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1. BEVEZETES

A latas az emberek szdmara a legfontosabb szenzoros percepcid, melynek segitségével
a kiilvilagbol szdrmazdé informécio tobb mint 75%-at felfogjuk és megtapasztaljuk. A
latorendszer kiindulopontja a szem ennek idegszdvete a retina. A retina rétegei jol
elkiilonithetéek belsd és kiilsé rostos és sejtes rétegekre, melyeket beliilr6l az iivegtest,
kiviilrdl a pigmenthdm hatérolja.

Az emldsallatok retindjdban 6t alapvetd 1degsejt osztalyt kiilonithetiink el:
fotoreceptor, bipolaris, amakrin, horizontalis és ganglion sejt (vagy ducsejt). Mig a
fotoreceptorok a képi informécio detektalasaban fontosak, addig a ducsejtek az informécio
sejtek serkentd, mig a horizontalis- és amakrin sejtek gatlo retindlis interneuronok. Ezek a
sejttipusok €s nyulvanyaik rendezddnek rétegekbe. A sejtek kozotti haldzatok kialakitasaban
¢s fenntartasaban elengedhetetlenek a réskapcsolatok (Kolb és mtsai., 1995).

A kémiai szinapszis az idegi informacioatvitel elsddleges formaja, de az idegsejtek
kozotti informaciocserében fontos szerepe van a réskapcsolatoknak, mds néven gap
junctionoknak (GJ-k) is, amelyek a sejtek kozott elektromos és molekularis atjaroként
szolgalnak. A GJ-k szinte mindenhol megtalalhatdak a gerinces szervezetben.

Nem ismert, hogy a kiillonb6z6 réskapcsolat alkotd fehérjék, a connexinek (Cx)
eléfordulasa milyen kiilonbségeket mutat az egyes emlds fajok retindiban, hogyan valtozik
expressziojuk a posztnatalis fejlédés soran, illetve milyen mennyiségi ¢és eloszlasbeli
valtozasokat mutatnak egyes kornyezeti feltételek valtozdsanak hatdsara. Munkank sordn e
valtozok figyelembevételével tanulmanyoztuk a gerinces allatok retindjaban a neuronalis
connexinek eloszlasat.

A kiilonboz6 Cx-eket kDa-ban mért stlyuk alapjan nevezték el, de a csoportositasuk
alapja a szekvencia és a funkcionalis homoldgia (Cruciani és Mikalsen, 2006).

A retina bels6 rostos rétegében az All-es amakrin sejtek, retinalis informacidatvitelben
betoltott kozponti szerepiik €és réskapcsolataik miatt kiemelt fontossaggal birnak. A gerinces
retindban a legbehatébban tanulményozott amakrin sejtcsoport (Kolb és Famiglietti, 1974),
amely kiemelt szerepet tolt be a retina informacié-feldolgozasaban.

Az eml6sok latdsa nagyon hasonld elrendezésti idegsejt halozatra épiil, azonban a
halozatot felépitd idegsejtek ¢€s kapcsolataik szamaban eltérések fedezhetdk fel. A
kiilonbségek vagy az allatok genetikai tavolsagéaval, vagy életmodbeli hasonlosagokkal és

kiilonbségekkel magyarazhatoak.



A retina altalanos szerkezetérdl elmondhatd, hogy a nokturnalis allatok retindjaban az
alacsonyabb intenzitasu fény érzékelésére alkalmas palcikasejtek nagyobb ardnyban fordulnak
eld, mint a nappal aktiv (diurnélis) allatok esetében. Ezen feliil a nokturnalis allatok retinaja
mogott egy fényvisszaverd réteg (tapetum lucidum) talalhato (Ollivier, 2004).

Az egyedfejlodés soran a retindban torténd dinamikus valtozasokban részt vesznek a
Cx36-45-57 tartalmu réskapcsolatok is (Kihara és mtsai., 2006), igy expresszids valtozasaik
vizsgalata kiindulopont a retina fejlddésének és az érett neuronhaldézat miikodésének

megértésében.

2. CELKITUZES

A neuronokat 0sszekotd réskapcesolatok nem statikus csatorndk, hanem dinamikusan
valtozo informacios ttvonalak. Atjarhatosaguk az egyedfejlédés, illetve a kiils6- és a belsd
kornyezeti tényezok dinamikdajahoz alkalmazkodva valtozik. Vizsgalataink célja az volt, hogy

ezeket a valtozasokat részleteiben feltarjuk. Meg akartuk ismerni:
1. A Cx expresszio alkalmazkodasat az evolucios 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

elkiilonithetok.

(2) Létrehozni egy Cx36 filogenetikai fat az emlds modellek Cx36 molekuldinak

szerkezeti (€s potencialisan funkcionalis) hasonldsaganak alatamasztasara.

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

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

A retindban, az egyedfejlédés soran, szamos neuronhalozat szintli valtozas torténik.

Amiben a GJ-k aktivan részt vesznek. Ezért tervezziik:
(1) Megvizsgalni a Cx36, 45, és 57 mRNS-expresszi6 valtozasait a fejlodo retinaban.

(2) Leirni a Cx36 fehérje expresszio valtozasat a patkany korai posztnatalis fejloddésének

soran.

(3) Karakterizalni a neuronalis kapcsolatokat, amelyek kialakuldsa a Cx36 expresszios

szintjével korrelaltathato.



3. ALKALMAZOTT MODSZEREK

Allatok és mintaelSkészités

Osszehasonlitd vizsgalatokat végeztiink a kovetkezOkben felsorolt fajokban: egér
(Mus musculus), patkany (Rattus norvegicus), tengerimalac (Cavia porcellus), nyul
(Oryctolagus cuniculus), aranyhorcsdg (Mesocricetus auratus), birka (Ovis aries), macska
(Felis silvestris catus), kutya (Canis lupus fam.), vadaszgorény (Mustela putorius furo),
mokusmajom (Saimiri sciureus), sertés (Sus scrofa dom.) és ember (Homo sapiens sapiens). A
retina metszetek a centralis régidtol nazalis irdnyban 2-4 mm-re késziiltek, 3 6rds poszt-
mortem anyagon. A Cx expresszid egyedfejlodés soran bekovetkezd valtozasainak
vizsgalatara PO, 1, 3, 5, 10, 15, 20 napos albind Wistar patkdnyokat hasznéltunk. A retindkat
-80°C-on taroltuk. Az immuncitokémiai vizsgalatokhoz PBS + 4% PFA oldatban fixaltunk
4°C—on, 1 oran at.
Connexin dendrogrammok

A gerinces allatok retindiban el6forduldé Cx génszakaszok szekvencidit
Osszegyljtottiik, majd ezekbdl szekvenciahomoldgian alapuldé dendrogrammokat készitettiink

CLC Main Workbench 6.5 szoftvert hasznalataval.

Polimerdz lancreakcio (PCR)
A -80°C-on tarolt retindkbol RNazol RT-val RNS extrakciot végeztink. A PCR

reakciok soran hasznalt primereket az adott génekre terveztik és NCBI Primer-BLAST-tal
ellendriztiik. Eldtesztelésként OneStep RT-PCR-vel totdl RNS-bdl amplifikaltam a Cx36, 45
¢s 57 mRNS szekvencidkat. A qPCR-ben hasznalt cDNS-t oligo-dT primerek segitségével
allitottam el6, Fermentas RevertAid H- RT enzimet ¢€s protokollt hasznalva. A Cx36
posztnatalis mintasort Abi StepOne Plus qPCR-thermocyclerrel amplifikaltam, a tobbi mintat
Bio-Rad CFX Connect—tel. A reakcidhoz Maxima SYBR-Green-t hasznaltunk. A vizsgalt
mRNS-ek endogén kontrolja az Rpll3a-volt. A szoftveres analizist a thermocyclerek sajat
szoftverjeivel végeztik, innen exportaltuk az adatokat Microsoft Excel-be, ahol normalizaltuk

¢és Osszegeztiik Oket. Az abrak eldallitdsdhoz Origin 6-t hasznaltunk.

Western blot
Hideg, proteinaz inhibitoros RIPA pufferben homogenizaltuk a retinakat. A fehérje

¢s a blottolasnal a NuPAGE Instruction Manual szerint jartunk el. Futtatasonként 20 vagy 25
ng fehérjét vittiink fel a 10%-os poliakrilamid gél zsebeibe. A gélrdl a fehérjéket félszaraz
blotolassal PVDF membranra blotoltuk. Blokkolast kovetéen ezt Cx36 nyul poliklonalis



¢és B- tubulin nyul poliklondlis antitestekkel jeldltiik. Az antitest méasodlagos anti-nyul HRP
konjugalt volt. Mosast kovetden ECL kemiluminescens jelet detektaltuk film segitségével. Az
expozicios idok: érintés, 10, 30, 60, 300 mp voltak. A filmeket digitalizaltuk és a jeleket a -
tubulinnal normalizalva mértiik ImageJ (NIH) denzitometria segitségével. Az adatokat a PO-

hoz igazitottuk.

Immunocitokémia
A szemserlegeket 4% paraformaldehidben fixaltuk. Mosast kovetden krioprotektaltuk,

majd beagyaztuk. 12 pm vastag metszeteket készitettiink, melyeket zselatinizalt
targylemezekre gyljtottiink. A kiolvasztott metszeteket elsddleges antitesttel kezeltiik (egér
anti-Cx36, nyul anti-CaR, vagy nyul anti-PV) és egy ¢éjszakan keresztiil inkubaltuk. Mosast
kovetden masodlagos antitestekkel jeloltiik 6ket, majd bedgyazdé médiummal lefedtiink.
Mikroszkopia

Metszeteinket 63-szoros nagyitasban DIC sziir6vel fényképeztiik, Nikon FN1 tipust
mikroszkoppal. Az immunjelet LSM 710 konfokalis lézer-pasztazé mikroszkoppal
fényképeztilk. Az utdbmunkalatok Adobe Photoshop CS3, Imagel] ¢és Adobe Illustrator CS3
programmal késziiltek. Zeiss Elyra Structured Illumination (SIM) tipusii szuperrezollicios
mikroszkopot hasznaltunk a Cx jel nagyfelbontast detektdldsdra. Zeiss ZEN szoftert
alkalmaztunk a képek elokészitésére, majd Imagel-t elemzésiikre.
A retina kozponti rész€bdl, merdleges metszési sikkal rendelkezd metszeteket valasztottunk ki
a denzitometriai analizishez és a plakk statisztika elvégzéséhez. A plakkméret eloszlasokat
Imagel szoftver ,,Analyse particles” alkalmazasaval mértiik. A statisztikai analizist Origin 6
vagy SPSS 19 szoftverrel végeztik és Excellel interpertaltuk. A szignifikancia szint
meghatarozasara egytényez6s ANOVA analizist, vagy Student-féle t-probat hasznaltunk.



4. EREDMENYEK

A neurondlis elektromos szinapszisokat alkotdé connexinek (Cx-ek) expresszidja
meghatarozo mind a fejl6do, mind a kifejlett retindban. Munkankban foképpen a connexin36
(Cx36) és egyeb retinalis Cx-ek expresszids valtozéasainak széles kort leirasa, illetve e
valtozdsok mozgatorugodinak felismerése volt a cél evolucios €s egyedfejlodési 1éptékben.

Vizsgalataink sordn a kdvetkez6 fontos eredményeket allapithattuk meg:

1.) Kiterjedt filogenetikai vizsgélataink eredményeképpen kijelenthetjiik, hogya a Cx-ek az
evolucio soran igen koran kialakulhattak és a mai gerinces osztalyok képviseloi mar egy
paralog Cx készletet orokoltek a kozds 6s, Osteichtyes allatoktol. Az orthologok
szekvenciainak nagyfokt hasonlosdga a Cx-ek és a réskapcsolatok fontossagat bizonyitja.

Ennek alatdmasztasara kiterjedt behatd és connexin filogenetikai munkat végeztiink.
2.) Fehérje alapa (WB ¢és IC) vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy Cx36 minden

vizsgalt emlds faj retindjaban eléfordul, expresszidja nagyfokl hasonlésagot mutat. Ez
arra utal, hogy a Cx36 tartalmu elektromos szinapszisok funkcioi is konzervalodtak az

emlds evolucio soran.
3.) A Cx36 plakkok lokalizaciojaban és méretében megfigyelt kiilonbségek és hasonlosagok,

jellemzéek voltak a vizsgalt allatfajra és valoszinlileg az egyes allatok életmodjaval

korrelalnak, és nem a vizsgalt eml6sok genetikai rokonsagaval.
4.) A legfontosabb neuronalis réskapcsolatokat alkotd6 Cx36 mRNS és fehérje kifejezodése a

posztnatalis fejlédés soran emelkedik €s P15 nap koriil egy csucsot ir le, amely a szem
kinyilasat kovetd neurondlis atrendezOdéshez és a palcika rendszer elemeinek
megjelenéséhez (All-es amakrin sejtek kapcsolati rendszerének éréséhez) szorosan

kothetd.
5.) A Cx45 és Cx57 transzkriptek is jellemzé mennyiségi valtozasokon mennek keresztiil a

korai posztnatalis fejlédés soran, melyek egyértelmiien az altaluk formalt GJ-k és a

kapcsolatos idegelemek megjelenésével, érésével korrelalnak.

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, 4allandéan ujraszervezddo
kapcsolatok, melyek mennyisége, molekularis Osszetétele €s konduktancidja az ¢él6lények
valtozo kornyezetéhez messzemendkig alkalmazkodik. Ezen dinamikat figyeltik meg

kornyezeti valtozas, illetve relative lassu egyedfejlodést kovetd valtozas esetében is.
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