonlo.

macska kutya v.gérény birka sertés ember tengeri- nydl mokus- patkiny egér hércsog
malac majom

13. abra A Cx36 plakkok térbeli eloszlasa az emlds retina belsé rostos rétegében
A hisztogramm az é4bra tetején felsorolt emldséallatok retindjaban talalhaté Cx36
tartalmu plakkok relativ eloszlasat mutatja az IPL alrétegeire lebontva (S1-S2: OFF; S3-
S5: ON), amelyet a CaR+ rostok alapjan hatadroztunk meg. n=3 mérés alapjan.

A 13. dbra a Cx36 plakkok térbeli eloszlasat mutatja a 12 vizsgalt emldsallatban.
A hisztogrammok cstcsai alapjan jol lathatd, hogy mely allatok retindjaban fedezhetd
fel Cx36 IPL ON dominancia. A vadaszgorény, birka, sertés, ember, tengerimalac, nyul,
patkany, egér, horcsdg retinai (12 vizsgalt allatbol 9) mutatnak egyértelmii ON
dominanciat, mig a ragadoz6 fajok (macska, kutya, vadaszgdrény) retindinak bels6
rostos rétegében a plakkok eloszldsa homogénebb eloszlast mutat. A birka esetében az
S1, S3, S4 alrétegekben kifejezett csticsokat lathatunk a hisztogrammon.
Figyelemreméltd az, hogy a humén ¢€s a tengerimalac retinak IPL-ben lathato Cx36
eloszlasa rendkiviil hasonlo képet mutat. Ez utobbi megfigyelés azért is érdekes, mert
mar a kiils6 retina Cx36 plakkjainak eloszlasi mintdzata esetén is éppen a tengerimalac

retindja hasonlitott leginkabb a human retinéra.

Osszevetve a méretbeli és térbeli eloszlasokat, kijelenthetjiik, hogy az eml8sdk
retingjaban a Cx36 plakkok kifejezddése mindkét vizsgalati szempont esetén mutat
eltéréseket, amelyek karakterisztikusak az adott allatra. A rokonsagi viszonyok, kisebb
befolyassal vannak az allatok belsd rostos rétegében talalhato Cx36 jelolt plakkok
eloszlasara. Az emberi retina Cx36 eloszlasi mintazata nagyon hasonlatos a

tengerimalac retindhoz, tovabba kisebb hasonlatossdgokat mutat a sertés, patkany
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valamint az egér retinaval. Mivel ezek az emlds fajok genetikai tavolsaga viszonylag
nagy, ezért feltételezziik, hogy az életmdd és ezzel Osszefiiggésben a kornyezeti
tényezok meghatarozobb szerepet jatszanak a Cx36 eloszlasbeli viszonyok alakitasaban.
Ennek az allitasnak az alatamasztasara nyilvanvaloan tovabbi méréseket kell

végezniink.

6.4. VALTOZASOK AZ EGYEDFEJODES SORAN

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a connexin fehérjék expresszidja milyen
iranya és mértékii valtozast mutat a patkdny retina egyedfejlédése soran. Azt is
vizsgalni kivantuk, hogy az éltalunk fontosnak talalt Cx36, Cx45 és Cx57 esetében a
valtozasi mintdzat hasonld, vagy connexin specifikusan eltérést mutat. A vizsgalatokhoz
qPCR, WB és IC kisérleteket végeztiink korai posztnatalis (P0-P20) korban a fejlodé
patkany retindban. Ezeknek a technikdknak a kombindacioival teljes korii leirast adunk a
Cx36 retinalis valtozasairdl a posztnatalis fejloddés soran. Ezen kiviil két tovabbi fontos

neuronalis Cx a 45 és 57 expresszidjanak valtozasat hasonlitjuk a Cx36-hoz gPCR-vel.

6.4.1. A Cx36 mRNS szintjének valtozasa a fejlodo patkany retinaban

Az elsé kisérletsorozatunkban a fejlodé patkany retina Cx36 mRNS transzkript
mennyiségi valtozasait vizsgaltuk. Els6 megkdzelitésben arra kivantunk feleletet kapni,
hogy Cx36 transzkript megfigyelhetd-e minden posztnatalis mintavételi idépontban.
Ennek megvalaszolasara total mRNS kivonaton végeztiink OneStep RT-PCR (Qiagen
Inc.) méréseket minden posztnatalis mintankon (PO-P20). Az eredmények alapjan
egyértelmii volt, hogy az 0Osszes posztnatilis mintank tartalmaz Cx36 mRNS
transzkriptet (14. abra, fent). Tovabba a gélelektroforetikus reaktiv savok intenzitas
kiilonbségei arra engedtek kovetkeztetni, hogy az egyes mintavételi iddpontokban a
Cx36 mRNS mennyisége nem egyforma, hanem a sziiletés utdn fokozatosan novekvod
tendenciat mutat.

Annak érdekében, hogy pontosabb mennyiségi valtozdsokat kimutathassunk a
fejlodé patkdny retina Cx36 mRNS termelésére vonatkozdan, a kovetkezd
kisérletsorozatban qPCR méréseket hajtottunk végre minden posztnatdlis mintan. A
qPCR mérések egyontetien megerdsitették a OneStep RT-PCR eredményeket. Azt
talaltuk, hogy a Cx36 mRNS mennyisége folyamatosan ndvekedik PO és P15
iddszakban, ahol a Cx36 mennyisége mintegy 67-szeres emelkedést mutat PO-hoz
képest (14. abra). Erdekes modon a Cx36 mRNS mennyiség a P20* (kifejlett) allatnal
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valamelyest visszaesett a P15 allathoz képest €s ez a visszaesés szignifikdns mértékii
volt (—31%; one-way ANOVA, p=0,025, Bonferroni, és p=0,022, Gabriel post hoc

analizissel is; 14. abra).

Cx36 mMRNS expresszid
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14. abra. Cx36 mRNS expresszié valtozasai fejlodo (Po—P20) patkany retinaban
Agar6z gélektroforézis azonos mennyiségli templattal végzett OneStep RT-PCR-t
kovetden egyértelmii Cx36 expressziot mutat az 0sszes mintaban. Az amplikon 155 bp
méretil, a Marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder) jobbra lathatd. A hisztogram a
Cx36 mMRNS gPCR-vel mért kifejezodését mutatja (n=4: PO-P15, n=3: P20), ahol
67,24 -es legnagyobb eltérése van a Cx36 mRNS szintjének. (*szignifikans P1, P3, Ps
and Pis-vel hasonlitva, **szignifikans barmely masikkal hasonlitva; a hibasavok a SEM
értékek, Kovacs-Oller és mtsai., 2014 utan).

6.4.2. Cx36 fehérje expressziojanak valtozasa a fejlodo patkdany retindban

A kovetkezd kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy a Cx36 mRNS expresszios
valtozast hogyan kovette a Cx36 fehérje termelddése a patkany retina egyedfejlodése
soran. Ezt WB kisérletekkel vizsgalattuk mintdinkon (B-tubulint hasznaltunk
kontrollként, ennek expresszidja allandd szintet mutat a posztnatdlis retinaban).
Hasonldan a Cx36 mRNS vizsgéalatokhoz, azt talaltuk, hogy Cx36 fehérje minden
posztnatalis mintdnkban eléfordul. E mellett, a Cx36 mRNS szintjére jellemz6 monoton
novekedést a Cx36 fehérje szintben is megfigyeltiik (15. abra). Ugyan a Cx36 fehérje
expresszios szint novekedése elmarad a mRNS-ét6l, de igy is mintegy 8,33-szoros Cx36

fehérje mennyiséget mértiink a P15 retinaban az ujsziilétt vagy a P1 retindhoz képest.
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A Cx36 fehérje szintbeli ndvekedése eleinte lassti, majd a P15 koru allatoknal, a szemek

kinyilasat kvetden erésen megemelkedik, P20 napra pedig némileg visszaesik.

Cx36 fehérje expresszio (WB analizis)
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15. abra. Cx36 fehérje expresszio valtozasa fejlodo (Po—P20) patkany retinaban

WB Po—P2o retindkbol szarmazé 15-15 pg total fehérjekivonaton (lasd Anyag és
modszer), alatta a 4 db fejlodési sorbol elballitott fehérje- expresszids diagramja lathato,
ahol a PO minden esetben 5 db allat mintajabol szarmazé fehérje-keveréket vittiik fel a
mintasorok kozotti normalizalasra. A B-tubulint alkalmaztuk referenciagénként.
(Kovacs-Oller és mtsai., 2014 utan).

6.4.3. Cx36 gap junction plakkok eloszlasdnak valtozasa a fejlédo patkdany
retinaban

Egy kovetkezd kisérletsorozatban Cx36 immuncitokémiai jelolést hajtottunk
végre minden posztnatdlis mintdnkon annak érdekében, hogy a GJ plakkokat alkotod
Cx36 fehérje retinalis eloszlasat megfigyelhessiik. A 16. dbrasoron jol megfigyelheto,
hogy a Cx36 immunjeldlt plakkok megjelenése 6sszhangban van a Cx36 mRNS (14.
abra) és fehérje (15. abra) expresszidos megfigyelésekkel, azaz a posztnatalis kor
elérehaladtaval a fokozatosan novekvo plakkszam és Cx36 jelintenzitds a jellemzd. A
konfokalis felbontasi technika segitségével is csak a P10 minta esetében sikeriilt

egyértelmiien a kiformalodott plakkok jelenlétét megfigyelni.

49



16. abra. Cx36 plakkok eloszlasanak valtozasai fejlodé (Po—P20) patkany retinaban

A Cx36 immunjeldlés P1—P2o patkany retinalis metszeteken (12um) folyamatos Cx36
jelerdsodést mutat mindkét plexiform rétegben (OPL, IPL). A plakkok eldszor a P10
retinan figyelhetok meg egyértelmiien, majd a P15 és P20 retindkon mind a plakkszam,
mind a Cx36 immunjel er6s6dést mutat. Minden fluoreszcens kép mellett a jobb
oldalon, ugyanabbol a retinabol szarmazd DIC (differential interference contrast) kép
segiti a tdjékozodast. GCL ganglion sejtek rétege, IPL belsd rostos réteg, INL belsd
sejtes réteg, OPL kiils6 rostos réteg, NBL neuroblast réteg. Aranymérték: 25 um
(Kovacs-Oller és mtsai., 2014 utan).

A P1, P3 és P5 mintdkban a Cx36 immuncitokémia csak egy gyenge
hattérfestést mutatott. A P10-es retindlis metszeten egyértelmiien megfigyelhetok voltak
elszort, plakkszerti immunjeldlt képletek az IPL-ben. Az OPL teriiletén ebben az
egyedfejlodési stadiumban nem lattunk Cx36 plakkokat, viszont az aspecifikusan jelolt
erek ebben az életkorban mar tipikusan az OPL részét képezték. A P15-6s mintdban
figyeltiik meg el6szor Cx36 immunjelolt plakkok jelenlétét az OPL-ben. Ugyanebben a
fejlédési stadiumban hatarozottan megndvekedett plakkszam é€s jeldlési-intenzitas

novekedés volt jellemzé az IPL-ben.

A plakkok szama egyenetleniil oszlott el, ugyanis az ON alrétegben az
intenzitasndvekedés sokkal intenzivebb volt. A P20-as (fiatal feln6étt) minta Cx36
eloszlasa nagyban hasonlitott a P15-re, de mind az OPL, mind az IPL teriiletén tovabbi
jelintenzitas €s plakkszam ndvekedés volt megfigyelhetd. A kifejlett allat retindjaban a

Cx36 plakkok asszimetrikus IPL-beli eloszlasa még inkabb kifejezett volt.

A Cx36 plakk eloszlas posztnatalis valtozasainak pontos leirasahoz kettds
immunjeldlésekre volt sziikség. Korabbi irodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy a
calretinin (CaR), egy 29 kDa-0s kalciumkoté pufferfehérje a ragesalod retinaban (egér,
patkany) harom amakrin sejt populacié sejtjei altal termelt (két starburst populacio és
type WA-S2/3) és ezek rostjai az IPL 2, 3 és 4 alrétegeit pontosan kijeldlik (Gabriel és
Witkovsky, 1998; Knop és mtsai. 2014). Korai posztnatalis mintdinkon a disztalisan
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elhelyezkedd neuroblaszt (NB) rétegen kiviil, proximalis helyzetii, CaR immunoreaktiv

belso retinalis sejtek is megjelentek mind a GCL, mind az INL tertiletén (17. abra).

17. abra. Posztnatalis valtozasok a Cx36 eloszlasi mintazatban

(a-f) A fotokon Cx36 (zold) és calretinin (CaR; magenta) kettds jelolt P1—P2o patkany
retina keresztmetszetek lathatoak (minden panel 14 db, 0.5-pum vastag rétegbdl z-stack-
simitassal késziilt kompozit). Minden panel mellett a jobb oldalon denzitometriai
gorbék lathatoak, melyek a CaR (magenta) és Cx36 (zold) immunjel normalizalt
erdsségét reprezentalja. A fotosorozat alapjan egyértelmii, hogy a Cx36 plakkok a P10
retinaban valnak elészor lathatova az egész IPL teriiletén. A késobbi stddiumokban a
Cx36 plakkformaci6 még kifejezettebb az IPL minden rétegében. Ugyanakkor
megjelenik egy ON alrétegbeli dominancia, amely mind a plakkok nagyobb szdmaban,
mind a latszolagos méretében megnyilvanul. Aranymeérték: 25 pm.

A CaR immunoreaktiv belsd retindlis sejtek rostjai a P1, P3 és P5 kora allatok
retindjaban még a formaldédo IPL kdzepén voltak megfigyelhetdek és csak a P10, P15 és
P20 mintakon valt nyilvanvaléva az IPL-ben torténd harmas rétegzettségiik. A fenti
egyes jeloléses kisérlethez hasonléan a Cx36 plakképzddést elészor a P10 retina esetén
figyeltiik meg az IPL-ben. Ebben a stadiumban az IPL allomanya még relative keskeny
¢és a Cx36 plakkok az IPL egész teriiletén nagyjabol hasonld aranyban talalhatoak meg.
Ugyanakkor a P15 retina esetében a Cx36 plakkok egyértelmiien a 3 CaR pozitiv
rétegtdl proximalis helyzetben (a2 GCL-hez kozelebb), a stratum 5 teriiletén voltak
legnagyobb szamban jelen (17. abra). Ez a Cx36 eloszlasi aszimetria a kifejlett patkany

retindban még kifejezettebb volt.
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6.4.4. Valtozasok a Cx36 plakkok méretében és eloszlasaban

Nagyfelbontasti strukturalt illumindciés mikroszkopias (SIM) technikaval
vizsgaltuk a Cx36 plakkok méretét és eloszlasat P10-15-20 kort allatokban, mely
pontosabb képet ad a plakkok méretbeli valtozasairdl. Azonban, fiatalabb retinak
esetében a Cx36 plakkok hidnya és a magas hattérfestés miatt SIM felvételek
készitésére nem volt lehetéség. A SIM technika a szuperrezolucids fénymikroszkopos
technikak egyike, mely lehetové teszi az Abbe-féle felbontasi hataron tali vizsgalatokat.

A SIM vizsgalatok segitségével behataroltuk a plakkok mérettartomanyat.

Eredményeink szerint (18. abra) atlagos méretiik a P10 és P15 mintak esetében
0,015 um? (P10; SEM=0,002; n=2935 plakk) és 0,013 um? (P15; SEM=0,004;
n=6868 plakk). A két minta értékei kozotti kiillonbség nem volt szignifikans.
Ugyanakkor a P20 retina esetében a Cx36 plakkok atlagos mérete 0,026 pm?
(SEM =0.002; n=15094 plakk) volt és ez a méretndvekedés statisztikailag szignifikans
valtozas volt (p=0,012). A Cx36 plakkok méretének novekedése mellett ugyancsak

jelentésen nott a plakkok szama a kifejlett retinaban (18. abra).
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18. abra. Posztnatalis valtozasok a Cx36 plakkok eloszlasaban és méretében
fejlodo patkany retinaban

A patkany retinar6l készilt SIM képek (a-c) alapjan az Image] analyse particles
alkalmazasa segitségével késziilt hisztogramok (e) a Cx36 jelolt plakkok méretének
eloszlasat mutatjak P10, 15, 20 posznatalis korban. A plakkok méretének atlaga (d)
P10-P20-ig novekedést mutat. A csillagok szignifikans novekedést mutatnak (paros t-
poba: p <0,05). Aranymérték: 25 pum.

6.4.5. All sejt elektromos szinapszisok egyedfejlédeés soran megfigyelt
valtozasai

A fenti eredmények alapjan a patkdny IPL Cx36 plakkjai egy karakterisztikus
assszimetrikus eloszlasi mintazatot mutattak, mely szerint a stratum 5 teriiletén talalhato
a legtobb és legnagyobb plakk. A stratum 5 az emlés IPL-nek az a része, amelyben a
palcika palya elemei (palcika bipolaris, All sejt és ON csap-bipolaris terminalis) hoznak
létre egymassal kémiai és elektromos szinapszisokat. Mivel tobb emldés fajban
bizonyitott az, hogy az All sejtek réskapcsolatai Cx36 tartalmiak ezért a kovetkezo
kisérletsorozatban az All sejtek és a Cx36 plakkok egyedfejlédése kozotti parhuzamot
vizsgaltuk. Mivel az AIl sejtek a patkany retinaban szelektiven jelolheték anti-
parvalbumin (PV) antitestekkel, ezért PV/Cx36 kettds immuncitokémiai festést

hajtottunk végre (19. abra).
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19. abra. Osszefiiggés a Cx36 plakkok és az All sejt dendritek egyedfejlédése
fejlodése kozott

(a—f) P1-P20 patkany retinak Cx36 (zold) és parvalbumin (PV; magenta) kettds jelolt
IC képeken. Minden panel 14 db, egyenként 0,5 um vastag metszet egyesitve Z-tengely
mentén. Ardnymérték: 25 pm.

A kisérlet soran a Cx36 plakkok megjelenésér6l és eloszlasardl elmondhato,
hogy a P10-es mintaban jelentek meg el6szor és szamuk valamint méretiik a P15 és P20
mintakban jelentésen megnétt. A PV antitest, az elvarasainknak megfeleléen amakrin és
ducsejtek egy csoportjat specifikusan jelolte. A PV pozitiv amakrin sejtek morfologiaja
a P1, P3 és P5 mintakon még nem ismerhet6 fel, azonban a P10-nél idésebb allatok
retindin ezek egyértelmiien All szerli morfoldgiat mutatnak. A jel6lt amakrin sejtek
relative nagy sejttesttel, egy f6 dendrittel és két, rovid dendritagat tartalmazo
elagazasrendszerrel (egy az OFF rétegben és egy az ON rétegben) rendelkeznek (19.
abra). Ezt a morfologiat az All sejtek a P10 fejlodési stadiumtdl kezdddden mutattak,
ami egybeesik a Cx36 plakkok megjelenésével. A kisérletsorozat alapjan tehat
egyértelmi, hogy a Cx36 plakkok ¢s az All sejtek egyedfejlodése korrelal egymassal és

feltételezhetden egymassal kapcsolatosak is.
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A P10, P15 és P20 kort patkédnyok retina felvételeit nagyobb nagyitdson
vizsgalva (20. abra) lathatova valik, hogy a plakkok mar a megjelenésiiktél kezdve
(P10) az AII dendriteken fordulnak eld legnagyobb szamban. Ezek a PV/Cx36 kettds
jelolések kezdetben (P10) az IPL kdzepén talalhatd dendritdgakon foglalnak foleg
helyet, majd a P15 fejlédési allapot utan az ON alrétegbeli All rostokon voltak
jellemzdéek. Ezt a megfigyelést a kettds-jelolt plakkok denzitometriai mérései is

igazoltak.

20. abra. Posztnatalis valtozasok (P10-15-20) a patkany retina All-es amakrin
sejtjei altal 1étrehozott Cx36 jelolt elektromos szinapszisok eloszlasaban

A PV jelolt All-es amakrin sejtek konfokalis képei. Az a, b, ¢ abrdkon lathatdo PV*
sejtek kolokalizaciot mutatnak Cx36 immunjeldlt plakkokkal (fehér nyilak). Az abrak
alatt kinagyitott részletek a kolokalizalo teriiletrél. Denzitometriai mérések a P10 d),
P15 e) és P20 f) retinan az Al sejtek dendritjein kolokalizalé Cx36 plakkok eloszlasat
mutatja (mindhdrom denzitometriai gorbe normalizalt, ezért egymas kozotti
intenzitaskiilonbségek Osszehasonlitasara nem alkalmasak). Aranymérték (a—c) 10 um,
(kiemelések) 5 um; (d—f) 25pum.
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6.4.6. Cx45 es Cx57 expresszio posztnatalis valtozadsai

A fenti vizsgalatsorozat alapjan nyilvanvalo volt, hogy a Cx36 mRNS és fehérje
expresszid, valamint a Cx36 plakképz6dés a patkany retinaban egy progresszivan
novekvd valtozas, ami egészen a kifejlett retinalis neuronalis halozatok megjelenéséig
tart. Kivancsiak voltunk arra, hogy az egyéb, retinalis szempontbol fontos connexin
molekulak, ugymint a Cx45 és a Cx57 hasonlé mennyiségi valtozdsokon megy-e
keresztiil a korai posztnatalis fejlédés soran (indikacidinkat a Kihara és mtsai. 2006b
publikacié ihlette). Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara a PO-P20 posztnatalis

mintainkon qPCR vizsgalatokat végeztiink mind a Cx45, mind a Cx57 transzkriptekre

vonatkozoan.
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21. abra. A Cx45 és Cx57 mRNS relativ expresszidja a patkany retinaban

Az expresszios analizis azonos modon és azonos cDNS mintasorbdl tortént, mint azt a
Cx36-nal leirtuk. Az expressziot Cx45 esetében a legkisebb értékhez (P20)
normalizaltuk, Cx57 esetében PO-hoz. A statisztikai analizis: ANOVA (Tukey,
Bonferroni, Gabriel post-hoc tesztekkel); *p<0,05 az ¢l6z6 idéponthoz viszonyitva; **
p=<0,05 P5 és korabbi idépontokkal. ncxas=3, Ncxs7=4 idépontonként. A sziirke pontozott
trendvonalak polinomialisak.

A Cx45 esetében azt talaltuk, hogy a mRNS expresszidja csokkend tendenciat
mutat (P0-P20) a vizsgalt posztnatalis idészakban. A teljes vizsgalati id6szakra vetithetd
trend altalanossagban csokkend és minimumat a fiatal felndtt (P20) allatban éri el (21.
abra). Erdekes azonban, hogy a Cx45 mRNS expresszié nem monoton véltozas, mint a
Cx36 esetében, hanem a negativ trend mellett egy lokalis minimum is megfigyelhet6 a

P5 fejlodési stadiumban, amelyet egy masodlagos mennyiségi csucs kovet a P10
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stadiumnal, majd a Cx45 mRNS mennyisége a P15 ¢és P20 mintdknal ismét csokken.
Ezek a valtozasok az altalunk végrehajtott statisztikai teszteken szignifikansak voltak

(ANOVA, Tukey, Bonferroni, Gabriel post-hoc teszt).

A Cx57 mRNS expresszid valtozasanak profilja nagyban hasonlit a Cx36 mMRNS
esetében megfigyelt valtozasokhoz (21. abra). Ez azt jelenti, hogy a Cx57 transzkript
esetében is egy sziiletés utdni ndvekvo tendenciat figyeltiink meg. A Cx57 mennyisége
P15 stadiumnal lokalis maximumot mutatott és a kifejlett allat esetében némileg
visszaesett. A 6 kiilonbség a Cx36 expresszios vizsgalattal szemben az, hogy a Cx57
novekedése egy stagnalas utan emelkedik csak P5 és P10 napok kozott és ez az
emelkedés a toredéke (egy nagysagrenddel kisebb) a Cx36 esetén megfigyelt

emelkedésnek.
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7. EREDMENYEK ERTEKELESE

7.1. NEURONALIS CONNEXINEK HOMOLOGIAIVIZSGALATA BIOINFORMATIKAI
MODSZEREKKEL

A szamos Cx ortolog és paraldg megléte miatt kialakult egy olyan elképzelés,
miszerint az egyes gerinces osztalyok fajai sajat Cx készlettel rendelkeznek és az
ortologok szekvenciajaban fellelhetd hasonldsagok féleg evolicids konvergencia miatt
jottek létre (de Boer és van der Heyden, 2005). Cruciani és Mikalsen 2006-0S
munkdjaban a Cx-ek fejlodésére egy alternativ hipotézist ajanl. Eszerint a paraldgok
kialakuldsa az evoluci6 korai szakaszaban génduplikacidval, majd ezt kdvetd sorozatos
mutaciokkal torténhetett (Bennett és mtsai., 1991; Cruciani és Mikalsen, 2006; Eastman
¢s mtsai., 2006). Ennek az evolucids fejlodésnek az eredménye az emlds genomban
fellelhetd tobb mint 20 Cx szekvencia (Sohl és Willecke, 2003), illetve a megannyi
ortolog Cx szekvencidt tartalmazé hal genom (Cruciani és Mikalsen, 2006).
A zebraddnié genomja példaul az emldsokénél kétszer tobb Cx gént tartalmaz,
ugyanakkor nincsen minden emlds Cx-nek hal ortologja (Eastman és mtsai., 2006),

tehat a 1étezd hal Cx-ek egyszerre tobb ortologgal is rendelkeznek.

A Cx-ek fenti filogenetikai dilemmadjanak eldontéséhez szerettiink volna
hozzéjarulni filogenetikai torzsfank eredményeivel. Eloljaroban fontos megemliteni,
hogy a Cx fehérjék immuncitokémiai kimutatdsa alapvetéen a C-termindlis domain
ellen termeltetett antitestekkel torténik, mivel ez eléggé specifikus az adott Cx
molekulara és hozzaférhetd az antitest szamara a fixalt retinalis szoveten. Ugyanakkor a
dendrogram készitésekor az N- és C-terminalis variabilis régiokat le kellett vagnunk,
mert az alignmentet kovetd neighbor-joining analizis jellegébdl adoddan a variabilis
régiok indokolatlan genetikai tavolsag-novekedést eredményeztek a korabban készitett

csaladfainkban.

Mar az 5. tdblazat adatai alapjan jol latszik, hogy mindegyik gerinces osztaly
fajai rendelkeznek az alapvetd a-, PB- ¢és y-Cx szekvencidkkal, illetve ezek
alcsoportjaival. Ez aldl vannak kivételek is, mint példaul a kétéltiiek esetén hianyzo B-
Cx szekvencidk, melyek viszont mind a halak, mind a filogenetikailag fiatalabb hiillok,
madarak (6sszefoglald néven Sauropsida) és emlésok esetén megfigyelhetéek. Ennek a

megfigyelésnek alapvetden haromféle magyarazata lehetséges:
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(1) a B-Cx szekvencidk egymastol fliggetleniil jottek 1étre a halak és a Sauropsida
csoport esetében, viszont a kétélttieknél nem alakultak ki.
(2.) A B-Cx-ek szekvenciait a mai gerinces osztalyok fajai a kozos Osnek tekinthetd
Osteichthyes csoporttél 6rokolték és a B-Cx-ek a kétéltliek esetén masodlagosan
eltiintek.

(3.) A B-Cx szekvenciak az 6si Osteichthyes csoporttol 6roklddtek tovabb minden
gerinces csoport rendelkezik veliik és csak a kutatasi eredményeink hianyosak a kétélti
B-Cx-eket illetéen. Bar a dendrogrammunk (7. abra) csak azokat a Cx szekvenciakat
dolgozta fel amelyek retinalis eléfordulasat az adott allatcsoportnal bizonyitottak, mi
ugy gondoljuk, hogy ez a legutolsd6 hipotézis a legvaldszinlibb és a kutatasok
hianyossagait tartjuk felelésnek minden tovabbi, a dendrogramrol hianyzoé alapvetd Cx
szekvencia esetében is. Az adatokbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy mar az evolucié
korai szakaszdban a ma ¢€l6 gerinces osztalyok Osei (Osteichthyes) egy paraldog Cx
génekbdl allo szekvenciakészlettel rendelkeztek. Ez a szekvenciakészlet valdszintileg
nem csak az Osi a-, B- és y-Cx szekvenciakat, hanem mar ezek alcsoportjait (I, 11
alcsoportjai, IIla, és IIlb, lasd 7. abra) is tartalmazhatta. Ezeknek az 6si Cx
szekvenciaknak aztan az egyes gerinces osztalyok divergens evolicidja soran
kiilonb6z6 ortoldg valtozatai jelenhettek meg. A divergens evoluci6 ellenére az ortolog
szekvencidk homologidja az altalunk vizsgalt konzervativ szakaszokon (transzmembran
régio, loop) mégis fennmaradt, igy a molekulatomegiik alapjan hasonlonak gondolt (és
hasonldan elnevezett) szekvenciak a dendrogramon valdban kozeli csoportokba
keriiltek. Eredményeink ¢&s kovetkeztetéseink nagyon hasonléak a kordbbi
bioinformatikai vizsgalatokéhoz, ami analizisiink helyességét bizonyitja. Azonban, a
szamunkra referenciaként hasznalt torzsfaktol (Cruciani és Mikalsen, 2005, 2006, 2007)
néhany ponton eltérést tapasztaltunk. A legszembet(indbb ezek koziil, hogy az a-Cx-ek
(ll-es csoport) két alcsoportja (Cx43 és Cx57 vonal) kozé ékelédnek a B-Cx-ek (I-es
csoport; 7. abra). Ez a megfigyelés felveti annak sziikségességét, hogy a két a-Cx

vonalat legaldbb alcsoportként (pl. al és a2, vagy Ila és IIb) a jovében elkiilonitsiik.

A fenti megfigyeléseken tul a konzervativ Cx evoltcio tovabba arra is utal, hogy a
connexinek esetében olyan, az ¢161ények szamara fontos molekulakrol van sz6, melyek
a tobb mint Otszaz millid éves evollucids nyomds hatdsara sem valtoztak meg

lényegesen. Valosziniisithetd az is, hogy az ortolog Cx szekvencidknak nemcsak a
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szerkezete konzervativ, hanem azok funkcioi is, amelyet a kiilonb6z6 filogenetikai

csoportokba tartozo allatok esetén ellatnak.

7.2. A CX36 FEHERJE EXPRESSZIOJANAK OSSZEHASONLITASA KULONBOZO
EMLOS FAJOK RETINAIBAN

Az emlds vizsgélati alanyaink retinain végrehajtott WB analizis bebizonyitotta,
hogy minden vizsgalt emlés faj retingjaban a Cx36 fehérje nagy mennyiségben
termelddik. Mivel a vizsgalt fajok kiilonb6zé emldés rendekbdl szarmaznak, ezért
valdsziniinek tartjuk, hogy a Cx36 retinalis termelddése altalanos jellemz6je az emlésok
osztalyanak. A bioinformatikai alapon konstrualt dendrogram bizonyitja nemcsak a
kiilonboz6 emlds fajok Cx36 szekvenciainak nagyfoku hasonlosagat egymaéssal, hanem
a stigér Cx35 fehérjével is. Ez utdbbi megfigyelés azért fontos, mert a siigér Cx35
fehérje szolgalt antigénként ahhoz az antitest eldallitasahoz, amelyet mi is
felhasznaltunk immuncitokémiai vizsgalatainkhoz. Ugyanakkor a sligér Cx35
szekvencia a vizsgalt nem-Cx36 (emberi Cx43, Cx45, Cx62 és Cx69) fehérjéktol
szerkezetileg relative messze helyezkedett el. Ugyanez mondhato el az dsszes tobbi faj
Cx36 fehérjéjérdl is. Kiilondsen értékesnek tartjuk azt az informaciot, hogy a paralog
human Cx36 és Cx45 molekuldk kisebb szerkezeti hasonlésagot mutatnak, mint az
ortolog human Cx36 ¢és sligér Cx35. Ez azért fontos, mert a Cx36 és a Cx45 fehérjék
el6fordulasi mintazata nagymértékben atfed mind a belsd, mind a kiilsé retinaban
(Schubert és mtsai., 2005a; b; Dedek és mtsai., 2006; Hilgen és mtsai., 2011), ami az
immuncitokémiai  vizsgalataink értelmezésekor hibara adna lehetdséget. A
bioinformatikai elemzés tehat egyértelmiien azt mutatja, hogy a siigér Cx35 ellen
termeltetett monoklonalis antitest nagy biztonsaggal alkalmazhato emlds modellalataink
retindin a Cx36 fehérje felismerésére és azoknak a tobbi Cx fehérjétél valo

elkiilonitésére.

Az altalunk vizsgalt emlésok (kutya, macska, vadaszgorény, birka, sertés,
ember, tengerimalac, nyal, mokusmajom, egér, patkany, horcsog) retinaiban a Cx36
eloszlas Osszehasonlitdsat egy masodlagos CaR jelolés segitségével végeztik. A CaR
kozismerten a korabban vizsgalt emlds fajok retindiban szamos idegelemben termelddik
(Volgyi és mtsai., 1997; Gabriel és Witkovsky, 1998; Jeon és mtsai., 1998, 2001;
Gabriel és mtsai., 1999; Massey ¢és Mills, 1999a; Nag ¢s Wadhwa, 1999; Lee és mtsai.,
2010; Kwon ¢€s mtsai., 2014), ezért ugy gondoltuk, hogy a mi modellallataink esetében
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az esetleges CaR hattér jelolés képes kijeldlni a rostos rétegek hatérait, ezzel segitve a

Cx36 immunjeldlés pontos leirasat és annak értékelését.

A CaR jelolés alapjan 3 mintéazati tipust sikeriilt elkiiloniteniink. A részletes
leiras az ,,Eredmények” fejezetben talalhatd. Megfigyeltiik, hogy az IPL kiils6 (INL-
IPL) és belsé (IPL-GCL) hatarait mindharom CaR mintazati tipust sikeriil pontosan
elkiiloniteni. Ugyanakkor kiilsé retindlis CaR pozitiv elem csak az elsé mintazati tipus
esetében talalhato, ezért a CaR jel csak ebben az esetben hatarozza meg az OPL hatérait.
A CaR hattérjelolést tehat tobbnyire hasznosnak talaltuk €s a Cx36 jelolés értékelésénél
ezeket hasznaltuk fel.

Az altalunk vizsgalt emlés fajok esetében megfigyelheté volt Cx36 plakkok
jelenléte az OPL teriiletén. A plakkok mennyisége azonban fajonként nagyon eltérd
volt. A ragcsalo fajok (egér, patkany, horcsdg), a nyul, kutya, a gérény, a moékusmajom
¢s a sertés esetében csak néhany elszort Cx36 plakk volt megfigyelhetd, melyek
elsdsorban az OPL disztalisabb teriiletein helyezkedtek el. A disztalis plakk pozicio
csak azokban fajokban volt egyértelmii, amelyekben a CaR hattérjel kijeldlte az OPL
tertiletét (elsd allatcsoport). Valamivel gyakoribb, de hasonld disztalis dominancidji
Cx36 plakk eloszlas volt megfigyelheté a macska és a birka OPL esetében. A fenti
allatoknal a Cx36 plakkok elszort jellege és disztalis dominanciaja (ahol ez vizsgalhatod
volt) arra utalt, hogy ezek féleg a fotoreceptorok kozotti réskapcesolatokat felépitd
plakkok. Ezek a kapcsolatok lehetnek csap-palcika-, csap-csap- és palcika-palcika
kapcsolatok. A mi jeloléseink alapjan nem lehet egyértelmilien eldonteni, hogy ezek
koziil melyik populaciohoz tartozé plakkokat jeloltiik sikeresen. Ettdl a fenti mintazattol
nagyban eltért a human és a tengerimalac retina, melyeknél az elszort Cx36 plakkok
mellett a tobbségiik horizontalis csikokba rendezetten helyezkedett el. Ezen Cx36
plakkok altal formalt horizontdlis konglomeratumok egyértelmlien azokhoz a
szubpedikularis struktirakhoz tartoznak, amelyek a bipolaris sejtek dendritikus
végzbddései kozotti GJ-ket alkotjak (Feigenspan és mtsai.,, 2004; O’Brien és mtsai.,
2012; Kantor és mtsai., 2015). Ezen kapcsolatok koziil, csak az emberi és a
tengerimalac retinaban voltak szembetiindek. Ugyanakkor nagyon valoszinii, hogy
bipolaris GJ kapcsolatok minden emlds faj retindiban megtaldlhatoak, csak a
horizontalis Osszerendezettség a szubpedikularis régidban a tobbi faj esetén kevésbé

kifejezett (Feigenspan és mtsai., 2004).
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A belsd retindban Cx36 plakkok minden alrétegben megtaladlhatdéak az Osszes
altalunk vizsgalt emlds faj esetében. Hasonlatos a Cx36 plakk eloszlds ON alrétegbeli
dominanciaja az emlésok retinaiban, ugyanakkor a dominancia mértéke eltérhet az
egyes fajoknal. A nyul és mokusmajom esetében a dominancia nem kifejezett és a Cx36
plakk eloszlas az IPL teriiletén csaknem homogén. Ezeknél a fajoknal talan csak a Cx36
plakkok mérete nagyobb az ON alrétegben, de szamuk latszolag hasonlé az OFF
rétegbelickéhez. A macska, a gorény, a birka és az emberi retina esetében az ON
alrétegbeli Cx36 plakk dominancia mar kifejezett, de az OFF alrétegben is talalhatoak
szép szamban plakkok, s6t akar masodik dominanciaréteget is alkothatnak (ember). A
ragesalok (egér, patkany €s horcsog) retinaiban az OFF alréteg plakkjai ritkak és kicsik,
igy az eldbb emlitett ON dominancia ezeknél az allatoknal még kifejezettebb. A
ragcsalok esetén az ON dominancia azért is szembetiind, mert a Cx36 plakkok nagy
része a CaR jelolt staburst amakrin sejtek belsé rostrétege alatt helyezkedik el. Végiil a
kutya, a sertés és a tengerimalac esetében a legkifejezettebb az ON dominancia, ugyanis
ezeknél az allatoknal a plakkok tobbsége az ON alréteg legdisztalisabb részében, az

IPL-GCL hatarvonalhoz kdzel helyezkedik el.

Az egér, a nyul, és a majom esetében tisztazott, hogy az ON alrétegbeli Cx36
plakkok nagy része az elsddleges palcika csatorna elemei (ON csap-bipolaris- és All
sejt) altal 1étrehozott elektromos szinapszisok felépitésében vesznek részt (Feigenspan
¢és mtsai., 2001; Mills és mtsai., 2001; Deans és mtsai., 2002). Ezekben az allatokban
egyértelmii, hogy a Cx36 plakkok ON alrétegbeli dominanciaja az elsédleges palcika
csatorna GJ-jaihoz kotott. Fentiek alapjan ugy gondoljuk, hogy ez altalanosithatd a
legtobb emlos fajra is. Ezt egyrészt a Cx36 plakkok ON alrétegbeli dominancidja miatt
feltételezziik, masrészt a fajok egy részében (macska, vadaszgorény, sertés, ember,
tengerimalac, nyul, mokusmajom) a CaR jelolt All, vagy All-re hasonlitdo morfologiaval
rendelkezd sejteket lattunk, melyek rostjai Cx36 plakkokkal kolokalizalnak. Ez a fajta
All-Cx36 kolokalizacio egyes fajokban (disznd, ember, tengerimalac) nem csak
esetleges, hanem nagyon szembetlind és gyakran megfigyelhetd jelenség. Ezek alapjan
ugy gondoljuk, hogy a Cx36 plakkok ON alrétegbeli dominanciaja nem csak az altalunk
vizsgalt, hanem a legtobb emlds fajra jellemz0d tulajdonsag, amely a 13. &dbran lathaté
hisztogrammokon is jol megfigyelhet. A 12. abran lathato plakkméret eloszlasbol az is
kitiinik, hogy a nagyobb méretii plakkok szintén az IPL ON-alrétegében figyelhetéek
meg a legtobb fajban. Ezen talmenden valdszinisitjiik, hogy a megfigyelt Cx36 ON
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dominancia egyes fajok esetén a vizsgalt retinalis excentritastol is fiigg, ugyanis a
tipikusan Cx36 termel6 elsédleges palcika csatorna elemek (elsésorban az All sejtek és
az ON csap bipolarisok) gyakorisaga retindn beliil is valtozhat (pl. foemlésok). A Cx36
plakkok ON dominancidja korrelal a vizsgalt faj életmodjaval, azaz az ¢éjszakai
¢letmodot folytatd allatok esetén a dominancia kiterjedtebb (mind a harom, S3-5

alrétegben megfigyelhetd), mint a nappali allatoknal.

Az ON alrétegbeli dominancia mellett, minden vizsgalt fajban megfigyelhetoek
Cx36 plakkok az OFF alrétegben is. Ezek egy része valoszinilileg ugyancsak az elébb
emlitett AIl sejtekhez kothetd, melyeknek az OFF alrétegbeli lobularis
dendritnyulvanyai is létrehozhatnak (ugyan lényegesen ritkdbban) All-All gap
junctionokat. Ugyanakkor az egér retina esetében tudott, hogy a legtobb ganglion-
amakrin sejt GJ kapcsolata is Cx36 alegységekbdl épiil fel (Volgyi és mtsai., 2009; Pan
¢és mtsai. 2010). Ezek a ganglion-amakrin sejt réskapcsolatok mind az ON, mind az OFF
alrétegben megtalalhatok és gyakoriak az egér retindban. Feltételezziik, bar a
vizsgélataink alapjan ez nem bizonyitott, hogy a legtobb vizsgalt faj esetén az OFF
alrétegbeli Cx36 plakkok nagy része és az ON alrétegbeli plakkok kisebb hanyada

ezekbdl a dicsejt-amakrin sejt kapcsolatokbol szarmazik.

7.3. Cx36 MRNS ES FEHERJE EXPRESSZIOS VALTOZASOK AZ EGYEDFEJODES
SORAN

Tovabbi kisérleteinkben a Cx transzkriptek és fehérjék expresszidjanak a korai
posztnatalis egyedfejlodés sordn bekovetkezd valtozésait vizsgaltuk patkany retindn. A
Cx36 az egyik legfontosabb GJ fehérje alegység, amely a retina kiilonféle idegsejtjei
kozotti homo- és heterotipikus kapcsolatok Iétesitéséért felelés. A Cx36 transzkript
szintje a fejlodo patkany retinaban P1 és P15 napok kozott folyamatosan nétt, majd a
fiatal feln6tt allatban (P20) valamelyest visszaesett. A Cx36 fehérje termelése ehhez
hasonlo, folyamatosan névekvd mintazatot mutatott; a WB analizis majdnem hétszeres
Cx36 fehérje szintndovekedést mutatott Ki a kifejlett és az Gjsziilott retinak kozott. Ezek
az eredmények nagyon jol dsszeegyeztethetoek az egér retina hasonldé Cx36 expresszios
valtozasaival (Kihara és mtsai., 2006b; 2010), ahol mind a transzkript, mind a fehérje
mennyisége folyamatosan novekszik a korai posztembriondlis korban, majd egy
maximumot elérve stagnal. Kihara és munkatarsainak munkajaban a P15 és P20 napok

kozotti transzkript termelddés visszaesése nem figyelheté meg, de ez valdsziniileg nem
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a vizsgalati allatmodellek (egér, patkany) kiilonbségeinek, hanem Kihara és munkatarsai

munkdjaban megfigyelhetd ritkdbb mintavételezési idépontoknak kdszonheto.

Megfigyeléseink szerint, @ Cx36 mRNS ¢és fehérje mar a korai (PO-P5) fejlodési
stadiumokban is jelen van, am immuncitokémiai modszerrel a fehérje jelenléte ekkor
még nem nyilvanvalo. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a Cx36 prekurzor és fehérje
kifejezddése mar koran megindul, &m a plakkok mérete a fénymikroszkopos (és
szuperrezolicios) detektalasi hatar alatt marad. Ez Osszhangban van Marc ¢és
munkatarsai (2013) megfigyelésével, mely szerint a legtobb csap bipolaris sejt 200 nm-
nél kisebb GJ-kel kapcsolodik egyméshoz, amely hagyoméanyos fénymikroszkopiaval
detektalhatatlan tartomanyba esik és még az altalunk hasznalt SIM technologidval is a

feloldasi hatar kozelében van.

Kisérleteinkben monoton ndvekedd Cx36 mRNS szintet mértink a P3-P15
napok kozott, ugyanakkor a Cx36 fehérje mennyisége nem valtozik szamottevéen a P3-
P10 idészakban egészen a P15 napot kovetd visszaesésig. Az mRNS és fehérje
expresszios szintvaltozas kozott tapasztalt eltérések részben mérési pontatlansagbol
szarmazhatnak (a WB esetén denzitometriai alapi szemi-kvantitativ mérésekrdl van
sz0). Azonban az is elképzelhet6, hogy a Cx36 mRNS prekurzorbdl sokkal tobbet
szintetizal a retina, ezzel eldkésziilve a megnovekedett igényekre, amelynek csucsa a
szem kinyildsakor bekovetkezd szinaptikus Ujrarendezédés iddszakara (P12) tehetd.
Eddig az idOpontig a neuronok Cx36 fehérje expresszigjat masodlagos szabalyozasi
folyamatok (pl. mikro-RNS-ek) tartjak alacsonyabb szinten. A palcika palya elemeinek
(pélcika, palcika bipoléaris, AIl amakrin sejt) késéi érése valdsziniileg szintén
kozrejatszik a ndvekvd Cx36 igényben, A P15 stadiumot kovetd jelentds 30%-0s MRNS
szint visszaesés valosziniisithetden a lecsengd szinaptikus tUjrarendezddést kovetd
konszolidacio miatt tapasztalhatd. A Cx36 MRNS expresszio ilyen visszaesését eddig
még nem mutattdk ki mas tanulmanyok, bar nem vizsgaltdk hasonld felbontisban a
kérdéses idOszakot. FeltételezhetOen a visszaesés az érett retina miikodéséhez sziikséges
Cx36 mRNS-szintre torténd Osszehangolas eredménye, ahol a fehérje igény és az

mRNS szintje keriil egyensulyba az érett idegi haldzat kialakitasakor.

A fejlédé retinaban megfigyelt novekvd Cx36 szint alatamasztja azt az
elképzelést miszerint a GJ-k molekuldris atrendez6désen mennek keresztiil, minek
kovetkeztében megnd a GJ-k Cx36 aranya. A progenitorokbol érett sejtekké valas soran

a sejtek GJ-i megvaltozott feladatokat latnak el, €s emiatt sziikséges a GJ-k
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Osszetételének megvaltoztatasa. Ezt a hipotézist az is alatdmasztja, hogy a Cx45 mRNS
expresszidja a Cx36-al ellentétes valtozdson megy keresztiil, miszerint embrionalis és
ujsziilott kort allatok retindjaban magas mennyiségben kifejezddik, majd az ezt kovetd
posztnatalis fejlodés soran szintje folyamatosan csokken (Kihara és mitsai., 2006b;
2010; 21. é4bra). A Cx45 a késOi posztnatalis korban is megtaldlhatd a retindlis
progenitor sejtek kozotti GJ  kapcsolatokban, melyek a szomszédok kozotti
kommunikécié altal a sejtek osztodasi képességének fenntartasat szolgaljak (Cai és
mtsai., 2004; Cheng és mtsai., 2004; Kihara és mtsai., 2006b). Az altalunk is bemutatott
nagymértékii szekvencia hasonlosdg a Cx36 és Cx45 esetében efféle molekularis
kicserélddést lehetové tehet, s6t a heterotipikus (Dedek és mtsai.,, 2006) ¢és
bihomotipikus (Li és mtsai., 2008) GJ kapcsolatok 1éte korabban mar bebizonyosodott.
Ezeknél kozvetlenebb bizonyiték az a megfigyelés, mely szerint genetikailag mddositott
egerekben a Cx36 fehérje Cx45-re cserélddik (Frank és mtsai., 2010). Ezek az
eredmények tehat mind azt timasztjak ala, hogy a retinalis fejlddés soran a progenitorok
¢s fiatal neuronok GJ-i esetén a Cx36 alegységek fokozatosan felvaltjdk a Cx45
alegységeket.

A Cx36 kicserélddéses folyamaton tilmenden ugyanakkor valoszintinek tartjuk,
hogy a Cx36 expresszido posztnatalis novekedéséhez 1j Cx36 tartalmu elektromos
szinapszisok sziiletése is hozzajarul. Egy korabbi megfigyelés szerint ugyanis a
funkcionalis (neurobiotin permedbilis) réskapcsolatok szdma a vadaszgorény
retingjaban a sziiletést kovetd harmadik posztnatalis hétig folyamatosan ndvekszik
(Penn ¢s mtsai.,, 1994). Mivel a legtobb retinédlis ganglionsejt Cx36 alegységeket
tartalmaz6 GJ kapcsolatokon keresztiil kommunikal szomszédos ganglion- és amakrin
sejtekkel (Volgyi és mtsai., 2009; Pan és mtsai., 2010), valdszinisitjiik, hogy a ganglion
sejt GJ-k szamanak emelkedése nagyban hozzajarul a fejlddés soran bekovetkezé Cx36
mennyiségi valtozashoz. Ennek a hipotézisnek némileg ellentmond Xu és munkatarsai
eredménye (2013), mely szerint az iranyszelektiv ganglion sejtek folyamatosan
csokkend kapcsoltsdgot mutatnak a fejlédé egér retindban. Ezt a latszolagos
ellentmondast feloldja az a tény, hogy ezek a ducsejtek Cx45 alegységet és nem Cx36-
ot (Schubert és mtsai.,, 2005b) hasznalnak kapcsolataikban, melyrél viszont tudjuk,

hogy mennyisége csokken a posztnatalis fejlodés soran (Kihara és mtsai. 2006D).

Bar a Cx36 tartalmu ganglion sejt GJ-k mar a korai posztnatalis korban

milkodnek, ezek valészinileg mégsem egyediil felelések a PO-P10 intervallumban
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észlelt exponencialis Cx36-szint emelkedésért. Az emlds retinaban a legismertebb Cx36
tartalmi GJ-k az els6dleges palcika-titvonal neuronjai kozotti GJ kapcsolatokban
figyelhetok meg (Feigenspan és mtsai., 2001; Giildenagel és mtsai., 2001; Mills és
mtsai., 2001; Deans és mtsai., 2002; Volgyi és mtsai., 2004). Ezek a neuronok (palcika-,
palcika-bipolaris-, All amakrin sejtek) relative késén jelennek meg a retinalis
neuronhaldzatban (Carter-Dawson és LaVail, 1979; Young, 1985; Cherry és mitsai.,
2009), amely egybevag az altalunk megfigyelt késéi (P10) Cx36 mRNS-, fehérje szint,
valamint a Cx36 pozitiv plakk méret és szam robbanasszerii emelkedésével. Ezt a
hipotézist az is alatdmasztja, hogy a P10 utdn megfigyelt robbanasszerii Cx36
expresszid novekedés centruma az ON alréteg, amely az All-AIl és AII-ON csap-
bipolaris GJ kapcsolatok helye is. Direkt bizonyitékunk erre a fenti hipotézisre az volt,
hogy P10 utan az Gjonnan képz6dé Cx36 plakkok gyakran kolokalizaltak PV jelolt All
sejtek dendritjeivel. Elmondhatjuk, hogy a Cx36 mRNS és fehérje szintjének
mennyiségi ndvekedéséért elsésorban a P10 utdn megjelend primer palcikacsatorna
sejtek (foként az AIl) és ezek GJ kapcsolatai a felelések. A Cx36 szint ndvekedéséért
kisebb mértékben az 0j ducsejt GJ-k keletkezése €s a mar meglévd dicsejt és amakrin
sejt réskapcsolatok molekuldris atrendezddése tehetd feleldssé. Ezen feliil
megfigyelhetd, hogy az AIl sejtek dendritjein kolokalizalé Cx36 plakkok a P20
mintdban a korabbi plakkoktdl szignifikdnsan nagyobbak és tobbségében a disztalis
transzverzalis dendritagakon helyezkednek el. A fiatalabb All sejtek dendritjein ezzel
szemben kisebb, homogénebb eloszlasu plakkok lathatok. Ismert, hogy az All-ON csap
bipolaris GJ-k a transzverzalis nyulvanyok egész hosszaban (S3-5 alréteg), mig az All-
All GJ-k foéleg a disztalisabb részeken (S4-5 alréteg) helyezkednek el. Ez alapjan ugy
gondoljuk, hogy az All-ON csap-bipolaris réskapcsolatok idében elébb (P15) érnek és
az All-All kapcsoltok, csak napokkal késobb érik el a kifejlett allapotot.

7.4. Cx45 ES CX57 MRNS EXPRESSZIO POSZTNATALIS VALTOZASAI

qPCR méréseink igazoltak, hogy az egérhez hasonloéan (Kihara és mtsai., 2006b)
a korai posztnatalis patkany retindjaban a Cx45 expresszid folyamatosan csokken, majd
a kifejlett allatra jellemz6 értéket elérve allandosul (21. dbra). Erdekes azonban, hogy a
P5 napos allatok Cx45 szintje szignifikansan alacsonyabb, mint az el6tte (P3) és utana
(P10) kovetkez6 mintainkban. Ennek egyik magyarazata, hogy a P5 mintaink
némiképpen degradalodtak a mérési procedura soran. Ugyanakkor redlis feltételezés az

is, hogy a P5 napon megfigyelt Cx45 mRNS termelés lokalis minimumanak

66



funkcionalis magyarazata van. Elképzelhetd ugyanis, hogy a P3-5 napos csokkenés
annak koszonhetd, hogy a Cx45 GJ-n keresztiil kommunikalo progenitor sejtek szama
ekkor jelentdsen csokken, illetve a mar elkotelezett idegsejtek esetén a Cx45 alegységek
mas Cx egységekre (pl. Cx36-ra) cserélédnek. Ugyanakkor a P10 idGszakban
megfigyelt, atmenetileg megemelkedett Cx45 mRNS szint az Ujonnan Iétesitett GJ
kapcsolatoknak koszonhetd, melyek egy része Cx45 tartalmu [ON-OFF iranyszelektiv
ducsejt (Schubert és mtsai., 2005b); ON csap-bipolaris sejtek (Lin és mtsai., 2005; Han
¢és Massey., 2005; Maxeiner és mtsai., 2005); OFF csap-bipolaris sejt (Hilgen és mtsai.,
2011); interplexiform amakrin sejt (Dedek és mtsai., 2009)]. Az atmeneti Cx45
szintndvekedésnek a szem kinyilasat kovetd (P12) sejtpusztulas vet véget, illetve

csokkenti alacsonyabb szintre, mint a P15, P20 napos allatok esetén.

A Cx57 mRNS expresszid valtozasa esetén a horizontalis sejtek fejlddését kell
szem elott tartanunk, ugyanis a ragcsalo retinaban kizarolag ezek a sejtek expresszalnak
Cx57-et (Hombach és mtsai., 2004). Az egér és patkany retina B-tipust horizontalis
sejtjei dendro-dendritikus Cx57 tartalma GJ-ket hoznak Iétre. Egerek esetében
megfigyelték azt, hogy a Cx57 mennyisége a fényadaptacio soran emelkedik (Janssen-
Bienhold és mtsai., 2009) ami a Cx57 fehérje mennyiségének dinamikus szabalyozasara
utal. Ugyancsak ismert, hogy a fejlédé egér retinaban a Cx57 szint folyamatosan
novekszik és a kifejlett allat esetén éri el a maximumot (Kihara és mtsai., 2010). Ezzel a
megfigyeléssel teljes mértékben konzisztensek a mi eredményeink is a patkdny
retinaban, melyek alapjan a korai posztnatalis korban a Cx57 mRNS szint perzisztal,
majd a P10 és P15 stadiumban hirtelen megné (21. abra). Ennek a megnovekedett Cx57
szintnek az lehet oka, hogy ebben a stadiumban alakul ki a horizontalis sejtek kozotti

szerteagazo elektromos szinaptikus rendszer (Johnson és mtsai., 2000).
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8. OSSZEFOGLALAS

A neuronalis elektromos szinapszisokat alkotd6 Cx-k expresszidja meghatarozo
mind a fejl6d6, mind a kifejlett retinaban. Munkankban féképpen a connexin36 (Cx36)
és egyéb retinalis Cx-ek expresszids valtozasainak széles korli leirasa, illetve ezen
valtozasok mozgatorugoinak felismerése volt a cél evoliacios és egyedfejlédési

1éptékben.
Vizsgalataink soran a kovetkezd fontos eredményeket allapithattuk meg:

1) A Cx-ek az evolucio soran igen koran kialakulhattak és a mai gerinces osztalyok
képviseldi mar egy paralog Cx készletet orokoltek a kozos Os Osteichtyes allatoktol. Az
orthologok szekvencidinak nagyfokii hasonlosaga a Cx-ek és a réskapcsolatok
fontossagat bizonyitja.

2.) A Cx36 minden vizsgalt emlds faj retinajaban el6fordul, expresszidja nagyfoka
hasonlosdgot mutat. Ez arra utal, hogy a Cx36 tartalmi elektromos szinapszisok
funkcioi is konzervalodtak az emlds evoltcid soran.

3.) A Cx36 plakkok lokalizacidjaban és méretében megfigyelt kiilonbségek és
hasonlosdgok valdszinlileg az egyes allatok életmddjaval korreldlnak, és nem a vizsgalt
emldsok genetikai rokonsagaval.

4.) A Cx36 mRNS és fehérje kifejezddése a posztnatalis fejlodés soran emelkedik
¢és P15 nap koriil egy cstcsot ir le, amely a szem kinyilasat kovetd neuronalis
atrendezddéshez és a palcika rendszer elemeinek megjelenéséhez szorosan kothetd.

5) A Cx45 és Cx57 transzkriptek is jellemzd mennyiségi valtozdsokon mennek
keresztiil a korai posztnatalis fejlédés soran, mely egyértelmiien az altaluk formalt GJ-k

¢s a kapcsolatos idegelemek megjelenésével, érésével korrelal.

A fenti eredmények bemutatjak, hogy a retinalis réskapcsolatok olyan alapvetd
funkcidkat latnak el, melyek még evolucios 1éptékben is csak igen konzervativ valtozast
engednek meg. Ugyanakkor ezek dinamikusan miikddd, allandéan ujraszervezddo
kapcsolatok, melyek mennyisége, molekularis 0Osszetétele ¢és konduktancidja az
¢lolények valtozd kornyezetéhez messzemendkig alkalmazkodik. Ezen dinamikat
figyeltiik meg kornyezeti valtozas, illetve relative lassu egyedfejlodést kovetd valtozas

esetében Is.
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9. SUMMARY

The expression of neuronal gap junction (GJ) forming connexins is crucial for
both the developing and the mature retina. Our main goal was to study the expressional
changes of connexin36 (Cx36) and other retinal Cx-s as well as to determine the factors
behind the Cx expressional changes throughout the evolution and the postnatal

development.
Our studies resulted in the following main findings:

1) The Cx-s developed early on in the evolution and the animals in each vertebrate
class inherited a set of paralog Cx-s from the common ancestor Osteichtyes animals.
The conserved sequences of ortholog Cx-s attest the high importance of GJ-s in the
retinal circuitry.

2.) The Cx36 could be found in the retinas of all examined mammalian species and
their expression pattern showed high similarity. This indicates that the functions of
Cx36 GJ-s are conserved as well.

3) The observed differences and similarities in the Cx36 plaque distribution and
size correlated with life-style rather than the genetic relationship of the animals.

4.) The Cx36 mMRNA expression level is increasing during the postnatal
development until it reaches a peak at P15, which is highly related to the neuronal
reorganization around eye opening and the formation of the rod signaling system.

5) The Cx45 and Cx57 transcripts also display characteristic expressional changes
during the early postnatal development, which clearly correlates with the formation and

maturation of the GJ-s they comprise.

Our findings show evidence that retinal GJ-s serve fundamental functions that
allows for only slow conservative changes in the Cx sequences throughout the
evolution. On the other hand, retinal GJ-s are dynamic, reconfigurable inter-neuronal
connections, whose quantity, molecular makeup and conductance adapts to the ever-
changing environment. To pinpoint this latter statement this study presented faster and

slower, developmental changes in the Cx36 expression level.
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- Folydiratcikk : szakcikk/tanulmany, dsszefoglald cikk, révid kdzlemény, sokszerzés vagy csoportos
szerz&ségli kozlemény, forraskiadas, recenzid/kritika, mdkritika, esszé

- Kényv: szakkdnyv, monografia, kézikonyv, tanulmanykoétet, forraskiadas, kritikai kiadas,
mdhelytanulmany, atlasz

- Konyvrészlet: szaktanulmany, fejezet, esszé, forraskiadas, recenzid/kritika, mikritika, miitargyleiras,
térkép, mihelytanulmany része

- Konferenciakdzlemény: folydiratban, kényvben, egyéb konferenciakétetben megjelent legalabb 3
oldal terjedelemben

- Oltalmi formak: szabadalmak, mintaoltalmak (részletek)

3 Szerkeszt6ként nem részesedik a kdnyv idézésébdl

41de értve a teljes kdzlemények listadjaban nem szerepl8 publikicidkat, a nem ismert lektoraltsagu
folydiratokban megjelent miiveket és minden olyan tudomanyos m(ivet, ami a I.-IV. sorokban nem
kerilt 6sszeszamlalasra.

5 A disszertaciok és egyéb tipusu idéz8k nélkil szamolva. A sor értéke a "Tudomanyos kézlemények
Osszesen (1.-1V.)", a "Tovabbi tudomanyos mvek" és az "Absztrakt" sorok idézettség értékeit 6sszegzi.

Osszesitett Impakt Faktor: 30,93
Idézok: 27
Ebbdl fiiggetlen idézet: 19
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