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ZAROJELENTES

Az agy egyes teriiletein igen jelentdés mennyiségili biologiailag aktiv cink talalhat6. Ezen
aktiv cink szinaptikus vezikuldkban vagy egyes fehérjékhez lazan kétddve tarolodik és
neuronalis aktivitas soran képes mobilizalédni. Az igy felszabaduld cink befolyésolja
szamos neurotranszmitter receptor funkcidjat valamint képes modulalni proteinek
valamint peptid modulatorok miikodését. Az azonban nem tisztazott, hogy e modulalo
hatdsoknak milyen fiziologids vagy patholodgids kdvetkezményei lehetnek a neuronok
mitkodésének szabalyozasara, bar valosziniisithetd, hogy az aktivitasok moddositasa
cinkkel szdmos sejten beliili valtozast idéz el6. Munkahipotézisiink az volt, hogy a
neuronokban talalhato cink jelentds szerepet tolt be sejtszintli valtozasok iranyitasaban

melynek egyik kozvetitdje a kalcium-calmodulin fiiggd protein kinaz I1 (CaMKII).

Palyazatunk négy éves idOtartama alatt valaszt kerestiink és szereztink szamos
specifikus kérdésre a cink kozponti idegrendszerben betoltétt szerepérdl. 1) Korabbi in
vitro eredményeink azt mutattak, hogy a cink egy igen szokatlan mechanizmus utjan
befolyasolja a CaMKII aktivitasat, ezért kiilonos figyelmet szenteltiink a CaMKII és cink
kapcsolatara illetve a cink altal indukalt autofoszforilacid lehetséges szerepére. A
hatasok pontosabb megismerése érdekében in vitro kisérletek mellet szamos ex vivo és in
vivo kisérletet inditottunk el. A biokémia mellett ezen kisérleteinkhez segitségiil hivtuk a
modern molekularis biologia és elektrofiziologia eszkoztarat. 2) A nemzetkozi
irodalombdl tudtuk, hogy a cink szerepet jatszik patologias folyamatok iranyitasaban is.
Kutatdsainkban  két olyan stlyos neurodegneracidhoz  vezeté  folyamatot
tanulmanyoztunk melyben a sejtekbdl illetve setekben felszabaduldo cink komoly
szerepet jatszhat. Ezek egyikében az Alzheimer korban a cink jeldtviteli folyamatokra
gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A masikban, a szenilis makula degeneréacié (az Alzheimer

korhoz hasonl6 betegség a retinaban) kialakuldsanak okait viszgaltuk.

Reményeink szerint kisérleteink kozelebb vezethetnek benniinket a cinkkel
Osszefliggésbe hozhatdo fiziologids ¢és  patholdgids  folyamatok  molekularis

mechanizmusainak megértéséhez.
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1) Cink és CaMKII

Korabbi eredményeink azt mutatjak, hogy in vitro a CaMKII aktivitasa jelent6s
mértékben befolydsolhatd cinkkel. Bar alacsony cink koncentraciok mellett az enzim
aktiv ( ez az aktivitds mindossze toredéke annak, amit calmodulin jelenlétében lehet
mérni) magas cink koncentraciok esetén az enzim elveszti aktivitasat. Tovabba az is
szembetlind volt, hogy az egyébként calmodulin aktivalt enzim aktivitasat teljesen meg
lehetett gatolni cink jelenlétében. Az egyik, hogy a cink kotésekor a kalmodulin kotés
meggyengiil, a masik pedig, hogy ez a cink kotés egy 1j autofoszforilacids reakciot
indukal, melynek soran CaMKII egy gatolt allapotba keriil, annak ellenére, hogy az
egyébként "aktivalo" Thr286 foszforilacios helyek még mindig foszforilaltak. A cink
indukalta gatlo foszforilacio egy 1j, altalunk azonositott helyen a Ser279 amino savon

tortént.

Gatlo foszforilacio lehetséges szerepe LTP-ben

Felmertilt annak kérdése, hogy a Ser279 gatlo foszforilacionak lehet-e szerepe a
tanuldsi folyamatokban. Korabbi adatok azt mutattdk, hogy a CaMKII T286
foszforilaciojanak fenntartasa sziikséges és elégséges feltétel a hosszu tavi potenciacio
(LTP) fenntartasdhoz. Mivel ez a hely felelds az enzim autoném (calmodulin fiiggetlen)
aktivitasanak kialakitdsaért igy feltételezték hogy a foszforilacié mellett az autoném
aktivitas is fennmarad hosszab tdvon mely szubsztrat fehérjék folyamatos foszforilaciojat
vonja maga utdn. Bar szamos kisérleti eredmény utalt arra, hogy ez a ,,dogma” nem
helytallo, konkrét kisérletes bizonyiték arra nem létezett, hogy a CaMKII autonom
aktivitdsa nem marad meg az LTP kés6i fazisaiban. Bar a CaMKII aktivitdsanak mérése
nem bonyolult annak elektrofiziologiai mérésekkel valdo kombindlasa nagyon nehéz és
iddigényesnek bizonyult. A befektetett energia azonban megtériilni latszik, mert
eredményeink 2004 év végi European Journal of Neuroscience-ben tortént kozlését
kovetden a 2005 évi Society for Neuroscience konferencian mar a lehetséges gatld
foszforilaciot beépitettétk a CaMKII miikodését modellezd munkakba. Mivel
eredményeink publikaldsa megtortént, csak roviden Osszefoglalva ismertetnénk ezt a
munkat.

Professzor T.V.P. Bliss laboratériumaval (Mill Hill, London, UK)

egylttmiikddve sikeriilt megmérniink a CaMKII teljes és autondm aktivitasat tetanusz
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Azt talaltuk, hogy bar a CaMKII T286 foszforilacidjanak emelkedése hosszl tavon
fennmarad az LTP indukciéjat kovetden, az enzim autoném aktivitasa a stimulus
megsziinte utdn csaknem azonnal visszatér a stimuldlés el6tti kindulasi allapotba. Ez
csak gy lehetséges, ha a T286 foszforilacidja mellett egy az enzimet gatld folyamat
indul el. Ennek egyik lehetséges utja egy gatlo foszforilacié bekapcsoldsa. Korabbi
eredményeink alapjan javaslatott tettiink arra, hogy ez a gatlo foszforilacios hely

S279. Tovabbiakban ennek bizonyitasat kiséreltiik meg.

S279A mutins CaMKIla fehérje és az azt tiltermelé transzgenikus egerek

eloallitasa.

A S279 foszforilacids hely szerepének mgértése érdekében ezen hely alanin
mutansat allitottuk el6. A Dr Howard Schulmann altal rendelkezésiinkre bocsatott
vadtipusit SRaCaMKII plazmidot felhasznalva létrehoztunk egy Ser279Ala mutans
enzimet. Ehhez el6szor a plazmidbol kihasitottuk azt az 1.5 kbp DNS szakaszt mely
az enzim kodolaséaért felelds. Tisztitds utan a DNS fragmentet az Gigynevezett pAlter-
Max vektorhoz ligdltuk. Ezt a ligatumot azutan JMI109 E.Coli sejtekbe
transzformaltuk, melyeket LB agarra iiltettiik ki chloramphenicol jelenlétében. A
telepekbdl ezutan sikeriilt DNS-t izolalni QIAprep Spin miniprep kittel €s végiil a
mutatgenezishez haszndlandé DNS plazmidot Qiagen plasmid maxi kittel nyertiik ki.
A pont mutaciot az ,altered sites II mammalian mutagenesis” rendszerrel végeztiik,
melyhez a kovetkezd oligot terveztik: 5’-CCACTGTGGCCGCCTGCATGCAC.
Pont mutaci6 1étezését €s pontossagat tobbszori szekvenalassal is ellendriztik. Az igy
keletkezett mutanst pAlter-CaMKII S279A-nek kereszteltiik. Mivel sikeriilt emlds
rendszerbe inzertdlnunk mind a vadtipusu és mutans vektort, igy lehetdvé valt azok
transzfekcioja COS 7 sejtekbe. 48 oraval a tarnszfekcio utan a sejteket egy proteaz €s
foszfataz gatlokat tartalmazd homogenizacioés pufferben tartuk fel. A teljes sejt
lizatumbol eltavolitottuk a nagy sejttormeléket és a feltaratlan sejteket egy 500 g
centrifugéldssal, majd az igy nyert feliiluszot CaMKII aktivitisméréseknek vetettiik
ala, illetve a maradékot fagyasztottuk —80 C-on. Az aktivitasmérések eredményei azt
mutatta, hogy a pont mutidcid nem valtoztatta meg az enzim calcium-calmodulin

fliggd aktivitasat.
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Az igen nagy nemzetkdzi érdeklédés miatt egy trarnszgenikus egér torzs
eloallitasaba is belekezdtink Dr Santha Miklos tarspalyazoval. A cirkularis
plazmidmoél (pCMVmCamKIla) Cfr101 restrikciés enzimes hasitas révén kivagtuk a
transzkripcids egységet (CMVmCamKII) és a fragmentet agardzgélbdl izolaltuk. A
tisztitott, linearis CMVmCamKII transzgént 2 ng/ul koncentracioban hasznaltuk
mikroinjektalasra. Transzgenikus allatok eldallitdsdra a hagyomdanyos pronukleusz
mikroinjekciot alkalmaztuk. Petesejt donornak a B6 X CBA F1 egértorzset
valasztottuk. 6-8 hetes ndstény egereket vemhes kanca szérum (PMSG-Pregnant
Mares Serum Gonadotropin) (Sigma) €s 48 6ra mulva human chorion gonadotropin
(HCG) (Sigma) intraperitonedlis oltdsaval (5 unit/egér) szuperovulaltattunk. A
megtermékenyitett petesejteket a petevezetdbdl izolaltuk és a kumulus sejtektdl rovid
hyaluronidaz enzimes kezeléssel valasztottuk el. A petesejteket tobbszor atmostuk M2
mediumban ¢€s utdna Osszegyljtottilk. Mikroinjektalasra Hoffman optikaval és
kondenzorral felszerelt Nikon Eclipse TS 100 mikroszkopot és Leitz-tipusa
mikromanipulatort hasznéltunk. A megtermékenyitett petesejtek him pronukleuszat 2
ng/ul linearizalt, tisztitott DNS-vel injektaltuk. A mikroinjektalds végén az ép,
egészséges petesejteket izolaltuk és Swiss vazektomizalt himekkel parositott, B6 X

CBA F1 alterhes ndstények petevezetdjébe iiltettiik vissza.

1352 petesejtet mikroinjektaltunk a linearizalt, mutans CamKII transzgénnel
¢és 614 petesejtet iiltettiink visza alvemhes ndstények petevezetdjébe. 75 megsziiletett
utod koziil 11 egér (11.67%) hordozta a transzgént, amit PCR reakcidval és dot blot
hibridizaciéval mutattunk ki. A transzgenikus allatok ¢és ellenkezé nemi, vad tipusu
F1 (C57/B6 X CBA) egerek keresztezése révén heterozygota transzgenikus vonalakat
hoztunk 1étre. Az utédokat PCR reakcioval és dot blot hibridizacidéval genotipizaltuk.
A 11 vonalbol 1 nem Ordkitette utddaira a transzgént (mozaicizmus), 1 néstény (984)
pedig sterilnek bizonyult. A beépiilt transzgének kdpiaszamat dot blot hibridizacioval

becstiltiik meg.

A transzgén kifejezodését Real time RT-PCR technikaval hataroztuk meg. A
heterozygota transzgénikus utdodok majabol, szivébdl és agyabol total RNS-t

preparaltunk, reverz transzkripciéval cDNS-¢ irtuk at és minden mintabol elvégeztiik

crer
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hatarértékhez tartozoé ciklusszamat (C;) sajat belsd kontrolljaikhoz normalizaltuk
(ACy). Ez a kvantitativ technika pontos képet ad a transzgén expresszidjanak
mértékérdl. Negativ kontrollként (K), egy nem-transzgenikus alomtarsat hasznaltunk.
Azt talaltuk, hogy 9 transzgenikus vonal koziil 1 igen magas (1112), 3 kozepes (1092,
1116, 1135) ¢és 2 alacsony (962, 993) szinten expresszalta a transzgént. Két
transzgénikus vonalban (981, 935) nem tudtunk transzgén expressziot kimutatni. A
transzgenikus allatok szervei koziil a legmagasabb expressziot az agyban detektaltuk,

kevesebb transzkript volt kimutathaté a majbol és a szivbal.

A jol expresszaldo transzgenikus vonal (1112-es vonal) heterozygota
egyedeinek keresztezése révén homozygota transzgenikus vonalat alakitottunk ki. A
homozygota egyedeket az utdodok DNS-én PCR modszerrel végzett genotipus-
meghatarozas révén szelektaltuk ki. Mivel transzgenikus allatainkban a mutans gén
mellett az endogén, vad-tipusu gén is jelen van, ezért a mutans fenotipust CaMKII
knockout hattéren szeretnénk tovabb vizsgalni. Erre Dr. Ype Elgersma, Erasmus
University, Hollandia kutatdécsoportjaval folyo egyiittmiikodés teremthet lehetdséget.

Az ezzel kapcsolatos munkak egyeztetése jelenleg folyik.

Ser279 foszforilacios-hely specifikus antitest (pS279) eléallitasa.

A molekularis munkéakkal parhuzamosan elinditottuk a foszfo-Ser279
specifikus ellenanyag eldallitasat is. Eddigi eredményeink azt mutatjdk, hogy az
antitestunk nagy szelektivitassal ismeri fel az immunizaldshoz hasznalt poszforilalt
peptidet, a foszforildlatlan peptidet azonban csak nagyon alacsony higitds mellet
képes azonositani. Megvizsgaltuk, hogy az antitest felismeri-e az agyi CaMKII. Ehhez
szinaptoszomakat preparaltunk, melyeket 40 mM KCl oldatban depolarizaltuk.
Meéréseink igen biztatéak, hiszen az 50 kDa-nal, ahol a CaMKII alfa alegysége
talalhato, az antitest felismert egy foszfoproteint. Ez a fehérje nem festddott azon
szinaptoszomakban melyek nem voltak depolarizadlva. Jelenleg folyik az antitest

tisztitasa, €s a mutans enzim hasznalataval annak tovabbi karakterizalasa.

Az izolalt szinaptoszomdkon végzett biztatd eldkisérletek utan, kiilfoldi

partnerekkel (Professzor John Rostas, University of Newcastle, Australia ¢és
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Professzor Jim Gurd, University of Toronto, Canada) elinditottunk egy programot,
melynek sordn tobb foszforilacids hely specifikus 1) ellenanyag keriilt tesztelésre.
Mint az az 1-es dbran lathato, a palyazat szempontjabol kiemelt szereppel bird pS279
képes volt azonositani a depolarizaci6 hatasara bekovetkezé megndvekedett CaMKII
foszforilacidt hippokampalis szeletekben, mely az els6 bizonyitéka annak, hogy e hely

foszforilacidja valoban szerepet jatszhat fiziologias folyamatokban.

Komoly nehézségekbe iitkdztiink azonban a foszforilacids hely specifikus
ellenanyag tesztelése soran. Bar a termelt ellenanyag hatdsosan felismeri a Ser279
foszforilacidjaban bekovetkezett valtozasokat, az ellenanyag sokszori tisztitas ellenére
i1s szamos nem a CaMKII feherjéhez tartoz6 savot azonosit az immunoblottokon. Ez
természetesen azt jelenti, hogy az ellenanzagot jelenlegi forméjaban hatékonyan
hasznalni nem tudjuk. Hasonld problémdba iitkoztiink Professor John Rostas-sal
(Newcastle, Australia) folytatott egyiittmiikddésiink soran is. Az Ausztral csoporttal
kozosen termelt ellennanyaggal is hasonld tapasztalatokat szereztiink. Jelenleg is
dolgozunk azon, hogy ezt a problémat hogyan tudnank megoldani, hiszen egy
specifikus ellenanyag segitségével sejteken €s szoveteken beliili valzozasokat is

tudnank detektalni, mely elengedhetetlen lesz a S279 funkcidjanak pontos

megértéséhez.
pT286 pT253 pS279 pT306 pS314
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l.abra. A CaMKII két {6 alegységének foszforilacidja depolarizaciot
kovetden hipokampalis szeletekben. A foszforilaciés hely specifikus
ellenanyagok a CaMKII alfa (50 kDa) és béta (60 kDa) alegységeinek
megnodvekedett foszforilacigjat mutatjak 5 perces 40 mM KCl expozicidja
utan.
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erer

Természetes a kérdés hogy hogyan, milyen idébeli megoszlasban valtozik a cink
koncentracidja pre és posztszinaptikusan és ennek a valtozdsnak milyen hatisa lehet
kiilonboz6 fehérjék foszforilacidjara illetve az endo- €s exocitdzis folyamataira. Szdmos
kisérletet végeztiink ezen kérdések tisztazdsara. Az eredmények azonban nagyon
valtozoak voltak. Ennek okat vizsgalva dertilt fény arra, hogy a deionizalt laboratoriumi
viz szabad cink koncentracidja nagyon valtozd, 1 és 100 nM kozott ingadozik.
Figyelembe véve, hogy a szabad cink extracelluldris koncentracidja a 10 nM koriili
koncentracid tartomanyban talalhaté, ez a valtozékonysag komolyan befolyasolja
eredményeinket. Ezen probléma megoldasara nem csak nekiink volt sziikségiink, éppen
ezért kiilfoldi partneriink Professzor Christopher Frederickson és csoportja kifejlesztett
egy nagy érzékenységli cink-specifikus spektroszkopiai modszert mely az altaluk
kifejlesztett cink-specifikus fluoreszcencens szenzoron alapszik. Bar a hardware és a
szoftware ¢és a sziikséges kemikalidk mar birtokunkban vannak, ezek 2005 novemberére
lettek csak készen, igy a palydzat idétartama alatt Gjabb kisérletek lebonyolitdsara mar
nem volt lehetdség. Kiilfoldi kollaboracids partnereink segitségével azonban jelenleg
folynak elokésziileti egyeztetések a cink pre- €s poszt-szinaptikus valtozasainak, illetve a
cink endo- és exocitozisra gyakorolt hatasainak mérésére, melyekhez mostmar pontosan

A finaszirozasi feltételek fokozatos romldsa mellett tovabbi nehézséget
okozott a kétdimenzios elektroforézis rendszer beszerzésének elvesztése is. Ennek
ellenére elkészitettiik a kétdimenzios foszfopeptid térképeket kortikalis és moha
rostokbol izolalt idegvégzddéseken londoni kollaboracids partnereink segitségével.
Kival6 reprodukalhatésagot kaptunk azon kisérleteinkben amelyekben a depilarizésio
hatasat vizsgaltuk a két fajta szinaptoszomakban. Szdmos peptid foszforilaciojan
valtozott kalium indukélta depolarizacié utdn. Komoly nehézség azonban, hogy, bar
szamos peptid foszforilacidja jelentésen megvaltozott, a peptidek koncentracioja
nagyon alacsonynak bizonyult, ezért szekvencia analizisre ezek nem voltak
elegenddek. Késobbiekben reméljiik, hogy ezekre ¢és a cink hatasat vizsgalod
kisérletekre ujra sort kerithetiink. Ezen kisérletekben meg fogjuk ndvelni a hasznalt
szinaptoszomak mennyiségét, hogy szekvenalasra alkalmas mennyiségli peptideket

nyerhessiink.
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2) Cink szerepe neurodegenerative folyamatokban.

A szabad cink szerepének megértéséhez sziikséges, hogy annak
funkcigjat tobb oldalrol is megvizsgaljuk. Ma mar tudott, hogy nem csak normal, de
patologids folyamatokban is igen fontos szerepe van a megndvekedett szabad cink
koncentracionak. Cink szerepet jatszik példaul az Alzheimer kor kialakulasaban is.
Klinikai vizsgalatok bizonyitjdk, hogy cink elvondsa ionoforokkal lassitja az
Alzheimer kor eldrehaladtat. Laboratorium koriilmények kozott végzett vizsgalatok
alapjan ennek oka, hogy a cink elvondsdval az agyban kialakult plakkok eltlinnek.
Azonositottak is a cink kotéséért felelés aminosavakat az Ab(1-42) peptiden. Ez az a
peptid melynek precipitacioja a plakkok kialakulasat okozza. Ma mar az is ismert,
hogy a hippokampadlis szeletekben indukalhato LTP-t is befolyasoljak az Ab peptidek.
Ennek pontos mechanizmusa még nem ismert. Azt pedig, hogy egy cink-amiloid
komplex milyen jelatviteli folyamatokat befolyasol még kevésbé volt vizsgalva.
Eppen ezért feladatul tiiztiik ki, hogy tovabbi informaciokat szerezziink ezen komplex
¢s a kiilonboz6 Ab fragmensek hatdsairol. Vizsgalataink igen izgalmas
részeredményeket hoztak melyeket 3 a palydzat id6tartama alatt megjelen cikkben
kozoltink és  tobb konferencian is ismertettiink. RoOviden 0Osszefoglalva azt
tapasztaltuk, hogy a cink-amiloid komplex sokkal potensebb bioldgiai aktivitassal bir
mint az Ab peptid Onmagaban. Cirkularis dikroizmus ¢és transzmisszios
elektronmikroszkdpiai moddszerekkel részletesen meghataroztuk az aggregétumok
szerkezetét. Tovabba, vizsgalatainkbol ugy tiinik, hogy a cink hatasért egy korabban
még nem azonositott cink-kotd hely felelds. Elézetes NMR eredmények alapjan, a
cink kotése az Ab(25-35) szekvencian beliil egy glicin aminosavon keresztiil valosul
meg, de ennek pontos feltérképezése még nem tortént meg. Szintetikus peptidek
segitségével azt is vizsgaltuk, hogyan lehet az Ab indukalta hatasokat befolyasolni.
Mivel ezeket a hatasokat G-fehérjék aktivacidjan keresztiil mértiik, igy feltételezziik,
hogy mas jelatviteli rendszerekre is hatassal lesznek ezek a komplexek, de ezek

tesztelése a jovo feladata.

Az amyliod peptidek és a cink kolcsonhatasanak egy igen érdekes helye a retina. Ugy
tinik, hogy a cink-indukalta Ab aggregacionak szerepe van az idds kori makula
degenerdcioban, egy vaksaghoz vezetd, az életkor emelkedésével egyre relevansabb

neuronalis degeneracionak. Eppen ezért a University Collage London, Institute of
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Ophthalmology-val kollaboracidoban elinditottunk egy programot, melyben a cink
szerepét ebben a betegségben vizsgaljuk. A retindban lerakodd plakkokrol mar
kozoltiink is egy nagy lélegzetvételii cikket az Investigative Ophthalmology and
Visual Sciences-ben. Jelenleg van elfogadads alatt ugyan ebben az ujsdgban egy
plakkokon beliili lokalizacidjat irjuk le. A 2. dbra ennek a munkanak eredményét
foglalja Gssze.

Vizsgaljuk azt is, hogy a retina mely részein talalhaté mobilizalhat6 cink, mely
szerepet jatszhat mind normal, mind degenerativ folyamatokban. Jelenleg dolgozunk
egy kéziraton, melyben a cink és fotoreceptorok kapcsolatat irjuk le. Rd&viden
Osszefoglalva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a fotoreceptor kiilsd
szegmenseknek csak egy része tartalmaz cinket. Ezek szama és retinan beliili
elhelyezkedése alapjan felteheté hogy csak rovid hulldmhosszakra érzékeny csap
fotoreceptor kiilsé szegmensek tartalmaznak cinket (3. abra).

Mivel a retina a hipocampushoz hasonléan jol strukturalt, annak vizsgalata
igen sok segitséget nyljthat a neurodegenerécios folyamatok megértéséhez az agyban
is. Az pedig, hogy a retindban zajlo folyamatok konnyen lathatova tehetdék tovabb
emeli a retinalis munkak értékét. Munkank szempontjabol az is lényeges, hogy a
retina, ahol magas koncentrdcioban van jelen szabad cink és CaMKII is, ezek
kolcsonhatasasnak vizsgalata talan még alkalmasabb is lehet, mint a hipocampus.
Eppen ezért a S279A mutans egerek vizsgalata soran kiilonos figyelmet kivanunk

szentelni a retinanak, illetve a retindban zajlé folyamatoknak.
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2 abra. Cink megoszlasa drusenben és a Bruch membranban. Heterogén ZP1
jelolédés emberi retindban optikai szeletelését kdvetden. (A-G) jol definidlt plakkok
belsd ZP1 eloszlasa a periférian és (G,H) makuldban. (A, B) Csillaggal olyan belsé
druzen struktirdkat jeldltiink melyeket ZP1 nem jeldlt, mig nyillal az erdteljesen
jelolédo szferuldkat jeldltiink. (C) Erdteljes ZP1 jel616dés a druzen alapjanal. (D, E) A
druzen magjadbnak alacsony ZP1 jelolédése rendszerint a Bruch membran
jelolddésének szakadacsaval asszocialodik (nyilak). (F) Csillaggal olyan belsé druzen
struktarakat jeloltiink melyeket ZP1 nem jel6lt. (G-H) A Bruch membran a makula
tertiletén erdteljes ZP1 jelolédést mutatott. Ey a jelolddés kiterjedt a kapillarisok
kozotti teriiletre is. A ZP1 jelolodés a periférian (I) és a makuldban (J és K)
ayonosnak mutatkozik a teljes cink felhalmozodassal (M, N és O). A teljes cink
koncentraciot a microprobe synchrotron X-ray fluorescence (USXRF) modszerrel
hataroztunk meg. Mind a ZP1 jel6lés (L) és uSXRF analiyis (P) alacsonz cink szintet
mutatott a kontrol makula mintaban. (Scale bars: A-H, 20 um; I-L, 100 pum).
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3. abra. (A) Cink specifikus fluorescens fotoreceptor kiilsé szegmens jelolodés. ZP1 a
kiilsé szegmensek minddssze 0,5 %-at jelolte. (B) Konfokalis mikroszkoppal
készitett nagyitott kép egyértelmiien csap jelolédésre utal.



