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1. Roviditések listaja

ABS: antitest higité oldat

AC: adenilat-ciklaz

Acan: Aggrecan

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolepropion sav
APAF-1: apoptotikus proteaz aktivalo faktor-1

BCL-2: B-sejt CLL/limféma-2

Bmp: Bone morphogenetic protein

BSA: szarvasmarha szérum albumin

Btrc: B-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase
CAD: caspase aktivalt DNaz

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CGC: kisagyi granularis sejtkulturak (cerebellar granule cell)
Chx10: Visual system homeobox 10

CREB: cAMP-fiiggé DNS valaszelemet koto fehérje
Cull: Cullinl

D609CAS: foszfatidilkolin-specifikus PLC inhibitor
DAG: diacilglicerol

DAPI: 4’-6-diamidino-2-fenilindol

DDA: 2’,4’-dideoxi-adenozin

DEPC: dietilén-pirokarbonat

Dhh: Desert hedgehog homolog

DIx: Distal-less homeobox

DTT: ditiotreitol

E: embrionalis

EC: extracellularis

ER: endoplazmatikus retikulum

ERK: extracellularis szignal-regulalt kinaz

ET-18-OCHg3: foszfatidilinozitol-specifikus PLC inhibitor
Fgf: Fibroblast growth factor

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GCL: ganglion sejtek rétege (ganglion cell layer)

Gdf3: Growth differentiation factor



Gjal: Gap junction protein o 1

Gjbl: Gap junction protein 3 1

1.v: intravitrealis

IC: intracelluléris

ILM: bels6 hatarol6 membran

INL: belsé magvas réteg (inner nuclear layer)
IP5: inozitol-1,4,5-triszfoszfat

IPL: belsé rostos réteg (inner plexiform layer)
KA: kainsav

L1CAM: L1 cell adhesion molecule

LacD: laktat-dehidrogenaz

Mashl: Achaete-scute complex homolog 1
Math5: Atonal homolog 7

MOPS: 3-morfolinopropanszulfid sav

MSG: natriumglutamat

Msx1: Msh homeobox 1

Nanog: Nanog homeobox

NBL: neuroblaszt réteg (neuroblast layer)
NeuroD1: Neurogenic differentiation 1
Neurogl: Neurogeninl

NF: ducsejtek axonjai

NMDA: N-metil-D-aszpartat

Oct4: Octamer-binding protein 4

OLM: kiils6 hatarol6 membran

ONL.: kiils6 magvas réteg (outer nuclear layer)
OPL.: kiilso rostos réteg (outer plexiform layer)
OS: fotoreceptorok kiilsé szegmense

Otx2: Orthodenticle homeobox 2

P: posztnatalis

PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid
PARP-1: polifADP-rib6z]-polimeraz-1

Pax6: Paired box 6

PBS: foszfat pufferelt sdoldat



PC12: mellékvesevel6bdl szarmazoé feokromacitoma sejtvonal
PCR: polimeraz lancreakcid

PFA: paraformaldehid

PKA: protein-kinaz A

PKC: protein-kinaz C

PLC: foszfolipaz-C

PMCAQO: tartos kozép cerebralis artéria elkotés (permanent middle cerebral artery
occlusion)

PVDF: polivinilidén difluorid

RIPA: radioimmunprecipitacids assay

RPE: retinalis pigment epitélium

RPL13a: roboszomalis protein L13a

RT: reverz transzkripcio

RT-PCR: real-time PCR

s.c: szubkutan

SDS: szédium-dodecil-szulfat

Skpl: S-phase kinase-associated protein

T: Brachyury homolog

TBST: TRIS-pufferelt sooldat TWEEN-20

VIP: vazoaktiv intesztinalis polipeptid

Whntl: Wingless-type MMTYV integration site family member 1



2. Bevezetés

2.1. A gerinces retina szerkezete

A gerinces retina gyakran hasznalt kisérleti modellje a kézponti idegrendszernek,
mely sejtgazdagsaganak, a sejtek kozotti kapcsolatok sokféleségének és a rétegekbe
rendezett struktirajanak koszonhetéen megjeleniti az agy tipikus komplexitasat.

A diencephalon hdlyagbol torténd fejlédés kovetkeztében a gerinces retina alapvetd
szerkezete - kiilonsen a négylabi gerincesek esetében - nagyon hasonlo. Felépitését
tekintve altalaban 6t fobb rétegre kiilonithetd, melyekben kiilonb6z6 tipust sejtek
helyezkednek el. Ez az 6t réteg: a kiilsé magvas réteg (outer nuclear layer; ONL) és a kiilsd
rostos réteg (outer plexiform layer; OPL), a belsé magvas réteg (inner nuclear layer; INL)
¢és a belsd rostos réteg (inner plexiform layer; IPL), valamint a ganglion sejtek rétege
(ganglion cell layer; GCL) (1. abra). A kiilsé magvas réteget a fotoreceptorok épitik fel,
mig a masodlagos neuronok (bipolaris és horizontalis sejtek), a harmadlagos neuronok
(amakrin sejtek), valamint a Miiller gliasejtek sejttestjei a belsé magvas réteget hozzak
létre. A fotoreceptorok (csapok és palcikak), bipolaris sejtek és a horizontalis sejtek
egymassal kialakitott szinaptikus kapcsolatai alkotjdk a kiilsd rostos réteget, a bipolaris, az
amakrin, és a ganglion sejtek kapcsolatai pedig a belsd rostos réteget (1. abra). A
fotoreceptorokra érkezé fényinger a retinalis informaciofeldolgozas soran elektromos
ingerré¢ alakul és a ganglion sejtek afferens nyulvanyain keresztiil a nervus opticusba

szedddve halad az agykéreg felé (Bagnoli és mtsai., 2003).

o2 ___p___t;—_._-— Miiller glia
ONL z ,
OPL | — Horizontilis sejt
INL

Bipoliris sejt

IPL Ry 5 Amakrin sejt
oL |} *
NF | — Ganglion sejt

1. abra: A retina rétegei és sejttipusai (Bassett és Wallace, 2012 alapjan).
RPE: retinalis pigment epitélium; OS: fotoreceptorok kiils6é szegmense; ONL: kiils6 sejtes réteg; OPL: kiilsé
rostos réteg; INL: bels6 sejtes réteg; IPL: belsd rostos réteg; GCL: ganglion sejtek rétege; NF: ducsejtek
axonjai.
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2.2. A gerinces retina fejlodése

A retinanak, mint az egyik legbonyolultabb és legkomplexebb idegszovetnek az
ontogenezise tobb 1épésbdl tevodik dssze. Az embrionalis fejlddés alatt eldszor egy korai
neuroblaszt réteg jon létre, melyben a késobbi retinalis sejtek progenitor formai vannak
jelen. Az embrionalis 17. nap kornyékén (E17) a progenitorok az un. kiils6 neuroblaszt
rétegbe (neuroblast layer; NBL) tomoriilnek, mig a belsé felszinen kialakul az IPL altal
lehatarolt GCL. A kiils6 neuroblaszt rétegben talalhato sejtek csak a posztnatalis 6.-8. nap
(P6-P8) kornyékén rendez6dnek az OPL altal elvalasztott kiilsé és belsé nuklearis rétegbe
(Péquignot és mtsai., 2003). A retinogenezis tovabbi sajatossaga, hogy a sejtek létrejotte a
retina centralis teriilete feldl a periféria felé csokkend gradienst mutat, valamint az eltérd
sejttipusok fejlodése nem egyidejiileg kovetkezik be, igy mindegyik sejttipus egy egyedi
proliferacids csuccsal jellemezhetd (Rapaport és mtsai., 2004).

A patkany retina neurogenezise az E10 napon kezdddik meg. P1 stidiumban a
végleges sejtszam 50%-a még progenitor formaban van jelen (Rapaport és mtsai., 2004). A
retinogenezis sordn a ganglion sejtek az E13 naptdl az E19 napig, a horizontélis sejtek az
E15, a csap fotoreceptorok az E18, az amakrin sejtek a P1 napon, a palcika fotoreceptorok
a sziiletés napjatol a P6 napig, mig a Miiller- és bipolaris sejtek a P6 napon mutatnak
proliferacids csucsokat (Reese és Colello, 1992; Rapaport €s mtsai., 2004) (2. abra). Ezen
sejtek  megfeleld rétegbe torténd  migracidja, differencidcidja,  funkcionalis
tulajdonsagainak és szinaptikus kapcsolatainak kialakuldsa csak késébb kovetkezik be. A
karakterisztikus neurokémiai fenotipusok, a tényleges sejtmorfologia létrejotte, valamint
retinlis sejtek elhelyezkedésének é€s funkcionalitdsanak végleges konzervalodasa szintén
egy hosszabb posztnatalis periodust igényel (Bagnoli és mtsai., 2003).

Annak érdekében, hogy az érett retinara jellemz6 sejtszam kialakuljon, szamos
posztmitotikus sejt apoptotikus halala kovetkezik be. Az apoptozis két hullamban
jelentkezik a retinogenezis soran. Az els6, korai hullam még embrionalis korban figyelhetd
meg, mely legfoképpen a neuroblaszt réteg kozépsd teriiletét érinti. A sejtelimindciod
masodik fazisa a posztnatalis fejlodés kezdetétdl, PO-tol egészen a szem kinyilasaig, a P12-
P13 napig tart (2. abra). Az apoptotikus folyamatok cstcsa elészor a ganglion sejteket,
majd az INL-ben 1évé neuronokat, végiil a bipolaris sejteket érinti (Bagnoli és mitsai.,
2003). Bar a szinaptogenezis az IPL-ben a P3, mig az OPL-ben a P5 napon megkezdddik,

az ¢érett sejtre jellemzd sajatossagok csak a t0léld sejtek megfeleld rétegbe torténd

crer
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rendelkezd szinapszisok is csak a P7 napon jelennek meg. A receptorok, a transzporterek
¢s a szinaptikus transzmisszioban fontos szinaptikus proteinek expresszidja, valamint a
fotoreceptorok kiilsé szegmenseinek kifejlédése szintén csak a szem kinyilasat megel6z6
P10-P15 kozotti idészakra teheté (Bagnoli és mtsai., 2003; Johnson és mtsai., 2003) (2.
abra). A sejttipusokra jellemz6 morfologiai sajatossagok kialakuldsa a patkany retindban a

P10 naptdl egészen a P21 napig tart (Johansson és mtsai., 2000).

Miiller glia
Bipoldris sejt
Pilcika }
Amakrin sejt T,
Csap 1
Horizontilis sejt -«
Ganglion sejt §F
Szinaptogenezis
Szemnyitas
Apoptozis Apoptoézis

T T T T | T T T

T T T T T
El2 14 16 18 200P2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Fejl6dési id6é (emlos)

2. abra: Az emlés retina fejlodése soran bekovetkezé események (Bassett és Wallace, 2012 alapjan).

2.3. Az apoptozis, mint a fejlodés egyik fontos mechanizmusa

Az apoptdzis a sejthalal gyakori formaja, mely kozponti szerepet jatszik minden
soksejtli organizmus fejlédésében ¢és homeosztazisdnak fenntartdsaban (Danial ¢€s
Korsmeyer, 2004). Két, jol karakterizalt apoptotikus utvonal jelenik meg az emlds
sejtekben: az extrinszik és az intrinszik Utvonal. Az extrinszik Gtvonal szerepe az allatok
fejlodése soran a nem kivant sejtek eliminacidja, mely a plazmamembranban 1évd
halalreceptorok aktivaciojaval kezdddik (Peter és Krammer, 2003). Az intrinszik sejthalal
utvonalat a cellularis stressz szignalok indukalhatjak. Ez a folyamat a mitokondrium,
illetve az endoplazmatikus retikulum (ER) feldl is elindulhat (Wang, 2001) (3. abra).



Az apoptotikus folyamatok kulcsmolekuldi a caspase enzimek, melyek az
apoptotikus kaszkadba vald belépési pontjuktol fiiggden iniciator (caspase 2, 8, 9, 10, 11 és
12) és végrehajtd (caspase 3, 6 és 7) enzimekre oszthatok (3. abra). Az iniciator caspase-
ok aktivalodnak els6ként az adott apoptotikus utvonalban, és a végrehajtd caspase-ok
aktivaloiként 6k képezik az elsd 1épést a kaszkadban (Boatright és Salvesen, 2003). A
mitokondriumok membranjaiban jelenlévé B-sejt CLL/limféoma-2 (BCL-2) csalad
proteinjei az apoptotikus szignalokra reagalva novelik a kiilsd mitokondridlis membran
permeabilitasat (Breckenridge és mtsai., 2003), mely apoptotikus proteinek kibocsatasat
(pl. citokrom C) idézi eld. A citokrém C az apoptotikus proteaz aktivalo faktor-1 (APAF-
1) megkotésével valtja ki az iniciator caspase 9 aktivaciojat (Green és Reed, 1998). A
caspase 12, mint proximadlis szigndl molekula, az ER citoszolikus felszinén lokalizalva
valaszol az ER stresszre (Nakagawa és Yuan, 2000). Az ER-nal torténd aktivaciojat
kovetden, a caspase 12 kozvetleniil stimulalja a caspase 9 aktivacidjat és a mitokondrialis
citokrom C/APAF-1 ttvonal fliggetlen apoptozisat (Breckenridge és mtsai., 2003) (3.
abra).

FasL, TNF-o
1Y - . halal stimulus
11 Ser194 .
‘ Q
FADD
Caspase 8/10

[ 4
* Cyto c

v
Caspase 12 x > Caspase 9

\ "

Caspase 6 / \ Caspase 7

Lamln A o-Fodrin PARP 1

N

~M=

Apoptozis

3. abra: A programozott sejthalal itvonalainak egyszeriisitett abraja (http://www.cellsignaling.com).



Az iniciatorokkal szemben, a citoszélban a végrehajté caspase 3 és 7 zimogén
dimerekként vannak jelen (Boatright és mtsai., 2003). Ezeket a mas proteazok altal végzett
proteolizis aktivalhatja. A caspase 6 nem olyan alaposan tanulmanyozott, mint a caspase 3
¢s 7, de a hosszl prodomén hidnya alapjan €s az iniciatorok altal feltételezett downstream
hasitasa alapjan az effektor caspase-okhoz tartozik (Boatright és Salvesen, 2003). A
caspase 3 és 7 szamos k6zos (pl., poli(ADP-rib6z) polimeraz-1=PARP-1), mig a caspase 6
csak a lamin A és B szubsztrattal rendelkezik, melyek hasitasahoz ezen enzim aktivitasa
feltétleniil sziikséges. Az enzim vagy aktivacidjanak hidnyadban a kromatin alloméany
kondenzaloédasa és az apoptotikus test kialakulasa elmarad (Ruchaud és mtsai., 2002). A
caspase 3 képes a caspase 6-0Ot, 7-et és pozitiv visszacsatolas révén a caspase 9-et is
aktivalni. A caspase 3 esszencidlis olyan karakterisztikus apoptotikus jellemvonasok
megjelenésében, mint a DNS fragmentacio, valamint a PARP-1 és a caspase aktivalt DNaz

(CAD) hasitas (Nagata, 2000; Lakhani ¢s mtsai., 2006) (3. abra).

2.4. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptidet (PACAP) 1989-ben elészor birka
hipotalamuszbdl izolaltak, mely az adenilat-ciklaz (AC) aktivitasat stimulalta a hipofizis
anterolateralis sejteiben (Miyata és mtsai., 1989). Izolalasat kovetden tovabbi gerinces
taxonokban is azonositottak, tobbek kozott pontyban, békaban, csirkében, egérben,
patkanyban ¢és emberben is. Nukleotid ¢és aminosav szekvencia analizisek soran
megallapitottak, hogy legalabb 96%-o0s azonossag figyelhet6 meg a PACAP esetében a
gerinces taxonok kozott. Ez a megfigyelés nagyfoku filogenetikai konzervalodottsagra utal
(Sherwood és mtsai., 2000).

A PACAP a szekretin/glukagon/VIP/névekedési hormon releasing hormon
szupercsaladba tartozo peptid, mely két, kiilonb6z6 hosszsaggal jellemezheté formaban
(PACAP-27 ¢s PACAP-38) fordul el6. A PACAP-27 a PACAP-38 27 aminosavas, C
terminalison megroviditett formdja, ami 68%-0s azonossagot mutat a vazoaktiv
intesztinalis peptiddel (VIP) (Pantaloni és mtsai., 1996) (1. tablazat). El6fordulas
szempontjabol a PACAP-38 joval dominansabbnak tekinthetd, ugyanis 90%-at adja az
emlds szervezetben taldlhatd PACAP mennyiségének. A PACAP nemcsak a kdzponti és
periférias idegrendszerben, hanem a legtobb periférids szervben is megtalalhato.

Kimutattak a hipokampuszban, a nagyagykéregben, a talamuszban, az amigdalaban, a
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retindban, a gerincvelOben, a vegetativ pre- és posztganglionaris neuronokban, a
kardiovaszkularis rendszerben, a gonadokban, a majban, a mellékvesében, a
bélrendszerben és az immunrendszer sejtjeiben is (Vaudry és mtsai., 2000; Vincze és

Koves, 2001; Dejda és mtsai., 2006; Meyer 2006).

1. tablazat: A VIP, PACAP-27 és PACAP-38 aminosav szekvenciaja (Alsina-Fernandez és mtsai.,

2005).
Peptid Seq.ID Szekvencia
VIP SEQ ID HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN
NO: 1
PACAP-27 | SEQID HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL-NH;
NO: 2
PACAP-38 | SEQID HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYQRVKNK-
NO: 3 NEL

2.5. A PACAP legfontosabb funkcioi

A PACARP pleiotropikus regulatornak tekinthetd, azaz szamos, egymastol jelentésen
eltérd bioldgiai hatéassal rendelkezik. Hormonként/trofikus faktorként,
immunmodulatorként, neurotranszmitterként, neuromodulatorként funkcional, stimulélja a
sejtproliferacidt €s sejtdifferenciaciot a periférias és kozponti idegrendszerben egyarant
(Sherwood ¢és mtsai., 2000; Vaudry és mtsai.,, 2009). Glutamat és N-metil-D-aszpartat
(NMDA\) indukalta excitotoxicitas, etanol, ischémia, valamint anisomicin altal kivaltott
sejthalal soran mutatott erés anti-apoptotikus hatasanak kovetkeztében a neurotoxikus
kutatasok kozéppontjaban van (Dohi és mtsai., 2002; Silveira és mtsai., 2002; Vaudry és
mtsai., 2002,b; Tamdas ¢€s mtsai., 2004). A PACAP ¢és receptorainak egyedfejlodés soran
mutatott korai, embrionalis expresszidja arra utal, hogy fontos szerepet tolt be a fejlédési
folyamatokban is (Bagnoli és mtsai., 2003). Szamos tanulmany bizonyitja, hogy a PACAP
hatdssal van a sejtproliferaciora, sejtdifferenciaciora, sejtmigraciora, sejtnovekedésre,
neuronalis tulélésre és szoveti regeneraciora (Meyer, 2006; Dejda és mtsai., 2008; Njaine

¢és mtsai., 2010).
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2.5.1. A PACAP neuroprotektiv hatasa

Az irodalomban szdmos olyan tanulmany sziiletett, mely a PACAP neuroprotektiv
tulajdonsagat irja le in vitro és in vivo koriilmények kozott.

A kisagyi granularis sejtkultirakat (cerebellar granule cell= CGC) széles korben
alkalmazzak az apoptdzis természetes mechanizmusanak tanulmanyozasara. Ez a modell
kifejezetten alkalmas a PACAP neuroprotektiv hatasanak vizsgalatara, ugyanis a PACAP
megvédi a CGC-ket a programozott sejthalallal szemben a kisagy fejlédése soran (Vaudry

és mtsai., 2000). Beszamoltak arrdl is, hogy etanol jelenlétében ugyanezen granuléris

crer

crer

PACAP protektiv hatdsa megakadalyozta ezt az etanol indukalta apoptotikus sejthalalt
(Vaudry és mtsai., 2002 b). Hasonl6 anti-apoptotikus hatast figyeltek meg oxidativ stressz,
valamint a szfingolipid metabolitokként ismeretes ceramidok altal indukalt apoptdzissal
szemben is (Vaudry és mtsai., 2002 a; Vaudry és mtsai., 2003).

Mas, in vitro modellként hasznalatos, mellékvesevel6bdl szarmazo feokromacitdma
(PC) sejtvonalt, PC12 sejtekben szintén bizonyitast nyert a PACAP neuroprotektiv hatasa
B-amyloid altal indukalt citotoxicitas esetén. A PACAP megemelte a t0léld sejtek szamat,
valamint javitotta a neurit novekedés mértékét is, alatimasztva ezzel pozitiv hatasat
(Onoue ¢és mtsai.,, 2002). Ismert, hogy az anisomicin a transzlacié gatlasaval ¢és
szignaltranszdukciés Utvonalak szabalyozasdval képes megakadalyozni a sejtek
azonban képes volt megakadalyozni ezen agens, differencialodo sejtekre gyakorolt negativ
hatasat a fejlodé retina NBL rétegében (Silveira €s mtsai.,, 2002). Patkany agykérgi
sejtkulturakban a PACAP kivédte a glutamat indukalta neuronalis sejthalalt, a peptid
jelenlétében a taléld sejtek szama megemelkedett a kezeletlen mintdkban mértekhez képest
(Morio és mtsai., 1996). A PACAP retinalis ganglion sejtkultardkban, valamint
intravitrealis (i.v) injekcidjat kovetden is képes volt a sejtek €letképességét megndvelni,
ugyanezen toxicitas esetén (Shoge és mtsai., 1999; Tamas és mtsai., 2004).

A PACAP az ischémia altal indukalt neurodegeneracioban is hatdsosnak bizonyult,
intracerebroventrikularisan és intravénasan alkalmazva, tartos kozép cerebralis artéria
elkotés esetén (permanent middle cerebral artery occlusion; PMCAO) nagymértékben
csokkentette az infarktus kiterjedését, in vivo (Uchida és mtsai., 1996). Traumatikus agyi

sériilés patkany modelljeiben a PACAP képes volt csokkenteni az axonalis sériilés, az
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apoptozis €és az agyi 6déma mértékét (Kovesdi és mtsai.,, 2008; Mao és mtsai., 2012).
Parkinson-korban szintén hatasosnak mutatkozott, tobbek kozott azaltal, hogy redukalta a

dopaminerg neurodegeneracié mértékét a substantia nigraban (Reglédi és mtsai., 2004).

2.5.2. A PACAP fejlodésre gyakorolt hatasa

Korabbi tanulmanyok bizonyitjdk, hogy a PACAP gén nagymértékben
expresszalodik a kozponti idegrendszer fejloddése soran (Masuo €s mtsai., 1994; Tatsuno és
mtsai., 1994). A neuropeptidet mRNS szinten mar az embrionalis fejlddés korai
szakaszaban, E13 napon detektdlni tudtadk patkany kortexben, hipokampuszban és a
hipotalamuszban is (Skoglosa és mtsai.,, 1999). A cerebellum Purkinje sejtjeiben a
sejtproliferacid intenziv szakaszéban, vagyis a sziiletést kovetd elsé héten lehetett PACAP
expressziot detektalni (Nielsen és mtsai., 1998). Ezekbdl az eredményekbdl arra
kovetkeztettek, hogy a PACAP neurotrofikus faktorként funkcional a kozponti
idegrendszer fejlddésében.

Mas eredmények a neuropeptid és receptorainak jelenlétét szintén az embrionalis
iddszakban, az E15-16 napon mutattdk ki a szimpatikus neuroblasztokban, ahol is a
receptor aktivacidja kiillonbozé hatasokat indukalt: megndvelte a prekurzorok mitotikus
aktivitdsat ¢és a neuroblasztok tulélési képességét, valamint stimulalta a neuritok
novekedését (Lu és mtsai., 1996). Szintén bizonyitott hatasa a PACAP-nak, hogy a fejlédés
¢és DiCicco-Bloom, 1997) és stimulalja a fejletlen kisagyi granularis sejtek talélését
(Vaudry és mtsai., 1999).

Borba és mtsai. (2005) kimutattak, hogy a PACAP képes megemelni a tirozin-
hidroxilaz expresszidjat a retindlis dopaminerg sejtkultirdkban, ezaltal befolyasolva a
katekolamin szintézis enzimeinek mennyiségét. Tehat a PACAP a fejl6d6 idegrendszerben

..........

faktorként is hatni a neurokémiai fenotipusok meghatarozasaban.

2.6. PACAP receptorok és receptorokhoz kapcsolt szignaltranszdukcios
utvonalak

A PACAP harom kiilonb6z6 receptoron: a PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptorokon

keresztiil fejti ki hatasat, melyek mindegyike a G protein-kapcsolt receptorok csaladjaba
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tartozik. A PAC1 receptor szdzszor nagyobb affinitassal koti a PACAP-ot, mint a VIP-et,
mig a VPACI1 és VPAC2 forma azonos affinitast mutat a két peptiddel szemben (Gottschall
és mtsai., 1990). A receptorok azonos jellegzetessége a hét transzmembran domén,
valamint az intracellularisan elhelyezkedd C- és extracellularis N-terminalis szekvenciak.
Az alternativ splicing eredmények alapjan a PACL receptornak husz izoformajat tudjuk
elkiiloniteni gerincesekben, melyekbdl 16 csak az emldsokben, 11 pedig patkanyban is
elé6fordul. A beazonositott izoformak koziil fontos megemliteni a short, very short, null,
hip, hopl, hop2, hiphopl ¢és hiphop2 variansokat, melyek eltérd ligand-koto szelektivitassal
¢és szignal mechanizmussal rendelkeznek (Blechman és Levkowitz, 2013). A short forma
21-, mig a very short a receptor extracellularis N-terminalis doménjét érintd, 57 aminosavat
tartalmazé lanc kiesése soran jon létre (Pantaloni és mtsai., 1996; Dautzenberg és mtsai.,
1999). A PACI receptor tovabbi splice variansait a harmadik intracellularis hurokba
beépiild, kiilonboz6 aminosav kazettak alapjan tudjuk elkiiloniteni (4. abra). Ezen hat splice
varians koziil a null, a hopl és a hop2 mind az AC, mind a foszfolipaz-C (PLC), mig a hip
izoforma inkabb az AC ttvonalat aktivalja (5. abra). A két kazetta kombinacidja alapjan
1étrejové hiphopl és hiphop2 izoformdk intermedier fenotipust képeznek (Dickson és

Finlayson, 2009; Blechman és Levkowitz, 2013).

EC
q“ RARARRS 4 A ) 1 4 | INRRRAR Rp
Q' p 888884 8 a8 " s 38 JuB8888y P
\J 4,
® -4
& IC
Hip: + 28 aap —1 u
Hop1: +28 aa =
Hop2: + 27 aa W Very short: - 57 aa (21 + 36) ZZRY
Hiphop1: + 56 aa I Short: - 21 aa
Hiphop2: + 55 aa el o

4. abra: PACI receptor és splice variansainak szerkezete (Dickson és Finlayson, 2009).
EC: extracellularis tér; IC: intracellularis tér.
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A kiilonb6zé PACAP receptorok szervezeten beliili eloszlasa nagyon valtozatos. A
PACI1 receptorok elsGsorban a gerincvelében, az adenohipofizisben, a hipotalamikus
teriileteken, a mellékveseveloben, endokrin mirigyekben, valamint a retindban mutathatok
Ki (Vaudry és mtsai., 2000). VPAC1 és VPAC2 receptorokat detektaltak a kortexben,
hipokampuszban, hipotalamuszban, a hasnyalmirigyben és a retinaban is (Vaudry és mtsai.,
2009; Lakk és mtsai., 2012).

Az AC szignaltranszdukcios utvonal soran a specifikus receptor aktivacioja a
ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) termel6dését valtja ki. A cAMP a protein-kinaz A
(PKA) enzimeken keresztiil, kdzvetetten indukalja az extracellularis szignal-regulalt kinaz
(ERK), valamint a cCAMP-fiiggé DNS valaszelemet koto fehérjék (CREB) foszforilaciojat.
Ezen molekuldk a sejtmagba jutva génexpresszios valtozasokat inditanak el (Vaudry és
mtsai., 2000) (5. abra).

A masik utvonal esetében a GQq proteinhez kapcsolt PLC enzim a foszfoinozitol-4,5-
biszfoszfatot hasitja diacilglicerolra (DAG) ¢és inozitol-1,4,5-triszfoszfatra (IP3). A
keletkez6 DAG protein-kinaz C (PKC) aktivalasan keresztiil hat, mig az IP; az
intracellularis Ca®" -raktarakbol 1évé Ca?* felszabadulasat idézi eld (Cavallaro és mtsai.,

1995) (5. abra).

" PACAP \
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5. abra: PACAP altal aktivalt szignaltranszdukcios ttvonalak (Vaudry és mtsai., 2000).
15



2.7. Az L-glutamat szerepe a retina fiziologiajaban

Kutatasi eredmények bizonyitjak az serkentd neurotranszmitterként funkcionald L-
glutamat és receptorainak retindban vald expresszidjat. Az L-glutamat jelen van a
fotoreceptorokban, a bipolaris- és ganglionsejtekben (Davanger és mtsai.,, 1994).
Receptorai feloszthatok egy nem szelektiv kation csatorndt tartalmazd ionotrép és G
proteinhez kapcsolt metabotrop osztalyra. Az ionotrép glutamat receptorok egy nem
szelektiv kation csatorndt tartalmaznak és tovabb csoportosithatok az agonistajuk
szelektivitasa alapjan, NMDA és nem-NMDA [kainsav (KA) és a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-izoxazolepropion sav (AMPA)] receptorokra (Thoreson és Witkovsky, 1999). A
metabotrop csoport a G-proteinekkel valé kapcsolédas, valamint az  eltérd
szignaltranszdukcids utvonalak aktivalasa révén oszthatd tovabb (Thoreson és Witkovsky,
1999). Egyik csoportja (mGluis) a G¢/Gi1 fehérjén keresztiil képes elinditani a PLC
utvonalat, mig masodik (mGluy3) és a harmadik csoport (mGluse7s) a Gi/G, proteinnel
valo kozvetlen kapcsolat révén gatolja az AC aktivitast (Prezeau és mtsai., 1992; Thoreson
és Witkovsky, 1999). A receptorok széles skalajanak koszonhetéen az L-glutamat szamos
hatast fejt ki a posztszinaptikus neuronokon.

Habar az L-glutamat fontos szerepet jatszik a retina és a kozponti latérendszer
normdlis fiziologiai folyamataiban, szdmos betegségben, mint a glaukomaban,
ischémiaban, traumatikus sériilésekben és cukorbetegségben is az L-glutamat emelkedett
szintjét detektaltak (Dreyer és mtsai., 1996; Mawrin és mtsai., 2003; Diederen és mtsai.,
2006; Pulido és mtsai., 2007). Az L-glutamat viszonylag alacsony koncentracioban képes
excitotoxikus sejthalalt indukalni (Otori és mtsai., 1998), melynek kovetkeztében az L-
glutamatot vagy natriumsojat (natriumglutamat; MSG) széles korben hasznaljak fizioldgiai
modellekben, annak érdekében, hogy az endogén L-glutamat lehetséges toxikus hatasait
felerdsitsék és vizsgaljak. Bizonyitott, hogy az L-glutamat szint emelkedése apoptozis
aktivaciojahoz vezet (Sucher és mtsai., 1997; Chen és mtsai., 2001), melyet a sejtmembran
szerkezetének megvaltozasa, a DNS fragmentacidja és a sejt zsugorodasa Kkisér
(Rogalinska, 2002).

A Kkisérleti adatok nagy része in vitro tanulmanyokbol szarmazik (Chen és mtsai.,
2001; Lee és mtsai., 2009; Swartz és mtsai., 2013), melynek legfébb oka, hogy az L-
glutamat feln6tt allatokban nem képes athatolni a vér-retina gaton (Tomi és mtsai., 2005).

Bar az in vitro modellek joval kutatottabbak, mint az in vivo-k, mégis az utobbiak joval
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lényegesebbek az L-glutamat biologiai hatasainak feltérképezésében. Ennek a
problémanak a kikiiszobolésére hoztak létre egy olyan in vivo modellt, mely 0jsziilott
allatokban tudja vizsgalni az L-glutamat neurodegenerativ hatasait (Dénes és mtsai., 2011).
Ebben a modellben bizonysagot nyert, hogy a neurodegenerativ folyamat intrinszik
utvonalaban mind az iniciator (caspase-9 ¢és -12), mind az effektor (caspase-3,-6 és -7)

caspase enzimek aktivacioja bekovetkezik (Dénes és mtsai., 2011).
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3. Problémafelvetés és célkitiizések

A Bevezetésben ismertetett Osszefiiggések alapjan kutatdsi munkdmban a kovetkezd

kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Jol definidlt az irodalomban a PACAP MSG indukalta retinalis degeneraciokban
érvényesiild neuroprotektiv €és anti-apoptotikus hatasa in vivo (Tamas és mtsai., 2004).
Azonban ezen excitotoxicitas  kivédését  biztosito, PACAP  altal  aktivalt
szignéltranszdukcids utvonalak azonositdsa neonatalis patkdny retindban tisztazasra var.
Ezért a kisérletek sordn szerettik volna azonositani a PACAP neuroprotektiv
hatdsmechanizmusanak subcellularis folyamatait MSG indukdlta sejthaldl esetén,

neonatalis patkdny retindban:

a. a PACAP1-38 anti-apoptotikus hatasaban érintett enzimek (caspase-3 és -9,
PKA) mennyiségi valtozasanak vizsgalata szubkutan (s.c) MSG, valamint
intravitrealis (i.v) AC, PLC blokkol6 és PACAP1-38 egyiittes beadasaval.

2. Tobb tanulmény is sziiletett a PACAP receptorok és a PACI receptor izoformak
eléfordulasarol embrionalis és felnott gerinces modellekben in vitro és in vivo (Lu és
mtsai., 1998; Ajpru és mtsai.,, 2002; Njaine és mtsai.,, 2010). Mindezek ellenére a
posztnatalis fejlddés sordn megjelend Osszes receptortipus leirdsa patkany retindban,
valamint ezek expresszidos szintjeiben bekdvetkezd valtozasok pontos mennyiségi
meghatarozasa hianyos. Ezért a kisérletek ezen csoportjaban célul tiiztiik ki a patkany
retindban expresszalodo PACAP receptorok azonositasat és expressziojuk mennyiségi
valtozasainak meghatarozasat a posztnatalis fejlodés soran, valamint a PACL receptorok

korai, posztnatalis retinafejlédésben betdltott szerepének vizsgalatat:

a. PACAP receptorok és PAC1 splice varidnsok génexpresszids mintdzatanak
vizsgalata kiilonb6z6 posztnatalis fejlodési stadiumokban (PO, P1, P3, PS5, P10,
P15, P20),

b. az expresszalddo receptor izoformak fehérjeszintli megjelenésének vizsgalata.

18



3. Szintén bizonyitott a PACAP sejtproliferaciora, sejtdifferenciaciora, sejtnovekedésre és
neuronalis talélésre gyakorolt pozitiv hatasa (Scharf és mtsai., 2008). Azonban az eddigi
vizsgalatok nem terjedtek ki azon gének azonositasara, expresszidjuk valtozasanak
vizsgalatara az emlds retinaban, melyek a PACAP hatdsok kialakitasaban szerepet
jatszanak. Ezért a vizsgalatok utols6 csoportjaban az i.v PACAP1-38 kezelés egészséges,

ujsziilott patkany retinara gyakorolt hatasat kivantuk megfigyelni:

a. expresszios valtozast mutatd gének azonositasa 6ssejt PCR array hasznalataval,

b. a fobb génutvonalak meghatarozasa a mar azonositott gének segitségével és a
PCR array eredményének pontositasa tovabbi gének vizsgalataval, valamint
azok expresszids mintazatanak leirasaval,

c. a PACAP1-38 altal kivaltott génexpresszios valtozasok fehérjeszinten torténd
megerdsitése,

d. a retina struktirajaban, valamint a retinalis sejtpopulaciokban, PACAP kezelés

hatasara bekovetkezd valtozasok detektalasa PO-P5 fejlodési stddiumban.
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4. Anyagok és modszerek

4.1, Kisérleti allatok

A kisérletekhez kiilonb6z6 korti, mindkét nembdl szarmaz6, albind Wistar patkanyokat
hasznaltunk. Az éallatok tartdsa és kisérleti eljarasokba valo részvétele a Pécsi
Tudoményegyetem Allatetikai Bizottsaga 4ltal engedélyezett (BA02/2000-6/2006).
Altatasuk soran minden esetben Forane-t (Abbott Laboratories) hasznaltunk, vagy 50
mg/ml tiopentalt (Abbott Laboratories) injektaltunk intraperitoneélisan (i.p) az allatok

hastiregébe. Az éllatok dekapitaldsa altatott allapotban tortént.

4.2. Génexpresszios vizsgalatok

4.2.1. Allatok kezelése/Szovetpreparalas

A génexpresszios vizsgalatokhoz jsziilott (P0), valamint P1, P3, P5, P10, P15 ¢és P20
napos patkanyokat hasznaltunk. Az expresszalédd6 PACAP receptorok ¢s PACI splice
variansok meghatarozasahoz kezeletlen retinakat tavolitottunk el az allatokbol.

A PACAP1-38 kezelés hatasanak megfigyelése soran az allatok egyik csoportjaba
szemenként i.v 2.5 ul 0.2 pg/ul (100 pmol), fizioldgias sdoldatban oldott PACAP1-38-at
(SZTE-AOK, Orvosi Vegytani Intézet, Szeged) injektaltunk, mig a kontroll csoport
egyidejiileg ugyanakkora mennyiségii 0.9 %-0s fiziologias sdoldatot kapott. A szemeket 3,
6, valamint 12 oraval a kezeléseket kovetden tavolitottuk el, a retinakat dietilén-
pirokarbonattal (DEPC) RNaz-mentesitett foszfat pufferelt sdoldatba (PBS) kiilonitettiik el
a szemserleg tobbi részétdl. A szoveteket szarazjégen fagyasztottuk, majd felhasznalasig -

80 °C-on taroltuk.

4.2.2. RNS extrakcio

A teljes RNS kinyerését RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) segitségével végeztiik, mely
egyben alkalmas volt a genomikus DNS eltavolitasara is. Az igy nyert mintdk RNS
Wilmington, DE, illetve Eppendorf Biophotometer plus) mértiikk meg 260 nm-en. A
fehérjeszennyezés megallapitdsdhoz az abszorbanciat 280 nm-en is meghataroztuk. A
260/280 arany minden esetben magasabb volt, mint 1.8, tehat a mintak fehérjementesnek

voltak tekinthetok.
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4.2.3. Reverz transzkripcié (RT)

A teljes RNS frakcio 2 pg-jat hasznaltuk fel mintanként. A reakciokhoz 5x RT puffert
(Thermo Scientific), 5 uM oligodT-t (Thermo Scientific), 0,1M ditiotreitolt (DTT) (Sigma
Aldrich), 25 mM dNTP-t (Thermo Scientific), 50 unit/ul H Revert Aid reverz
transzkriptazt (Thermo Scientific), valamint a megfeleld végtérfogat eléréséhez sziikséges
RN4z mentes desztillalt vizet (Thermo Scientific) mértiink 6ssze. A reverz transzkripcio

folyamatat a 2. tdblazat ismerteti.

2. tablazat: A reverz transzKripcio6 lépései.

Homérséklet (°C) 65 25 37 42 82
Id6tartam (min) 5 10 10 50 3

4.2.4. Polimeraz lancreakciéo (PCR)

A PCR specifitasanak novelése érdekében touchdown-PCR-t alkalmaztunk, melynek
lényege, hogy a kezdeti hdmérsékletet 3-5 °C-kal T, felettire allitjuk be, majd a ciklusok
soran fokozatosan csokkentjiik (Tm-mel megegyez6, vagy annal alacsonyabb homérséklet),
igy biztositva a pontatlan bekotddések kivédését. Az amplifikacid soran a 25 pl-es
reakcidelegyekbe 4 ul cDNS-t, 50 nM forward primert, 50 nM reverz primert és megfeleld
mennyiségii Maxima Hot Start PCR Master Mix-et (Fermentas) mértiink 6ssze. A PCR
program pontos 1épéseit a 3. tablazatban tiintettiik fel. A felamplifikalt mintakat 1.5%-o0s,

etidium-bromidot tartalmaz6 agar6z gélben futtattuk meg.

3. tablazat: A touchdown-PCR program lépései.

Hémérséklet (°C) 95 94 60 72 94 55 72 72
Id6tartam 10min | 20sec | 30sec | 20sec | 20sec | 30sec | 20sec | 3 min
Ciklusszam 1 5 (-0,5 °C/ ciklus) 40 1

A 4. tablazatban feltiintetett primereket hasznaltuk a PCR reakciokhoz. A splice varians
fiiggetlen PAC1 primereket a Poli(A) farok kozelébe, a 3’ nem kodold teriiletre terveztiik,
mig a PAC1 receptor izoforma primerek a splice varians specifikus exonokra és exon

hatarokra lettek tervezve.
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4. tablazat: PAC1 receptor és splice variansainak primer szekvencidja.

Név Forward primer (5’-3’) Reverz primer (5°-3’)

PAC1 CTTCCAGGGCTTTGTGGTGG TGCTCTTGCTCAGGATGGA

Null GGGACACCTACTGTGTGTGTAA GGCCAGCCGTAAGTAGATGC

Hip GCATTCACCCCCTTTCCTACG CCTCCCCATTCAGGAAGCAG

Hop1 CGAGTCCAGCATCTACTTCAGC CACAAGTCTTTCCCTCTTGCTGACG
Hop2 CGAGTCCAGCATCTACTTC AACACAAGTCTTTCCCTCTTGC
Hiphopl | CAACGAGTCCAGCATCTACTTCTG | CACAAGTCTTTCCCTCTTGCTGACG
Hiphop2 | GCATTCACCCCCTTTCCTCTG CACAAGTCTTTCCCTCTTGCTGACG
RPL13a CCAGAGGTTTTGGGGTCAGAA GCAGTTGCAGACAAACTGGAGG

4.2.5. Ossejt PCR array futtatisa

A futtatisokhoz 96 csoves patkany Stem cell (Ossejt) RT2 profiler TM PCR array
(Qiagen) lemezeket hasznaltunk. A PCR array zsebeibe a 3, valamint a 6 oras kezelésekbol
szarmazd cDNS-t tartalmazo SYBR Green PCR reakcidelegyeket juttattunk. A
reakcioelegyek végtérfogata 25 ul volt. Osszetétele: 4 ul ¢cDNS minta, 8.5 ul RN4z mentes
desztillalt viz (Thermo Scientific) és 12.5 pul 2x SYBR Green Master Mix (Thermo
Scientific). A futtatasokat StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems) géppel
végeztiik. A PCR program lépéseit az 5. tablazat ismerteti.

5. tablazat: A PCR program lépései.

Homérséklet (°C) 95 95 60 72
Id6tartam 3 min 15 sec 1 min 3 min
Ciklusok szama 1 40 1

Az eredmények kiértékelését AACT alapli program segitségével végeztiik
(http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php). Minden esetben a kontroll
egyedekben mért expresszids szinthez viszonyitottunk.

Az altalunk hasznalt array a 6. tablazatban feltlintetett gének vizsgalatara volt alkalmas.
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6. tablazat: Ossejt PCR array-ben megtalilhaté gének sora.

Ossejt specifikus markerek

Gének roviditése

Sejtciklus regulatorok

Apc, Axinl, Ccna2, Ccndl, Ccnd2, Ccnel,
Cdk1, Cdc42, Ep300, Fgfl, Fgf2, Fgf3, Fgf4,
Myc, Notch2, Pard6a, Rb1

Kromoszéma és kromatin modulatorok

Kat2a, Hdacl, Hdac2, Myst1, Myst2, Rb1, Tert

Szimmetrikus/aszimmetrikus  sejtosztodast
regulalé gének

Dhh, Ihh, Notch1, Notch2, Numb, Pard6a

Ossejtmegujitast jelz6 markerek

Hspa9, Mystl, Myst2, Neurog2, Sox2

Citokinek és novekedési faktorok

Bmpl, Bmp2, Bmp3, Cxcl12, Fgfl, Fgf2, Fgf3,
Fgf4, Igfl, Jagl, LOC306312 (Gdf2), Gdf3
(Gdf3)

Sejtkommunikaciot szolgalé gének

Dhh, DIIL, Gjal, Gjbl, Jagl

Sejtadhézios gének

Acan, Apc, Bglap, Cd4, Cd44, Cdhl, Cdh2,
Catnal (Ctnnal), Cxcl12, Ncaml

Metabolikus markerek

Abcg2, Aldhlal, Aldh2, Fgfrl

Ossejt differenciacios markerek

Embrionalis sejtvonal markerek

Actcl, Ascl2, Foxa2,
Myod1, Pdx1 (Ipfl), T

Isll, Krtl5, Msxl,

Hematopoetikus sejtvonal markerek

Cd19, Cd3d, Cd3e, Cd4, Cd8a, Cd8b, Mme

Mezenhimalis sejtvonal markerek

Acan, Alpi, Bglap, Collal, Col2al, Col9al,
Pparg

Neuralis sejtvonal markerek

Cd44, Ncaml, Sigmarl, S100b, Tubb3

Fontosabb szignal atvonalak

Notch utvonal

DII1, DII3, Dtx2, Dvll, Ep300, Kat2a, Hdacl,
Hdac2, Jagl, Notchl, Notch2, Numb

‘Wnt utvonal

Adar, Apc, Axinl, Btrc, Ccndl, Fzdl, Myc,
Ppard, Wntl

4.2.6. Kvantitativ real-time PCR (RT-PCR)

a., PACAP receptorok és PACI izoformadk meghatarozasa

Az el6zOekben emlitettek alapjan a kisérletekben nativ, kezeletlen, kiilonbo6z6 életkora (PO,

P1, P3, P5, P10, P15 és P20) egyedekbdl szarmaz6é cDNS mintakat hasznaltunk fel. A 25

ul végtérfogath reakcioelegyek 4 ul cDNS-t, 5 uM forward primert, 5 pM reverz primert,
12.5 pul SYBR Green PCR Master Mix-et (Thermo Scientific) és a végtérfogat elérése

érdekében RN4z mentes desztillalt vizet tartalmaztak. Minden mintat triplikdtumként

futtattunk. Az RT-PCR program 1épéseit a 7. tablazat ismerteti. Minden esetben a PO

mintakban mért génexpresszios szintek szolgaltak kontrollként. A fluoreszcens szignalok

normalizacidja érdekében, endogén kontrollként RPL13a-t hasznaltunk.
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7. tablazat: Az RT-PCR program lépései.

Hémérséklet (°C) 95 95 57-60 72
Id6tartam 10 min 15 sec 20 sec 20 sec
Ciklusok szama 1 50

b., PACAP kezelés hatasa a génexpressziora

A vizsgalatokhoz a P1 életkort, 3, 6, valamint 12 o6ras, 2.5 ul 0.2 pg/ul (100 pmol)
PACAP1-38 kezeléseket kapott allatokbdl szarmazé cDNS-ket hasznaltuk. Az
eredmények pontosabba tétele érdekében a reakcidelegyeket triplikatumokban futtattuk. A
20 pl végtérfogatu reakcioelegyek 3 pl ¢cDNS-t, 5 uM forward primert, 5 uM reverz
primert, 10 ul SYBR Green PCR Master Mix-et (Thermo Scientific), valamint a megfelel6
végtérfogat eclérése érdekében RNaz mentes desztillalt vizet (Thermo Scientific)
tartalmaztak. Az RT-PCR program Iépéseit a 8. tablazat ismerteti. A kezelt allatok szama
legalabb 4 volt. Az eredmények értékelésénél minden esetben a kontroll egyedekben mért
expresszios szinthez viszonyitottunk. A fluoreszcens szignalok normalizacidja érdekében,
endogén kontrollként roboszomalis protein L13a-t (RPL13a), valamint laktat-

dehidrogenazt (LacD) hasznaltunk.

8. tablazat: Az RT-PCR program lépései.

Hémérséklet (°C) 95 95 57-60 72
Id6tartam 10 min 15 sec 20 sec 20 sec
Ciklusok szama 1 50

A PCR arrayben valtozast mutatd gének kiegészitett sorat, génspecifikus primereikkel

egylitt feltiintetve a 9. tablazatban foglaltuk 6ssze.

4.2.7. Kiértékelés

Az eredmények kiértékeléséhez a StepOnePlus PCR rendszerhez mellékelt StepOne
szoftvert (Applied Biosystems) hasznaltuk. Mivel az endogén kontroll (RPL13a, LacD) és
a mintagének erdsitési hatékonysaga (amplification efficiency) kozel azonos volt, a AACT
modszer segitségével hataroztuk meg a kontroll mintakhoz képest bekdvetkezd expresszios
valtozasokat. Ebbol a relativ kvantifikaciobol az kovetkezik, hogy a diagrammokon
abrazolt expresszios valtozas értéke csak azt mutatja meg szamunkra, hogy egy génnek az
MRNS szintje a kontroll egyedhez képest hanyszorosira nétt vagy hanyad részére

csokkent. Az expresszids valtozasok statisztikai analizisét fiiggetlen mintak T probajaval
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végeztilk el. Amennyiben a statisztikai analizis soran annak valdsziniisége (p), hogy az

Osszehasonlitandd eredmények atlaga azonos, kisebbnek bizonyult, mint 0.05 (5%), az

atlagok kiilonbségét szignifikansnak tekintettiik.

9. tablazat: Forward és reverse primerek szekvenciaja.

Efim;:i Szekvencia (5°-3°) plr?ii\::rrgk Szekvencia (5°-3)
R_Acan_F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R_Acan_R TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Btrc_F TTGATGACAAGTACATCGTTTCTG | R_Btrc_R CAGGTACTTGTGTTCCACACCT
R_Cd44_F GGTGGTTTCGACACTGTGACT R_Cd44 R CCACTGTCTTGATTCCCACTT
R_Dhh_F ACCGCCTGATGACAGAGC R_Dhh_R GCCTTCGTAGTGCAGTGAGTC
R_Fgfl F GCAAGGTTTTGGTGCTTACC R_Fgfl R TCGATGGTGCGTTCAAGAC
R Fgf2 F TCTTCCTGCGCATCCATC R _Fgf2 R GCTTGGAGCTGTAGTTTGACG
R_Fgf4 F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R_Fgf4 R TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Fgf8_F CAGGTCCTGGCCAACAAG R_Fgfg8 R GTATCGGTCTCCACAATGAGC
R_Fgf9 _F CGGTACTATCCAGGGAACCA R_Fgf9 R CAGGCCCACTGCTATACTGAT
R_Gjal_F AGCCTGAACTCTCATTTTTCCTT |R_Gjal_R CCATGTCTGGGCACCTCT
R_Gjbl F GAGAAGAGCGACCGATGC R_Gjbl R GTGAGGGAGGGGTTGGAT
R_Bmp4_F CGGGCTTGAGTACCCTGAG R_Bmp4_R TGGGATGTTCTCCAGATGTTC
R Bmp9 F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R Bmp9 R TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Msx1_F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R_Msx1 R TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Mashl F |CTGGGAATGGACTTTGGAAG R_Mashl R |TGACGTCGTTGTCAAGAAACA
R_Math5 F | TGGGTTCACACCAAGAGTCC R_Math5 R | TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_NeuroD1_F | GCAGAAGGCAAGGTGTCC R_NeuroD1 R | TTTGGTCATGTTTCCACTTCC
R_Neurogl F |CTCGGGGAGCACCCTTAC R_Neurogl R | CAGGTATCCCTCCCCTCTTTA
R_Nanog_F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R _Nanog R |TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Oct4_F CCTGCAGCAGATCACTAGCAT R_Oct4 R CACTCGAACCACATCCCTCT
R_DIx1_F GGGACTCACACAGACTCAGGT R_DIx1 R CCTTGCTTCATCAGCTTCTTG
R_DIx2_F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R_DIx2_R TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Chx10_F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R _Chxl10 R |TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Pax6_F GCCCTCACCAACACGTACA R_Pax6_R AGGTCTGACTGGGGACTGG
R_Otx2_F GGTATGGACTTGCTGCATCC R_Otx2_R AGTTGTGCCCTCGTGAAAGT
R_Gdf3_F CCAAGCTGTCTCCAATCTCC R_Gdf3_R TCTACCCACACCCACACTCA
RTF ACCTGCAGTAGTGATGCCA RTR GGACCCTAGGCAAAGGACTC
R_Wntl_F CACCCTCATCCCAACTCACT R_Wntl_R ATAGCTACAGCGGCAGGAGA
R_Skpl F CGCCTGAGGAGATTCGTAAA R_Skpl R CACACCACTGGTTCTCTTTGC
R_L1ICAM_F |CCCATGAAAGACGAGACCTT R_LICAM R | TGCCTAGGGGTTTGATGTCT
R _RPL13a F |CTCATGAGGTCGGGTGGAAGTA R _RPL13a R |TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_LacD _F CACCCTCACCAAACATGCCTA R LacD R CACTTGAGTGGTTGGTTCCATCA
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4.3. Fehérjék mennyiségi valtozasainak analizise

4.3.1. Allatok kezelése/Szovetpreparalas

a., A PACI receptor protein szintii meghatdrozasa:
Az elézbéekben emlitettek alapjan a kisérletekben nativ, kezeletlen, kiilonb6z6 életkoru (P1,

P3, P5, P10, P15 és P20) egyedeket hasznaltunk.

b., A PAC1l receptorhoz kapcsolodo, lehetséges szignatranszdukcios —utvonalak
feltérképezése:

A kisérletek ezen csoportjat P1 kort albind Wistar patkanyokon végeztiik. Az allatok egyik
csoportja a neurodegeneracié indukalasa érdekében s.c 2 mg/ttg MSG-t kapott fiziologias
sooldatban oldva, mig a kontroll csoport egyedeibe ugyanakkora mennyiségii 0.9%-0s
fiziologias sooldatot injektaltunk. Ezzel egy idében a kisérleti allatok szemenként, i.v,
fiziologias sooldatban oldott: 2.5 ul 0.2 pg/ul (100 pmol) PACAP1-38-at, 20 ¢és 100 nmol
AC inhibitorként ismert 2’,4’-dideoxi-adenozint (DDA, Enzo Life Science), 5 és 10 pmol
foszfatidilkolin-specifikus PLC inhibitort (D609CAS, Merck-Millipore), valamint DMSO-
ban oldott: 5 és 10 nmol foszfatidilinozitol-specifikus PLC inhibitort (Et-18-OCHg, Sigma
Aldrich) kaptak kiillonb6z6 kombinaciokban. A retindkat 3 és 6 oraval a kezeléseket

kovetden tavolitottuk el.

c., A génexpresszios valtozasok vizsgdlata fehérje szinten:

A kisérletek soran P1 kort albind Wistar patkdnyok hasznaltunk. A kezelések sordn az
allatok egyik csoportjanal i.v 2.5 ul 0.2 pg/ul (100 pmol) PACAP-ot injektaltunk
szemenként, mig a kontroll allatok ugyanekkora térfogati 0.9%-os fizioldgias sooldatot
kaptak. A kezeléseket kovetd 12. és 24. ora elteltével tavolitottuk el a retinakat.
Mindharom esetben a Kkipreparalt retindkat azonnal széarazjégre helyeztik és a

felhasznalasukig - 80 °C-on taroltuk.

4.3.2. Western blott analizis

a., Protein kivonas:
A retinakat 150 ul hipotonias, vagy radioimmunprecipitacios assay (RIPA) lizispufferben 5

percig jégen homogenizaltuk, majd 10 percig jégen inkubaltuk. Ezt kovetden a mintdkat 30
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percig 13 000 rpm fordulatszamon centrifugaltuk, majd a feliiluszot elvalasztottuk a

szoveti Uledéktol.

b., Protein koncentrdcio meghatarozasa:

A mintdk protein koncentracidinak méréséhez BCA Protein Assay Kit-et (Thermo
Scientific) hasznaltunk. A technika a Cu®* ion Cu* ionna térténd redukcidjan alapszik. A
reakcid soran egy lila szinii termék képzddik, melynek abszorpcids maximuma 562 nm-€en
van. A spektrofotometrias méréseket Biophotometer plus (Eppendorf) miiszerrel hajtottuk

végre.

C., Minta elokészitése elektroforézishez:
A mintakat standardizaltuk, beallitva a koncentracidjukat 1 pg/ul-es értékre. A protein
mintdkhoz LDS mintapuffert és 500 mM DTT-t adtunk, majd 70 °C-on inkubaltuk 10

percig.

d., Elektroforézis:

A futtataishoz NUPAGE 4-12%-0s gradiens (Life Technology), illetve 10 vagy 12%-0s
poli-akril-amid gélt hasznaltunk. Az elektroforetikus tank belsé kompartmentjébe
antioxidanst tartalmaz6 3-morfolinopropanszulfid sav (MOPS) futtaté puffert toltottiink. A
g¢él zsebeibe 25-30 ug proteint juttattunk, majd az elektroforézis soran a mintak gélbe valod

teljes belépéséig 100 V, késobb pedig 180 V fesziiltséget alkalmaztunk.

e., Transzferdlas:

A miivelet soran a géllel megegyezd méretii polivinilidén difluorid (PVDF) membrant
(Perkin Elmer) hasznaltunk. A félszaraz transzferal6 késziilékbe (BioRad) valo behelyezés
elétt a filterpapirokb6l, a membranbol ¢és a gélbdl szendvicset készitettiink. Az

elektroforetikus transzferalast 25-30 percig, 120 mA-en végeztiik.

f., Immunblott:

A transzferalast kovetoen a membranokat szobahomérsékleten szaritottuk 1 6ran keresztiil,
majd blokkold oldatban 30 percig inkubaltuk, a nem specifikus kotOhelyek lekotése
érdekében. A membranokat a primer antitestet tartalmazé blokkold oldatban inkubaltuk
egy teljes éjszakan at, 4 °C-on. A normalizalashoz anti-B-tubulin (1:10 000, Sigma-
Aldrich), valamint anti-glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) (1:10 000,
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Sigma-Aldrich) antitestet alkalmaztunk. A western blott analizisek soran hasznalt primer

antitestek listajat a 10. tablazatban tiintettiik fel.

10. tablazat: A Western blott analizishez hasznalt primer anitestek.

Primer antitest Gazda Higitas Forgalmazo
anti-aktiv Caspase 3 | nyul 1:1000 Cell Signaling Technology
anti-aktiv Caspase 9 | nyul 1:1000 Cell Signaling Technology
anti-foszfo PKA nyul 1:1000 Cell Signaling Technology
anti-PAC1 nyul 1:3000 Pierce
anti-Bmp 4 egér 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
anti-Fgf 1 kecske 1:1000 R&D Systems
anti-wnt 1 egér 1:500 Cell Application
anti-DIx 2 egér 1:500 Santa Cruz Biotechnology
anti-Gdf 3 nyul 1:5000 Abcam
anti-Math 5 nyul 1:1000 Abcam
anti-Gjb 1 nyul 1:1000 Millipore

A membranok, TRIS-pufferelt sdoldat TWEEN-20-ban (TBST) torténé mosasat kovetden,
2 Oran at szobahémérsékleten anti-egér (1:10 000, Sigma Aldrich), anti-nyal (1:10 000,
Sigma Aldrich) ¢és anti-kecske (1:10 000, Sigma Aldrich) IgG torma-peroxidazzal
konjugalt antitesteket tartalmazo blokkold oldatban inkubaltuk.

0., Jeldetektalas és kiértékelés:
Az antitest-antigén kapcsolodas detektalasahoz Western Lightning Chemiluminescence
Plus reagenst (Perkin Elmer) hasznaltunk, melyekben a membranokat 60 sec-ig
eldinkubaltuk. Ezt kdvetden az el6hivast filmkazettaban végeztiik, mely soran Kodak X-
OMAT Blue Autoradiograph filmet (Sigma Aldrich) helyeztiink a membranokra, vagy
FluorChem Q Imaging rendszer (ProteinSimple) segitségével detektaltuk a
kemilumineszcens jelet.
végeztiik el. Az eredmények statisztikai elemzését egyutas ANOVA teszttel, mig a posthoc
analizist Dunett teszttel készitettiik. Amennyiben a statisztikai analizis soran annak
valoszinlisége (p), hogy az 0Osszehasonlitandd eredmények atlaga azonos, kisebbnek
bizonyult, mint 0.05 (5%), az atlagok kiilonbségét szignifikansnak tekintettiik.
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h., Western blott analizisek soran hasznalt oldatok:
RIPA puffer: 10 mM foszfat puffer pH 7.2, 1% NP-40, 1% Na-deoxikolat,
0.1%szodium-dodecil-szulfat (SDS), 0.15 M NaCl, 2 mM EDTA,
2 pg/ml aprotonin, 0.5 ug/ml leupeptin, 2 mM Na-vanadat, 20 mM Na-
fluorid, 0.5 mM DTT és 10 mM fenilmetilszulfonil fluorid (PMSF);
Hipotonias lizis puffer: 20 mM TRIS-HCI pH 7.8, 10 mM NaCl, 3 mM MgCly,
2 pg/ml aprotonin, 0.5 pg/ml leupeptin, 2 uM Na-vanadat,
20 uM Na-fluorid, 0.5 mM DTT, 10 mM PMSF;
20 x futtato puffer /torzsoldat/: 50 mM MOPS, 50 mM TRIS, 0.1% SDS,
1 mM EDTA, H;0;
20 x transzfer puffer /torzsoldat/: 25 mM Bicine, 25 mM TRIS, 1 mM EDTA, H;0;
TRIS-pufferelt sooldat TWEEN-20 (TBST): 20 mM TRIS /1 M-os/, 150 mM
NaCl /3 M-os/, 0.1% TWEEN-20;
Blokkolo oldat: 5% tejpor, 1% szarvasmarha szérum albumin (BSA), TBST.

4.4. cAMP mennyiségi meghatarozasa

4.4.1. Allatok kezelése/Szovetpreparalas

A kisérleteinket P1 kort albind Wistar patkanyokon végeztiik. Az allatok egyik csoportja a
neurodegeneracié indukalasa érdekében s.c 2 mg/ttg MSG-t kapott, mig a kontroll csoport
egyedeibe ugyanakkora mennyiségii 0.9%-os fizioldgias sdoldatot injektaltunk. Ezzel egy
idében a kisérleti allatok szemenként, i.v 2.5 ul 0.2 pg/ul (100 pmol) PACAP1-38-at,
fiziologias sooldatban oldott, 100 pmol adenilat-ciklaz aktivatort (forskolin, Merck), vagy
megegyez6 mennyiségli 0.9%-os fiziologias sooldatot kaptak. A retinakat 1, 2, 3, 4,

valamint 5 o6raval a kezeléseket kovetden tavolitottuk el.

4.4.2. Mintaelokészités

A szovetek homogenizalasat 150 pl 0.1 M HCI oldatban, fecskendd segitségével végeztiik
5 percig, majd tovabbi 10 percig szobahémérsékleten inkubaltunk. A mintakat 13 000 rpm
fordulatszamon, 30 percig centrifugaltuk, majd a feliilusz6t eltdvolitottuk a szoveti
tiledéktdl. A neutralizalas érdekében 15 ul 1 M NaOH-ot adtunk minden egyes mintdhoz.
A lizatumok teljes protein koncentracié meghatarozasat BCA™ Protein Assay Kit (Pierce)
segitségével hataroztuk meg. Ezt kdvetden a feliiluszokat a Calibrator Diluent RD5-55-¢l

(R&D Systems) higitottuk a kétszeres térfogatra.
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4.4.3. Assay procediira

A kisérletek soran Parameter™ Mouse/Rat kompetitiv CAMP immunassay-t hasznaltunk
(R&D Systems). A mintdk minden esetben duplikatumok formajaban keriiltek fel a
lemezre. A streptavidin altal bevont lemez minden zsebét moso pufferrel 3x kimostuk,
majd a nem specifikus kotd zsebek kivételével 50 ul biotinilalt primer antitestet juttattunk
a zsebekbe és 1 oran keresztiil, szobahomérsékleten inkubaltunk. Az ismételt mosast
kovetden 50 pl egér/patkany cAMP konjugatumot minden egyes zsebbe, valamint 100 pl
zero standard-et, a megfeleld higitasi cAMP standard-et €s a mintdkat a megfeleld
zsebekbe pipettaztuk. A két 6ras inkubaciot kovetéen a cAMP detektalas érdekében 100 ul
szubsztrat oldattal 30 percig tovabb inkubaltunk. A reakciokat 100 ul stop oldat
hozzaadasaval allitottuk meg. Az optikai denzitds meghatarozasat Labsystems Multiscan
RC Microplate Reader (Artisan Technology Group) segitségével, 450 nm-en végeztiik el.

A korrekcio 620 nm-en tortént.

4.4.4, Kiértékelés

A kiértékelés a 620 nm-en végzett korrekcios eredmények, valamint a standard sor
segitségével és a higitasi mérték figyelembevételével tortént. Az eredmények statisztikai
elemzését egyutas ANOVA teszttel, mig a posthoc analizist Dunett teszttel végeztiik el.
Amennyiben a statisztikai analizis sordn annak valdszinlisége (p), hogy az
Osszehasonlitando eredmények 4tlaga azonos, kisebbnek bizonyult, mint 0.05 (5%), az
atlagok kiilonbségét szignifikansnak tekintettik. A cAMP szintjét minden esetben

pmol/ml/mg protein egységre vonatkoztatva adtuk meg.

4.5. Morfologiai vizsgalatok

4.5.1. Allatok kezelése/Szovetpreparalas
A kisérleti allatok egyik szemébe i.v 2.5 pl 0.2 pg/ul (100 pmol) PACAP1-38-at, masik

szemébe megegyezd térfogati 0.9%-0s fiziologias sooldatot injektaltunk. A kezelést
kétszer ismételtiik meg, P1 és P3 korban. A szemek eltavolitasat P5 korban végeztiik el. A
preparalas sordn a szaruhdrtyat és a szemlencsét levalasztva szemserleget alakitottunk ki. A
félvékony metszetek készitéséhez a szemserlegeket 3 napon at, 4% paraformaldehidet
(PFA) és 1% glutar-aldehidet tartalmazo oldatban tartottuk. A teljes (whole-mount)
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preparatumok és a kriosztatos metszetek esetében a szoveteket 2, illetve 4%-0S PFA

oldatban 2 6ran at, szobahomérsékleten fixaltuk.

4.5.2. Félvékony metszetek készitése

A paraformaldehidbdl a mintakat kivéve 6tszor 10 percig mostuk PBS-ben (pH=7,2). A
viztelenités soran a szemserlegeket 15-15 perces 1épésekben 30-, 50-, 70- és 90%-0s, majd
haromszor 20 perces 100%-os felszallé alkoholsoron vittiik keresztiil. Az alkohol kioldasa
érdekében a mintakat propilén-oxidban (Sigma-Aldrich) kétszer 15 percet deritettiik, majd
3 oran keresztiil propilén-oxid - migyanta (Durcupan ACM, Sigma-Aldrich) 1:1
térfogataranyt elegyében inkubaltuk. A szemserlegek ezt kovetéen szobahémérsékleten,
egész ¢jszakira tiszta miigyantdba keriiltek. A kovetkezd napon a mintdkat friss
migyantaval feltoltott blokktartokba helyeztik és 56 °C-on, termosztatban hagytuk
polimerizalodni. A szemserlegek bedgyazasakor minden esetben az optikus ideg nézett a
metszési felszin felé. gy a metszetek szamabol nyomon tudtuk kovetni, hogy a retina
melyik teriiletét vizsgaljuk (centralis, periférids). A miigyantdba dgyazott mintdkbol MT-
7000 Ultramikrotom (RMC) segitségével 2-5 um vastagsagu metszeteket készitettiink. A
metszeteket 0.5% toluidinkékkel (pH=8.95) festettiik. Egy napos szaradast kovetéen DPX-
el (Sigma-Aldrich) fedtiik a targylemezeket.

Kiértékelés soran a metszeteket Mirax Desk szkennerrel (Carl Zeiss, Németorszag)
digitalizaltuk, mig az adatok kezelését a Panoramic viewer (3Dhistech) szoftver
segitségével végeztiik. A morfometriai mérések elvégzésekor mindig a centralis retindkat
hasonlitottuk &ssze a kontroll és a kezelt szemben. A centralis retina gyakorlati
meghatdrozasaban az Aaltalanos szabalyt vettiikk figyelembe, mely a vakfolttol mért
tavolsagként 1 mm-t definidl. Mérési felszineink ezt a tavolsdgot nem Iéptek tul.
Megmértiik a teljes retina vastagsagat (ez a kiilsé és belsd hatdrol6 membran tavolsagat
jelentette, OLM-ILM), az NBL vastagsagat, valamint az IPL vastagsagat (6. abra).
Tovabba meghataroztuk az IPL és az NBL teljes retina vastagsdghoz viszonyitott aranyat,
valamint a GCL rétegben a 100 pm szakaszra es6 sejtek szamat. Minden szem esetében
legalabb 15 metszeten végeztiik el a méréseket (a n. opticus kilépésétdl mindkét iranyba),
amelyek legaldbb 30 um tavolsagra estek egymastol, igy kikiiszobolve annak a lehetdségeét,
hogy kétszer is ugyanazon sejtet szamoljunk meg. A fiziologias sooldattal kezelt szem
esetében mért értékeket hasonlitottuk Ossze a 2x-es PACAP1-38-al kezelt szemben mért
adatokkal.
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A szignifikancia megallapitasat fiiggetlen mintak T-probajaval végeztiik el. Amennyiben a
statisztikai analizis soran annak valdsziniisége (p), hogy az 6sszehasonlitand6 eredmények
atlaga azonos, kisebbnek bizonyult, mint 0.05 (5%), az atlagok kiilonbségét
szignifikansnak tekintettiik.

TS g

6. abra: A félvékony metszeteken alkalmazott mérési paraméterek.
NBL: neuroblaszt réteg; OLM: kiils6 hatarolé membran; ILM: belsé hatarold6 membran; IPL: belsé rostos
réteg.

4.5.3. Immuncitokémia

a., Kriosztdtos metszetek készitése

A kriosztatos metszésekhez a szoveteket haromszor 10 percig mostuk PBS-ben, majd 10-,
20- és 30%-os felszallo szaharoz oldatsorban legalabb 1-1 orat inkubaltuk. Ezt kdvetden a
szemserlegeket O.C.T. compound mounting médiumba (VWR International) agyaztuk,
széarazjégen fagyasztottuk, majd a felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. A szoveteket kriosztat
segitségével, 10-12 um vastagsagu szeletekre vagtuk. A metszeteket krom-zselatinos

targylemezre vittiink fel, melyeket az immuncitokémia soran hasznaltunk fel.

b., Immuncitokémia specidlis sejtmarkerek alkalmazdasaval:
Az el6inkubalas, valamint permeabilizalas soran a metszeteket 0.3% Triton X-100-at

(VWR) tartalmaz6é PBS oldatban inkubaltuk 20 percig. Ezt kdvetéen a nem-specifikus
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kotohelyek blokkolasa érdekében a retina metszeteket 5%-os normal kecske szérumot és
1%-0s szarvasmarha szérum albumint (BSA) tartalmazé PBS-ben inkubaltuk (blokkold
oldat, ABS) 20 percig. A metszeteket egér anti-syntaxin-1 (anti-HPC-1; 1:2000), anti-
Calbindin (1:1000), valamint birka anti-Chx-10 (homeodomén transzkripcios faktor;
1:1000) antitestet tartalmaz6 blokkold oldatban inkubaltuk egy teljes ¢éjszakan at,
szobahOmérsékleten. Ezt kovetden a preparatumokat 6 x 5 percig PBS oldatban mostuk. A
metszeteket anti-egér-19G-448 (1:500) és anti-birka-1gG-557 (1:200) (Life Technologies)
szekunder antitestet tartalmazd6 ABS oldatban inkubaltuk 4-6 o6ran at. Majd a
preparatumokat ismét 6 x 5 percig PBS-ben mostuk.

A metszeteket 4’-6-diamidino-2-fenilindol-t (DAPI) tartalmazo ProLong Gold antifade
reagenssel (Invitrogen) fedtiik, majd Olympus FV-1000 konfokalis 1ézer szkenning

fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk.

C., Az immuncitokémia soran hasznalt oldatok:

Foszfat pufferelt fiziologias sdoldat (PBS): 0.05 M NaH,PO4(H20), 0.05 M Na;HPO,(12
H,0), 0.15 M NacCl, H,0;

Antitest higito oldat (ABS): 5% normal szérum, 1% BSA, 0.1/ 0.3% Triton X-100, PBS.

4.5.4. Whole-mount preparatum készitése

A fixalast kovetden a retindkat levalasztottuk a szemserleg tobbi részérdl, majd bevagtuk
és 6 x 5 percig mostuk PBS-ben. A viztelenités soran a szemserlegeket 10-10 perces
1épésekben 50-, 70-, 80-, 90- és 95%-0s, majd 100%-os alkoholban inkubaltuk. Ezt
kovetden ismét rehidrataltuk a szOveteket €s ugyanannyi ideig tartd, de leszalld
alkoholsorban torténd inkubaciokat hajtottunk végre. A 3 x 20 perces, 0.3%-o0s Triton X-
100-at tartalmaz6 PBS-es mosas utdn a szemserlegek 4 °C-on, blokkold oldatban
inkubalodtak egy teljes éjszakan at. Masnap a retinakat egér anti-Calbindin (1:1000)
primer antitest tartalmu blokkold oldatba helyeztiik 2 teljes napra, szintén 4 °C-ra. Az
ismételt, 6 X 5 perces PBS-es mosast kovetéen blokkold oldatban egy teljes éjszakan at
inkubaltunk, mely Alexa-Fluor-448-konjugalt anti-egér 1gG (1:500) szekunder antitestet
tartalmazott. A retinakat DAPI-t tartalmaz6 ProLong Gold antifade reagenssel (LifeTech)
fedtiik, majd Olympus FV-1000 konfokalis lézer szkenning fluoreszcens mikroszkop

segitségével vizsgaltuk.
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5. Eredmények

5.1. PACAP altal aktivalt szignaltranszdukcios utvonalak

Kisérleteink elsd szakaszaban azon lehetséges szignaltranszdukcids ttvonalakat vizsgaltuk
meg, melyek a PACAP altal aktivalt anti-apoptotikus folyamatokban szerepet jatszanak,
MSG indukalta neurodegeneraci6 esetén. Tekintve Kutatocsoportunk korabbi eredményeit,
miszerint az MSG a kezeléseket kovetd 6. 6raban emelte meg szignifikansan a caspase 3 és
a caspase 9 mennyiségét neonatalis patkany retindban (Dénes és mitsai., 2011), az

apoptotikus enzimek szintjét ebben a kisérleti idOpontban vizsgaltuk meg.

5.1.1. AC utvonal vizsgalata

5.1.1.1. AC blokkolo hatasanak vizsgalata

A G fehérjékhez kapcsolodd receptorok egy csoportja az agonista ligand megkdtését
kovetden aktivalja az AC utvonalat a cAMP képzodését katalizalo AC enzim altal. Annak
érdekében, hogy kideritsik a PACAP1-38 AC utvonalra kifejtett hatasat, AC blokkolot
alkalmaztunk.

Az AC blokkold DDA i.v injekcidja nem befolyasolta az aktiv caspase 3 szintjét (S/DDA).
Ezzel szemben a s.c adott MSG szignifikans, a kontroll mintakhoz képest (S/S) kozel
haromszoros emelkedést idézett el6 az enzim mennyiségében (M/S). Az i.v PACAP1-38
meggatolta a s.c injektalt MSG hatasat, ugyanis az aktiv caspase 3 szintjét a kontrollban
mért érték ala csokkentette (M/P1-38). Az AC inhibitor 20 és 100 nmol koncentracioban
torténd egyiittes alkalmazdsa a PACAP1-38-al hasonld eredményt mutatott, nem
valtoztatta meg az apoptotikus enzim kontrollhoz viszonyitott mennyiségét (M/P+DDA 20
nmol, 100 nmol). Tehat az AC utvonal kiiktatasa ellenére a PACAP ki tudta fejteni anti-
apoptotikus hatasat, ezzel alacsony értéken tartva a caspase 3 szintjét (7. abra: a,b). A

caspase 9 esetében is hasonl6 eredményeket figyeltiink meg (7. abra: c,d).
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7. abra: i.v injektalt DDA hatasa az aktiv caspase 3 és caspase 9 szintjére, ujsziilott patkany retinaban.
(b,d) Az MSG beadas megemelte a caspase-ok szintjét (M/S), azonban a PACAP1-38 lecsokkentette az
enzimek ezen aktivitasat (M/P1-38). A DDA egyiittes alkalmazidsa PACAP1-38-al nem tudta kivédeni a
PACAP hatasat, az enzimek szintje alacsony maradt (M/P+DDA 20 és 100 nmol). (a,c) A hasitott caspase 3
megjelenése 17 kDa-nal, mig a normalizacios kontrollként hasznalt B-tubulin 50 kDa-nal volt megfigyelhetd.
*:p<0.05
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5.1.1.2. Foszfo-PKA szint meghatdarozdsa

A PKA szint vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az i.v PACAP1-38 1, valamint 3
oraval a kezeléseket kovetden sem tudta megemelni a foszfo-PKA szintjét, mindkét
esetben megkozelitéleg a kontroll mintakban (S/S) mért mennyiséget mutatta (S/PACAP
lh, S/PACAP 3h). A hat 6ras kisérletek soran egy kismértékii, de statisztikailag nem
szignifikans ndvekedést tapasztaltunk (S/PACAP 6h).

a Gi/Go proteinen keresztiil képesek AC blokkoloként hatni (Thoreson és Witkowsky,
1999), ezért feltételeztiik, hogy a DDA azért hatastalan, mert az MSG mar eleve blokkolja
az AC aktivitdsat. Azonban eredményeinkben az MSG jelenlétében sem tudtunk
csOkkenést kimutatni az aktiv enzim szintjében (M6/S). Ez a jelenség, miszerint az MSG
nem csokkentette a foszfo-PKA szintjét, arra utalhat, hogy az MSG nem hat AC

blokkoloként ebben a kisérleti rendszerben (8. abra).
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8. abra: i.v PACAP1-38 és s.c MSG hatasa a foszfo-PKA szintjére.
A foszfo-PKA szintje egyik idopontban sem valtozott szignifikansan az i.v PACAP kezelés hatasara (1, 3,
6h). A s.c MSG kezelés nem tudta szignifikansan csdkkenteni az enzim mennyiségét (M6/S). A belsd
kontrollként hasznalt B-tubulin 50 kDa-nal, mig az aktiv PKA 42 kDa-nal lathato. *:p<0.05

5.1.1.3. cAMP szint meghatarozasa

A cAMP az egyik legnagyobb mértékben tanulmanyozott masodlagos hirvivé molekula,
melynek f6 funkcidja a szubsztratspecifitassal rendelkezd PKA-hoz valo kotddése,
konforméaciovaltozassal jaro aktivalasa és ezaltal szamos celluléris folyamat szabalyozasa.
Ezért, hogy kimutassuk az AC ttvonal aktivalodasat a PACAP altal kivaltott sejtvalaszban,

megvizsgaltuk a cAMP mennyiségét kiillonb6zé kombinacidju kezeléseket kovetden.
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Tovabbad tanulmanyoztuk az AC aktivator, i.v injektalt forskolin hatékonysdgat s.c
fiziologias sooldat vagy MSG jelenlétében.

Az eredményeinkbdl jol latszik, hogy a cAMP szint 1 oraval a kezeléseket kdvetden
szignifikansan megemelkedett mind a fiziologias sooldat/forskolin (S/F), mind a
MSG/forskolin (M/F) egyiittes adasa esetén, mely pozitiv kontrollként bizonyitja a kezelés
hatékonysagat. Ugyanakkor a fizioldgias sdoldat/PACAP (S/P), valamint az MSG/PACAP
(M/P) kombinacioja soran az intracellularis hirvivd molekula szintje nem érte el a
kontrollban (S/S) mért értékeket. A tobbi vizsgalati idépontban (2h, 3h, 4h, 5h) 1ényeges
valtozasokat egyik kezelés esetében sem tapasztaltunk, a cAMP szintek a kontrollhoz

kozeli értékeket mutattak (9. abra).
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9. abra: AC aktivator hatasa az intracellularis cAMP mennyiségére.
A cAMP szinje csak 1 o6raval a kezeléseket kovet6en emelkedett meg s.c fiziologias sdoldat (S/F), illetve
MSG (M/F) jelenlétében. A tobbi kezelési kombinacioban (S/P, M/P) és idépontban (2, 3, 4 és 5h) lényeges
valtozast nem detektaltunk. *:p<0.05

A kapott eredmények alapjan a PACAP1-38-al kezelt retinakban sem cAMP, sem aktiv-
PKA szint emelkedést nem tudtunk detektalni, melyekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
PACAP anti-apoptotikus hatasat valosziniileg nem az AC/cAMP/PKA ttvonalon keresztiil
fejti ki, MSG indukalta neurodegeneracié esetén. Eredményeink egyben azt is tiikrozik,
hogy a PACAP a retindban egyaltalan nem aktivalja az AC utvonalat az altalunk

alkalmazott dozisban.
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5.1.2. PLC utvonal vizsgalata

A kovetkezo kisérletekben kiilonb6z6 koncentracidju €s tipusu PLC blokkolot hasznaltunk,
hogy kideritsilk a PACAP esetleges aktivald hatdsat a PLC utvonalra. Eredményeinkrol
elmondhato, hogy a foszfatidilinozitol-specifikus PLC inhibitor Et-18-OCHj3 hatéastalannak
bizonyult, t6bb koncentracioban (M/P+Et-18 5 és 10 nmol) vald alkalmazasa sem tudta
szignifikansan kivédeni a PACAP apoptotikus enzimekre gyakorolt gatld hatasat (10.

abra).
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10. abra: Az aktiv caspase 3 szintje Et-18-OCHj; kezelés hatasara.
A PACAP1-38 szignifikansan lecsokkentette a caspase 3 mennyiségét (M/P). Az Et-18-OCHjs kismérték, de
szignifikans emelkedést indukalt a caspase 3 szintjében (M/P+Et-18 5nmol, 10 nmol). *:p<0.05

A 11. abra demonstralja, hogy a foszfatidilkolin-specifikus PLC inhibitor D609CAS
onmagaban nem befolyasolta a caspase 3 mennyiségét (S/D609 10 pumol). Az MSG
beadasakor az apoptotikus enzim aktivacigjdban nagymértékli ndvekedést figyelhettiink
meg, mely a kontroll mintdkhoz képest szignifikdnsnak tekinthetd (M/S). A PACAP1-38-
as kezelés képes volt kivédeni az MSG apoptozist indukald hatdsat, az aktiv caspase 3
szintje markdnsan csOkkent (M/P1-38). Azonban az AC blokkoloval ellentétben a
D609CAS hatasosnak bizonyult, ugyanis a PACAPI1-38 ¢ D609CAS 10 pmol-0s
koncentracioban valo egyiittes beadasa esetén - s.c MSG jelenlétében - a PACAP anti-
apoptotikus hatasa megsziint és az aktiv caspase 3 szintje az MSG kezelt mintakban mért

értékeket kozelitette meg (M/P+D609 10 umol) (11. abra: a). A PLC inhibitor csokkentett
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koncentracioban (5 umol) valo alkalmazésa esetén is hasonld valtozdsokat figyelhettlink
meg a D609CAS PACAP1-38 indukalta caspase 3 szintjére gyakorolt hatdsdban
(M/P+D609 5 umol) (11. abra: b,c).
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11. abra: Az aktiv caspase 3 szintje D609CAS kezelés hatiasara.
(a,c) A s.c MSG egy szignifikans emelkedést indukalt az aktiv caspase 3 szintjében (M/S), melyet a
PACAP1-38-as kezelés kivédett, az apoptotikus enzim a kontroll érték ala csokkent (M/P1-38). A PLC
blokkoldként alkalmazott D609CAS képes volt kivédeni a PACAP anti-apoptotikus hatasat, mindkét hasznalt
dozis esetén (M/P+D609 10 és 5 umol). (b) A hasitott caspase 3 17 kDa-nal, mig a normalizacios
kontrollként hasznalt B-tubulin 50 kDa-nal lathat6. *:p<0.05

Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az AC/cAMP/PKA utvonal nem,
csak a PLC kapcsolt kaszkad aktivalodik a PACAP anti-apoptotikus hatasanak

kifejtésében, MSG indukalta neurodegeneracio esetén.
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5.2. PAC1 receptor és izoformainak azonositasa patkany retinaban

5.2.1. Izoforma specifikus primerekkel végzett PCR-ok eredményei

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk azon PACI1 receptor splice variansok jelenlétét,
melyek expresszaldodnak patkany retinaban, specifikus primerekkel végzett touchdown-
PCR vizsgalatokat hajtottunk végre. A fejlodés soran 6t iddpontot valasztottunk ki (PO, P1,
P5, P15, P20), hogy a fobb retinalis eseményekkel egyiitt jard expresszios kiilonbségeket
detektalni tudjuk.

A PCR eredmények a fejlodés korai szakaszaiban hasonlo profilt mutattak, ugyanis PO, P1
¢és P5 idépontokban a null, hip, hop1, hop2 és hiphop1 izoforma jelenlétét detektaltuk (12.
abra: a,b,c). P15 stddiumban a null, hip, hopl és hop2 az el6zéekhez hasonld szinten
expresszalodott, azonban a hiphop1 elhanyagolhato volt, csak egy halvany sav formajaban
mutatkozott (12. abra: d). Ezzel szemben a késébbi idépontban, P20 napon csak 4 varians
volt kimutathatd, a hip izoforma jelenlétét nem tudtuk kimutatni (12. ébra: e). A

nontemplat kontrollokban termék nem jelentkezett (12. abra: f).

a hiphop hiphop b , hiphop hiphop
bp mll  hip hopl hop2 | 2 bp mull  hip  hopl hep2 1 2
1000 1000

800 800 ™

600 600
400 400 pS=
200
200
C _ hiphop hiphop ( hiphop hiphop
bp mll  hip hopl hop2 I 2 bp i hopl  hop2 1 2

€ hiphop hiphop f hiphop  hiphop
bp mll  hip hopl hop2 1 2 bp mll  hip hopl hop2 1 2

1000 P20 1000
800
600

400
200

12. abra: PAC1 receptor izoformak detektaldsa a retina kiilonb6z6 fejlédési stadiumaiban.
(a,b,c) PO, P1 és P5 stadiumban a null, hip, hop1, hop2, hiphop1 splice variansokat mutattuk ki, (d) mig P15
esetében csak a null, hip, hopl és hop2 expresszalodik, a Hiphopl alig detektalhat6. (e) P20 napnal a hip
izoforma elhanyagolhatd, mig a null, hop1, hop2 és hiphopl lényeges mennyiségben expresszalodik. (f) A
nontemplat kontrollok futtatési képe.
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Bar a PCR vizsgalatok 6t izoforma (null, hip, hop1, hop2 és hiphop1) jelenlétét igazoltak, a
futtatasokat kovetd szekvenalasi eredmények a hop2 amplifikdtum esetében azonossagot
mutatottak ki a hopl-el. A két izoforma egyetlen aminosavban (3 bazispar) kiilonbozik
egymastol, mely a hop2 izoforma primereinek hopl-hez valdé bekotddését eredményezte.
Tobbszori primer tervezést kovetden is ugyanezt az eredményt kaptuk, ebbdl kovetkezéen

a tovabbi kisérleteket mar csak négy: a null, hip, hop1 és hiphopl izoforméval végeztiik el.

5.2.2. A PACI receptor és izoformainak génexpresszios valtozasa a fejlédés soran

5.2.2.1. A PACI receptor expresszios valtozasa a fejlodés soran

A relativ mennyiségi valtozasok meghatarozasat lehetové tevd RT-PCR futtatdsok soran
elészor olyan primert alkalmaztunk, mely minden PAC1 splice varians kimutatasara
alkalmas. A posztnatdlis fejlédés minden iddpontjdban mért értéket a PO iddpontban
detektalt expresszid mértékéhez viszonyitottuk.

A PAC1 receptor transzkripcios szintje 1ényeges valtozast egyik idopontban sem mutatott.
Csak egyetlen stadiumban, P1 napon tudtunk kismértékii, de statisztikailag szignifikans
novekedést detektalni. A tobbi iddpontban mért érték lényegében kiegyenlitettnek
tekinthet6 a kontrollhoz képest (13. 4bra).
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13. abra: PAC1 receptor expresszios valtozasa a posztnatalis fejlodés soran.
A PACI expresszios szintjében lényeges valtozas egyik fejlédési stadiumban sem tapasztalhato (P1, P3, PS5,
P10, P15, P20). A kiértékelés soran a PO idopontban mért expresszios szint szolgalt referencia értékként.
*-
:p<0.05
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5.2.2.2. Az egyes izoformadk énmagukhoz viszonyitott expresszios szintje a fejlodés soran
Bar a touchdown-PCR segitségével a PAC1 izoformak szintjében valtozast detektaltunk,
de ez a technika pontos mennyiségi meghatarozast nem tesz lehetévé, ezért a splice varians
specifikus primerekkel RT-PCR vizsgalatokat hajtottunk végre. Kisérleteink els6
csoportjaban az egyes izoformak dnmagukhoz viszonyitott valtozasat detektaltuk a fejlodés
kiilonb6z6 idépontjaiban. A kontroll minden esetben az adott varians PO idopontban mért
szintje volt.

A null és hip izoforma esetében hasonl6 tendenciat figyelhettiink meg. A P1 napon mért
kisebb emelkedést kdvetden a fejlodés elérehaladtaval fokozatos csdkkenés mutatkozott az
expresszido mértékében. Mindkét esetben P15 napnal detektaltuk a legalacsonyabb értéket
(14. abra: a,b). A hopl varians ezzel szemben eltér expresszidos mintazatot mutatott. A
fejlédés PS5 napjaig 1ényeges novekedést nem tapasztaltunk, azonban az ezt kovetd
idépontokban markans, statisztikailag szignifikans emelkedést detektaltunk egészen a P20
stadiumig (14. abra: c). A hiphopl esetében egyéni expresszios profilt figyeltiink meg,
ugyanis a P10 napon mért nagymértékii, de nem szignifikdns ndvekedés kivételével

valtozast nem tudtunk kimutatni (14. dbra: d).
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14. abra: PACI1 receptor izoformak expressziés mintizata a posztnatalis fejlédés soran.
(a,b) A Null és a Hip izoforma esetében az expresszids valtozas hasonld tendenciat mutat, a fejlédés
elérehaladtaval fokozatos csokkenést figyelhetiink meg. (€) A Hopl splice varians P10 idépontban mutat
elészor markans expresszios novekedést, mely a késobbi idépontokban is megmutatkozik. (d) A Hiphopl
expresszios szintjében P10 napon mért novekedés kivételével valtozas nem detektalhato. Minden esetben a
PO id6pontban mért expresszios szint szolgalt referencia értékként. *:p<0.05

5.2.2.2. Az egyes izoformak egymashoz viszonyitott génexpresszios szintje a fejlodés soran
Annak érdekében, hogy az egyes fejlédési idépontokban detektalhassuk az izoformak
egymashoz viszonyitott dominanciajat, 6t fejlodési stadiumot valasztottunk ki (PO, PI,
P10, P15 és P20). Vizsgalataink soran, minden idépontban a null izoforma expresszids
szintje szolgalt referencia értékkeént.

Az eredmények azt mutattak, hogy a fejlodés kezdeti szakaszaban (PO és P1) a hip
izoforma expresszalodik a legnagyobb mennyiségben, tehat ebben az idépontban ez a
varians tekinthet6 dominansnak (15. abra: a,b). Ez a jelenség a P10 stadium kornyékére
megvaltozik, ugyanis a hopl izoforma felvaltja a hip-et (15. abra: ¢). A hopl statisztikailag
szignifikans ndvekedést mutatott a késébbi (P15 és P20) fejlddési idépontokban is (15.
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abra: d,e). A null izoformahoz képest a hiphopl lényeges valtozast egyik stadiumban sem

mutatott (15. abra: a,b,c,d,e).
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15. abra: A PACI receptor izoformak egymashoz viszonyitott expresszios profilja a posztnatalis
fejlodés soran.
A hip izoforma expresszalodik a legnagyobb mennyiségben a fejlédés kezdeti szakaszan (a,b), amit a P10
nap kornyékére a Hopl izoforma valt fel (c). Ezt kovetden a Hopl expresszidos dominancidja a fejlédés
kés6bbi szakaszaiban tovabb novekszik (d,e). Minden idOpontban a Null izoforma expresszios szintje
szolgalt referencia értékként. *:p<0.05

5.2.3. PAC1 fehérje mennyiségi valtozasa a fejlddés soran

Az mRNS szinten detektalt valtozdsok megerdsitése érdekében immunblott technikat
alkalmaztunk. Sajnos a kereskedelmi forgalomban nem talalhato izoforma specifikus
antitest, igy a fehérje szintli vizsgalatokat PACI receptor antitest segitségével végeztiik el,
mely a fehérje extracellularis N-terminalis szekvenciajat ismeri fel. Ugyanakkor a
harmadik intracellularis hurokba valé kazetta beépiilés vagy kiesés eredményeképpen
valtozik a protein mérete, igy az izoforméakat méretiik alapjan el tudjuk kiiloniteni a
poliakrilamid gélben.

A western blott futtatason harom savot kiilonithettiink el. A legfelsé savban, a legnagyobb

mérettel (75 kDa) rendelkezd izoforma, a hiphopl valdszinlisithetd (16. abra: 1). A
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hiphopl-nél kisebb hip és hop1 splice variansok azonos protein mérettel rendelkeznek, igy
a masodik savban voltak megfigyelhetoek (16. abra: 2). A legkisebb aminosav
hosszisaggal jellemezhetd Null izoforma a harmadik savban, joval a 75 kDa alatt
jelentkezett (16. abra: 3). A futtatdsok soran normalizacidés kontrollként a 37 kDa-nal

detektalhat6 GAPDH-et hasznaltuk (16. abra).

kDa P1 P3 P5 P10 P15 P20
75— oo wes | E

50—

37— i G S

16. abra: PAC1 receptor protein detektilasa a posztnatalis fejlédés soran.
Harom sav figyelhetd meg a western blott képen, 75 kDa-nal valészintisithetéleg a Hiphopl (1-es szam), a 2-
es szammal jeldlt teriileten a Hip, valamint a Hopl izoforma, mig a legkisebb mérettel a Null izoforma jelent
meg (3-as szam). A normalizacios kontrollként hasznalt GAPDH 37 kDa-nal lathato.

5.3. Morfologiai vizsgalatok

5.3.1. A retina szerkezetében, PACAP1-38 kezelés hatasara bekovetkezo valtozasok

A kétszeres PACAP1-38 kezelés szamottevd valtozast nem okozott a retina szerkezetében,
mind a kontroll, mind a kezelt retinaban megfigyelheté volt az NBL, az IPL és a GCL

rétege (17. 4bra: a,b).

a, 100 um i Kontroll b 100 um i PACAP 1-38 kezelt

17. abra: Kétszeres PACAP1-38 kezelés hatasara bekovetkezé morfolégiai valtozasok.
NBL: neuroblaszt réteg; IPL: bels6 rostos réteg; GCL: ganglion sejtek rétege.
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A morfometriai vizsgélataink kimutattak, hogy a két idépontban (P1 és P3) megismételt i.v

PACAP1-38 injekci6 hatasara az NBL vastagsagaban minden esetben novekedés

kovetkezett be a teljes retina vastagsagahoz viszonyitva (18. abra: a). A harom egyedben

mért értékekbdl szamolt atlagos névekedés 2.65 % volt (18. abra: b).

a b
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(a) A mért értékek egyedekre bontva. (b) a mért értékek atlagolasa. *:p<0.05

18. abra: az NBL vastagsaga a teljes retina vastagsagahoz viszonyitva.

Az NBL-re vonatkozé mérésekkel ellentétesen az IPL vastagsagaban atlagosan 2.69 %-0s

csokkenést tudtunk detektalni. Két egyedben ez a csokkenés statisztikailag szignifikansnak

tekinthetd (19. abra: a), éppugy, mint az egyéni értékekbdl szdmolt atlagolt vastagsag
esetén (19. bra: b).
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19. abra: Az IPL vastagsaga a teljes retina vastagsagahoz viszonyitva.
(a) A mért értékek egyedekre bontva. (b) a mért értékek atlagolasa. *:p<0.05
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A félvékony metszeteken végzett sejtszamolas eredményei azt mutattdk, hogy mindhéarom,
kétszeres PACAP1-38 kezelést kapott egyedben alacsonyabb volt a GCL-ben talalhaté
sejtek szama, mint a kontroll allatok retinajaban (11. tablazat). A kontrollokban mért sejtek
atlaga 15.02+1.51 db/100um, mig a kezeltek atlag sejtszama 13.17+1.3 db/100um volt. Ez
a valtozds a PACAP1-38 kezelés hatasara bekovetkezd, szignifikdns, 14.05%-0S

csokkenést jelent.

11. tablazat: Kétszeres PACAP1-38 kezelés hatasara a GCL-ben bekovetkezo sejtszam valtozas.
*
:p=<0.05

Kontroll szem (db ganglion PACAP1-38 kezelt szem (db
sejt/100um=+szoras) ganglion sejt/100um+szoras)
1. allat 14.2+1.35 12.33+0.98
2. allat 14.7£1.13 12.87+1.09
3. allat 16.17+1.27 14.3+0.94
atlag 15.02+1.51 *13.17+1.3
Kontrollhoz viszonyitott csokkenés: 14.05%

5.3.2. PAC_ZAPl-SS kezelés hatasa a retina calbindin, HPC-1 és Chx-10 immunpozitiv
sejtjeire

Immuncitokémiai vizsgalatok soran a valtozast szenvedett sejtpopulaciok azonositasara

specifikus sejtmarkereket hasznalunk (Chx-10: bipolaris sejt, HPC-1: migralé amakrin sejt,

calbindin: horizontalis sejt). Az eredmények segitségével megfigyelhetové valtak azok a

sejtszintli valtozasok melyek a kétszeri PACAPL-38 injekcid hatasara kovetkeznek be a

fejl6do emlds retinaban.

5.3.2.1. Calbindin immunreaktiv sejtek

A calbindin az alacsony molekulastlyt kalcium-koto proteinek csaladjaba tartozik, mely a
retindban a horizontélis sejtek jeldlésére alkalmas. Vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk,
hogy a horizontalis sejtek lokalizacioja mind a kontroll, mind a 2x-es PACAP1-38 kezelt
mintakban megegyezett. Tovabba a jelolt sejtek a PACAP1-38 kezelések hatasara
bekovetkezé szambeli novekedése volt megfigyelheté az NBL rétegében (20. abra: a,b). A
kontroll mintakban a mar kialakult horizontalis sejtek nyalvanyrendszere fejlettebbnek és
szerteagazobbnak mutatkozott (20. abra: c,e), valamint a nyalvanyok nemcsak horizontalis,

hanem vertikalis iranyba is Kiterjedtek (20. abra: ¢). Ezzel szemben a kezelt mintakban
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hasonlé arborizacios mintazatot nem tudtunk megfigyelni, a nyalvanyok kis szamban

jelentek meg és a sejttest kozvetlen kozelére korlatozodtak (20. abra: d,e).

=

'y kontroll

'q kontroll

20 um

20. abra: A horizontalis sejtek eloszlisa és arborizacidja a patkiny retinaban.
(a,b) calbindin immunreaktiv horizontalis sejtek (nyil) az NBL rétegében. (C) a sejttestekbdl (piros csillag)
kiinduld nytlvanyrendszer (vastag nyil) fejlett, vertikalisan is megfigyelhets. (d) a sejtek (piros csillag)
nagyon fejletlen nyulvanyrendszerrel (vastag nyil) rendelkeznek. (e,f) a 3 dimenzidos felvételeken is jol
latszik az arborizacidés mintazatban (vastag nyil) megjelend kiilonbség.
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5.3.2.2. HPC-1 immunreaktiv sejtek

A HPC-1 antitesttel torténd jelolések segitségével az amakrin sejteket tudjuk megfesteni,
az esetleg eléforduld altipusoktdl fiiggetleniil. Kisérleteinkben a jelolodott sejtszalag
vastagsagaban figyelhettliink meg kiilonbséget, ugyanis a PACAP1-38 kezelések esetében a
HPC-1 pozitiv teriilet az IPL hataran szélesebb sav formajaban jelent meg a kontroll
mintakhoz képest. Ezzel parhuzamosan a kontroll retinak esetében a sejtek, a késébbi INL-

ben vald elrendez6dése tomorebbnek, kompaktabbnak mutatkozott (21. abra: a,b).

5.3.2.3. Chx-10 immunreaktiv sejtek

A Chx-10 antitesttel végzett immuncitokémiai vizsgalatoknal nemcsak a migralo és a
leend6 INL-ben rendez6d6 bipolaris sejtek sejttestjei jelolddtek, hanem az NBL hataraban
megtalalhatd progenitor sejtek is pozitivitast mutattak (21. abra: c¢,d). A bipolaris sejtek
altal 1étrehozott sav elhelyezkedésében és szamaban 1ényegi kiillonbséget nem figyeltiink
meg a kontroll és a 2x-es PACAP kezelt mintak k6zott, azonban a migralo sejtek szama
jelentésen alacsonyabb volt a PACAP1-38 kezelt retindkban (21. abra: e,f). A kezelt
mintakban 1évé Chx-10 pozitiv progenitor sejtek szama ugyanakkor magasabbnak

mutatkozott a kontroll mintakhoz viszonyitva (21. abra: e,f).
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21. abra: Amakrin- és bipolaris sejtek megjelenése a PACAP kezelt retinaban.
(a,b) a kezelt mintakban a HPC-1 jelolt amakrin sejtek (fehér csillag) szélesebb sejtszalagba rendezédtek az
NBL és IPL hataran, mint a kontroll retindban. (c,d) a Chx-10 antitest segitségével nemcsak a migral6 (zold
vonal) és mar rétegbe rendezédott bipolaris sejtek (vastag nyil), hanem a progenitor sejtek (vékony nyil) is
pozitivitast mutattak. (e,f) a kontroll retindban nagyobb szamban jelentek meg a migrald sejtek (z6ld vonal),
mint a kezelt mintakban.
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5.4. PACAP1-38 kezelés hatasara bekovetkezo expresszios valtozasok

Az altalunk hasznalt 6ssejt PCR array azon 84 gén expresszidjanak azonositasat tette
lehetdvé, melyek szignéltranszdukcids utvonalakban, valamint az  Jssejtek
proliferacigjaban, ndvekedésében és differenciacidjaban is 1ényeges szerepet toltenek be. A
Kiértékeléseknél minden esetben a kontroll egyedekben mért expresszids szinthez
viszonyitottunk. Az expresszios valtozast mutatdo gének sorat a 12. tablazatban foglaltuk
0ssze.

Az eredményeink azt mutattdk, hogy a PACAP1-38 14 gén esetében okozott valtozast,
melyek koziil 13 gén expresszids szintje a kezelést kdvetd 3. draban lényegesen csokkent.
A 6 oras kezelésekbdl szarmazd mintdkban ugyanezen gének mRNS mennyisége
megemelkedett, egyetlen kivétellel, ugyanis az Acan expresszioja csokkent a kontroll

egyedekben mért szinthez képest (12. tablazat).

12. tablazat: A PCR array expresszios valtozast mutat6 génjeinek sora.
K¢k szinnel kiemelt értékek a szamottev csokkenést, mig a piros szinnel jeloltek emelkedést mutatnak.

Relativ expresszios valtozas
3h 6h
Gén Erték Erték
Acan 0.8801 0.4624
Btrc 1.1018 3.7835
Cd44 2.1335 1.1337
Dhh 0.4973 2.7099
Fofl 0.0081 1.6097
Fgf2 1.5535 2.3099
Fgfd 0.6579 5.0201
Gjal 1.507 2.1197
Gjbl 1.1657 2.6138
LOC306312 0.1985 10.2108
Msx1 0.7473 2.2001
Gdf3 0.5746 2.5238
T 0.3539 9.1898
Whntl 0.218 11.7337

A PCR array-ben szerepld, expresszids valtozast mutatd gének sorat kibovitettiik,
tekintettel az érintett génttvonalakra és a retina fejlodésének ezen szakaszara. A vizsgalt

géneket a neuralis és nem-neurdlis szovetek fejlodésében legjelentdsebb szerepet betdltd
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génekbdl valogattuk ki, az irodalmi adatokra tamaszkodva. Az altalunk vizsgalt gének

teljes listajat a 13. tablazat tartalmazza, funkcionalis csoportokba rendezve.

13. tablazat: A vizsgalt gének neve és roviditése.

Funkcio Vizsgalt gének Rov1d1te:tt
elnevezés
Cullinl Cull
. . S-phase kinase-associated protein Skpl
Proteoszéma komplex elemei - —
Beta-transducin repeat containing E3 B
S - trc
ubiquitin protein ligase
Szimmetrikus/aszimmetrikus
sejtosztodasért felelds gének Desert hedgehog homolog Dhh
Sejtmegujulasért felelds Neurogenin 1 Neurog1
markerek
Fibroblast growth factor 1, 2, 4, 8, 9 FofL, Fgf2, Fgi4,
Citokinek és ndvekedési faktorok Fgf8, Fgf9
fokineic es Novekedest Taxtoro Bone morphogenetic protein 4, 9 Bmp4, Bmp9
Growth differentiation factor 3 Gdf3
Aggrecan Acan
Sejtadhézios molekulak Cd44 Cd44
L1 cell adhesion molecule L1CAM
Sejt-sejt kommunikaciot I . . .
szabalyozo gének Gap junction protein, alpha 1, beta 1 Gjal, Gjbl
Msh homeobox 1 Msx1
Brachyury homolog T
Embrionalis sejtvonal markerek Nanog homeobox Nanog
Octamer-binding protein 4 Oct4
Paired box 6 Pax6
Wat ttvonal tagjai Wingless-type _MMTV integration site Wntl
family memberl
Distal-less homeobox 1, 2 DIx1, DIx2
Visual system homeobox 10 Chx10
Retinalis sejtdifferenciacios Orthodenticle homeobox 2 Otx2
markerek Neurogenic differentiation 1 NeuroD1
Atonal homolog 7 Math5
Achaete-scute complex homolog 1 Mash1

A génexpresszios eredmények kiértékelése soran 4 gén esetében (Cull, Bmp9, Nanog és

Fgfd) csak 3 oraval a kezeléseket kovetden detektaltunk lényeges valtozast. Ezekkel a

gyorsan lecsengd valtozast mutatd génekkel a fehérjeszintli vizsgalatokat nem végeztiik el,

ugyanis az ilyen rovid ideig tartd emelkedés/csokkenés nagy valoszinliséggel nem

nyilvanul meg fehérje

szinten,

vagy ha mégis,

annak fizioldgiai jelentdsége

megkérddjelezhetd. A western blott analizisek elvégzése soran a funkcionalis csoportokba

53




rendezett gének koziil legalabb egy, konzisztens valtozast mutatd gént valasztottunk Ki. A

fehérjeszintli vizsgalatokban kiemelt géneket a 14. tdblazat mutatja.

14, tablazat: A Western-blot analizisekben felhasznalt gének.

Funkcionalis csoport Vizsgalt fehérjék
Fibroblaszt novekedési faktorok Fgfl
Novekedési differenciacios faktorok Bmp4, Gdf3
Sejt-sejt kommunikaciot szabalyozo faktorok Gjbl
Wnt tvonal tagjai Wntl
Retinalis sejtdifferenciacios markerek Math5, DIx2

Fontos megjegyezni, hogy a fehérje detekcid soran, minden kisérleti idépontban legalabb 4
mintat vizsgaltunk meg, amelyek koziil csak a legmarkansabb valtozast mutatot tiintettiik

fel a képeken.

5.4.1. Proteoszoma komplex elemei

A proteoszomalis komplex struktaralis kialakitasaban lényeges szerepet betolté Cull gén
expresszids szintjében csak 3 oOraval az i.v PACAP1-38 kezelést kovetden tudtunk
szamottevd, de statisztikailag nem szignifikdns novekedést detektalni (3.045+1.386). A
komplexben a Cull-hez kapcsolodo és 6sszekotd proteinként funkcionald Skpl szintjében
lényeges valtozds nem mutatkozott. A szubsztrat felismerd komponensként ismert Btrc

szintje 12 6raval a kezeléseket kovetden csokkent (0.666+0.026) (22. abra).

mkontroll
83h

m6h

a12h

mRNS expressziés viltozas

Cull Skpl Btrc

22. abra: Proteoszoma komplex elemeinek expresszios valtozasa PACAP1-38 kezelés hatasara.*:p<0.05
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5.4.2. Szimmetrikus/aszimmetrikus sejtosztodasért felelos gének

A sejtciklust szabalyoz6é Hedgehog morfogének koziil ismeretes Dhh gén expresszidja a
PACAP1-38 injekcid hatasara egyik vizsgalati idopontban sem valtozott szignifikdnsan. A
mért eredmények a kontroll egyedekben mért értékekhez kozeli szinteket mutattak (23.
abra).

1.6 4

14 -
w
B u kontroll
=3 1,2
o
= 83h
: 14
;g 0 6h
4 -
g B12h
(=9
5 0.6
W
5 0.4
g

0.2 -

0

23. abra: Szimmetrikus/aszimmetrikus sejtosztodasért felelés gének expresszios valtozasa PACAP1-38
kezelés hatasara. *:p<0.05

5.4.3. Sejtmegujulasért felelos markerek

A Neurogl a neurogenezis transzkripcionalis regulator génjeihez tartozik. Eredményeink
azt mutattdk, hogy expresszios szintje 3, valamint 12 oOrdval a kezeléseket kovetden
lényeges mértékben nem véltozott, azonban a 6 Oras vizsgalatok sordn statisztikailag

szignifikans cs6kkenést tudtunk detektalni (0.627+0.141) (24. abra).

25
1,8 |
@
N 1.6
‘:é 141 M kontroll
@ 12 83h
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@ 1 m6h
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&. 0.8 B12h
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o 0.6
2 04
B 0.2 4
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24. abra: Sejtmegujulasért felelds gének expresszios valtozasa PACAP1-38 kezelés hatasara. *:p<0.05
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5.4.4. Fibroblaszt novekedési faktorok

A fibroblaszt novekedési faktorok koziil vizsgalt Fgfl expresszios szintje a 6, valamint a
12 oras kezelések soran egy fokozatos ndvekedési mintdzatot mutatott (3.94+1.21;
6.49+1.56). Az Fgf4 ezzel szemben csak a PACAP1-38 injekciot kdovetd 3. oOraban
expresszalodott szignifikansan magasabb szinten, mint a kontroll mintakban detektalhato
mRNS mennyisége (31.56+£12.11). Az Fgf2, Fgf8 és Fgf9 esetében kapott eredményeink
azt mutattdk, hogy a PACAP1-38 injektalds nem valtoztatta meg a gének expresszios
szintjét (25. abra).

A western blott analizisek eredményei mindkét vizsgalati idépontban valtozast mutattak.
Az Fgfl protein mennyiségében mind 12, mind 24 6ra elteltével emelkedést figyelhettiink
meg a kontrollhoz képest (25. abra).

Fgfl P1-38 P1-38
50 - kDa CI2 vl o7 B
45 R
20 = e - —
15 —
»w 40
-
S
-"e_: = H kontroll
>
& 35 23h
N
g 2 06h
E. 20
w - @12k
2
=

25. abra: Fibroblaszt novekedési faktorok expresszios valtozasa PACAP1-38 kezelés hatasara.
A normalizacios kontrollként hasznalt B-tubulin 50 kDa-nal, a Fgfl 17-18 kDa-nal figyelheté meg. *:p<0.05

5.4.5. Novekedési differenciacios faktorok

expresszidjat vizsgaltuk meg. A Bmp4 esetében a kontrollhoz hasonlo értéket detektaltunk
(0.76+015) 3 oraval a kezeléseket kdvetden, mig a 6 és 12 oras vizsgalatokban fokozatos,
statisztikailag szignifikans novekedést mutatott (4.35+1.6; 14.03+3.87) (26. abra).

A Bmp9 expresszidja csak 3 ora elteltével emelkedett meg szignifikansan (22.39+7.83). A

6 oras vizsgalatokban ellentétes eredményeket tapasztaltunk, ugyanis a Bmp9 expresszioja
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lényegesen csokkent (0.44+0.27). A kezelést kovetd 12. 6raban a Bmp9 expresszidja kozel
azonos volt a kontrolléval (0.81+£0.27). A Gdf3 expresszids mintazata eltért a Bmp4 és
Bmp9-t6], ugyanis ezen gén esetében két idépontban: 3 és 12 ora elteltével tudtunk
szignifikans novekedést detektalni (8.99+3.49; 19.01+6.54), mig 6 oOra elteltével
nagymértéki csokkenést mutatott (0.21+0.09) (26. abra).

Annak ellenére, hogy a génexpresszioban fokozatos novekedést detektaltunk a Bmp4
esetében, a western blott analizisek eredményei csak a 24 o6ras mintakban mutattak
szamottevd emelkedést a fehérje szintjében. A Gdf3 fehérje mennyiségében a
génexpresszidhoz hasonld valtozasokat tapasztaltunk, 12 ora elteltével csokkenést, mig 24

ora elteltével Iényeges novekedést figyeltiink meg (26. abra).

35, Bmpd i e P1-38 P1-38
kDa C24h 24h kDa Ci2h 12h C24h 24h
“ R * SO— W— — -
w | 25 — WOE——" 37— — e — . —
8
:L;‘ 22 m kontroll
-
€ 5 | * 83h
X
3 [6h
& 15 *
s @12h
w
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E
5
* *
0 NN oEem N
Bmp9 Gdf3

26. abra: Novekedési differenciaciés faktorok expresszios valtozasa PACAP1-38 kezelés hatasara.
A normalizaciés kontrollként hasznalt B-tubulin 50 kDa-nal, a Bmp4 23-24 kDa-nal , mig a Gdf3 42 kDa-nal
figyelheté meg. *:p<0.05

5.4.6. Sejtadhéziés molekulak
A vizsgélt sejtadhézids molekulak koziil egyediil az Acan esetében tudtunk valtozast
detektalni. Hat oraval a kezeléseket kovetden a kontroll mintakban mért szint kozel felére
csokkent a gén expresszidja (0.57£0.15). A PACAP1-38 valdsziniileg nem hat a Cd44 ¢és
az LICAM gén expresszidjara, ugyanis ezek minden mérési idépontban a kontroll érték
kozelében maradtak (27. abra).
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27. abra: Sejtadhéziés molekulak expresszios valtozasa PACAP1-38 kezelés hatasara. *:p<0.05

5.4.7. Sejt-sejt kommunikaciét szabalyozo gének

Az éltalunk vizsgalt Gjal és Gjbl gének a sejt-sejt kommunikacidt szabalyoz6 konnexin
gének csaladjaba tartoznak. A Gjal esetében csak 12 ora elteltével tudtunk valtozast
megfigyelni, az mRNS expresszioja statisztikailag szignifikdns nodvekedést mutatott
(9.57£2.81). Ezzel szemben a Gjbl transzkripcidja mind a harom kisérleti idépontban (3h,
6h, 12h) Iényegesen emelkedett szinten volt (14.15+6.03; 11.2+4.01; 20.41+6.33) (28.
abra).

Az mRNS expresszioban mért ndvekedés ellenére a Gjbl protein mennyisége egyik

vizsgalati idOpontban sem mutatott szdmottevo valtozast (28. abra).

Gjbl P1-38
30 - kDa Cl12h 12h
S0

25 4 25— — m kontroll
83h

20 A
M 6h

15 4 * ®B12h

mRNS expresszios valtozas

28. abra: Sejt-sejt kommunikaciét szabalyozo gének expressziés valtozasa PACAP1-38 kezelés
hatasara.
A normalizacios kontrollként hasznalt B-tubulin 50 kDa-nal, mig a Gjb1 27 kDa-nal figyelhet6 meg.*:p<0.05
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5.4.8. Embrionalis sejtvonal markerek

A PACAP1-38 az embrionalis sejtvonal markerekre is hatast gyakorolt. A transzkripcids
faktorként ismert Nanog gén mar 3 oraval a kezeléseket kovetden markans novekedést
mutatott (52.64+11.28), amelyet a 6 Ords mintdkban egy erdteljes csokkenés kovetett a
kontroll mintakban mért expresszids szinthez képest (0.21+0.11). Tizenkét ora elteltével
azonban lényeges valtozast nem detektaltunk (1.38+0.37). A T gén hasonl6 valtozasokat
produkalt a 3 és 6 oOras vizsgalatokban (24.35+6.78; 0.21£0.11), ugyanakkor a 12 oras
kezelések esetében expresszios szintje joval a kontroll érték folé emelkedett (26.35+9.46).
Az Msxl esetében csak 6 ora elteltével detektaltunk kismértékii, de szignifikéns
novekedést (2.08+0.43). Az Oct4 és Pax6 gének expresszids szintje nem valtozott meg a
PACAP1-38 injektalasat kovetd vizsgalati iddpontokban (29. abra).

'VO b
: * m kontroll
60 - 83h
m6h
50 -
®12h

mRNS expresszios valtozas

29. abra: Embrionalis sejtvonal markerek expresszios valtozasa PACAP1-38 kezelés hatasara. *:p<0.05

5.4.9. Wnt utvonal tagjai

Az ontogenetikus folyamatokban esszencialis szereppel biré szignalmolekula, a Wntl
vizsgélata sordn azt tapasztaltuk, hogy mar 3 o6rdval a PACAP1-38 injekciot kovetden
statisztikailag szignifikdns emelkedés kovetkezett be a gén expresszids szintjében
(37.76£10.89). Hat ora elteltével, bar a 3 6rds eredményekhez képest alacsonyabb, de a
kontroll mintakhoz viszonyitva szintén emelkedett értéket detektaltunk (8.79+£1.09). A
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tizenkét oOras vizsgélatokban egy ismételt, nagyfokii emelkedést figyelhettiink meg
(27.3249.3) (30. abra).
A Wntl a génexpresszioval ellentétben, fehérjeszinten csak a 12 6ras kezelések soran

mutatott mennyiségi valtozast (30. abra), a kontroll értékhez képest 1ényeges novekedést

tapasztaltunk.
» P1-38
- kDa C12h 12h m kontroll
i 50— GHNW
i TR 53h
’ ) 3 S —
£16h
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30. abra: Wntl expresszios valtozisa PACAP1-38 kezelés hatasara.
A normalizacios kontrollként hasznalt B-tubulin 50 kDa-nal, mig a Wntl 40 kDa-nal figyelhet6 meg.
*-
:p<0.05

5.4.10. Retinalis sejtdifferenciaciés markerek

A retindlis sejtdifferenciaciés markerek fontos részét képezik a vizsgalt géneknek, ugyanis
lényeges szerepet toltenek be a sejtek konkrét sejttipusok felé torténd elkotelezddésében és
differencidlodasdban. Az elvégzett kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy a Mashl
expressziojaban kismértékili, de szignifikans novekedés kovetkezett be 3, valamint 12 o6ra
elteltével (2.16+0.48; 1.8+0.63). A Math5 esetében a 6 és 12 oras vizsgalatokban tudtunk
novekedést detektalni (4.04+1.4; 1.96+1.16), mig a DIx2 3 és 12 o6raval a PACAP1-38
injekciot kovetéen mutatott nagymértékli, szignifikans emelkedést (11.77+4.07;
14.71+£6.92). A két idopont kozott azonban lényeges csokkenés volt megfigyelhetd az
mRNS expresszidjaban (0.2+0.07). Az Otx2 gén 6 és 12 dranal is a Math5-hoz hasonlo
expresszids mintdzatot mutatott (2.27+£0.49; 1.77+£0.05). A DIx1, NeuroDIl és Chx10

esetében egyik vizsgalati idOpontban sem tudtunk valtozast mérni (31. abra).
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A Math5 esetében a transzkripcid eredményekhez hasonloan, fehérjeszinten mind a 12
oras, mind a 24 oras kezelések soran lényeges mennyiségi novekedést detektaltunk. A
DIx2 esetében az expresszidos mintazattol eltérd valtozast figyelhettiink meg, ugyanis 12
oras kezelésekben a fehérje mennyisége kozel azonos volt a kontrollban mértekhez, mig a

24 6ras mintak szamottevd ndvekedést mutattak (31. abra).

MathS P1-38 P1-38 DIx2 Pl-
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31. abra: Retinalis sejtdifferenciacios markerek expresszids valtozasa PACAP1-38 kezelés hatasara.
A normalizacios kontrollként hasznalt B-tubulin 50 kDa-nél, a Math5 18 kDa-nal, mig a DIx2 39-40 kDa-nal
figyelheté meg. *:p<0.05
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6. Eredmények megbeszélése

A nagyfoku komplexitast és strukturalis felépitést mutatd gerinces retina fejlédése a
neurogenezist modellezé kutatas kozéppontjaban all. Az emlds retina neurogenezise soran
tobb, egymast részben atfedd folyamat figyelhetd meg (sejtosztodds, apoptozis,
sejtmigracio, arborizacid, szinaptogenezis), melyek szamos intrinszik és extrinszik faktor
szabalyozasa alatt allnak (Reese és Collelo, 1992; Galli-Resta és Ensini, 1996; Galli-Resta,
1998). A kutatasok fontos teriiletét képezik a PACAP  sejproliferaciora,
sejtdifferencidciora, sejtnovekedésre és neurondlis tulélésre gyakorolt hatdsainak vizsgalata
(Spengler és mtsai., 1993; Lu és mtsai., 1996; Falluel-Morel és mtsai., 2005; Scharf és
mtsai., 2008). A nagyszamu publikacio ellenére, a legtobb kisérleti munka csak feliiletesen
érinti a peptid hatdsmechanizmusdnak vizsgalatat. Kiilondsen a retina teriiletén
szembesiiliink hianyossagokkal, ezért a tervezett munka eredményei fontos és hianypotld

adatokat szolgaltathatnak.

6.1. PACI1 receptor izoformak kifejezodése a fejlodo patkany retinaban

A gerincesek szdmos fajanak kozponti idegrendszerében megfigyelhetd a PACAP
receptorok expresszidja, mar a korai, embrionalis 1ddszaktol kezdodden a teljes
posztnatélis fejlodésen keresztiil a feln6tt korban is (Erhardt és mtsai., 2001; Hu és mtsai.,
2002; Alexandre és mtsai., 2011). A PAC1 receptor mRNS jelenlétét mar az E10 napon,
mig a PACAP kotohelyek jelenlétét E14 napon mutattak ki patkdny idegrendszerben.
Ebbdl a korrelaciobol arra kovetkeztettek, hogy a PACAP hatasanak kozvetitésében a
PAC1 receptornak esszencialis szerepe van (Basille és mtsai., 2000). Az alternativ splicing
analizisek a PACI1 receptor szamos, tobbek kozott a very short, short, null, hip, hopl,
hop2, hiphopl, hiphop2 izoformajat kimutattak, melyek szerepet jatszhatnak a fejlédési
folyamatok szabalyozasaban (Spengler és mtsai., 1993; Dautzenberg és mtsai., 1999).
Attol fiiggden, hogy milyen tipusu a PACI receptor izoforma, valtozhat a PACAP altal
szabalyozott folyamat. Ezt bizonyitja az a megallapitas, miszerint a PACAP a null
izoforméahoz val6 kapcsolddason keresztiil képes a prekurzor sejtek sejtciklusat termindlni
¢s a differencialodas felé hajtani, vagy ezzel ellentétes hatasként, képes proliferaciot
indukalni a neuroblasztokban a hop izofoma segitségével (Lu és DiCicco-Bloom, 1997; Lu
¢s mtsai., 1998). EbbdOl kovetkezéen a PACAP receptorok fejlddés soran mutatott

62



expresszids mintazata képes meghatarozni és befolyasolni a kapcsolddo ligand hatasat. Az
irodalomban mar tobb tanulmany is sziiletett, melyek egyes PACI receptor izoformak
expressziojanak valtozasat, vagy expressziojanak hianyat irjak le a cerebellumban, a
nucleus suprachiasmaticusban, a talamuszban, hipotalamuszban, a kéregben és mas agyi
teriiletekben (Pantaloni és mtsai., 1996; Ajpru és mtsai., 2002). Azonban nagyon kevés
informacio all rendelkezésre a PAC1 receptor izoformak expresszidjanak mintazatardl a
fejlodé emlds retinaban.

Njainje és mtsai. (2010) tanulmanyukban leirtak, hogy a PACAP prekurzoranak és
PACI receptoranak mRNS-e mar az E16 napon detektalhaté patkany retindban, mely a
teljes posztnatalis fejlédés soran és felndtt korban is megmarad. A receptor posztnatalis
jelenlétét szintén bizonyitja, hogy a P1 retina NBL és GCL rétegében PACI expressziot
detektaltak mind a retinalis progenitor, mind a posztmitotikus differencialatlan sejtekben
(Silveira és mtsai., 2002). Izoforma specifikus vizsgalatokban nem tudtak kimutatni a very
short varidnst, mig a null és a short mRNS szinten vald jelenlétét detektalni tudtak
retinoblasztoma sejtvonalban (Dautzenberg ¢és mtsai.,, 1999). Ezen PACI1 receptor
izoformakon kiviil a hopl jelenlétérdl csak feln6tt retinaban szamoltak be (D’Agata és
Cavallaro, 1998). Tovabbi, a PACI receptornak, valamint izoformainak jelenlétét és
expresszids valtozasat leird tanulmanyok ezidaig nem sziilettek az 0jsziilott és fejlodo
szovetben.

Eredményeink kimutattak, hogy ha - tekintet nélkiil a splice variansokra - a teljes
PAC1 receptor expressziot mérjiilk, akkor szintjében szamottevo valtozast nem lehet
detektalni a fejlédés soran. A jelenség magyarazata - ahogy tovabbi vizsgélatainkbol
kideriilt - az, hogy az egyes izoformak expressziojaban torténd csokkenést, a masik varians
expressziojanak emelkedése kompenzalja. A neonatalis patkany retindban csak a null, hip,
hopl, valamint a hiphopl splice varians expresszalodik a 3. intracellularis hurkot érint6
izoformak koziil. Ebben a stadiumban a hip receptor tekinthetd dominansnak, melynek
expresszigjdban, a null i1zoformdhoz hasonléan, a PS5 naptdl kezddédden csokkend
tendenciat figyelhetiink meg a fejlédés elérehaladtaval. A Kifejlett emlds retinaban
elkiilonithetd 7 sejttipus tobbsége ujsziilott korban még differencialatlan formaban van
jelen, valamint a legtobb sejttipus (amakrin, palcika fotoreceptor, bipolaris és Miiller-glia
sejtek) proliferacios cstucsa PO és P6 kozotti idopontra tehetd (Reese és Colello, 1992;
Rapaport és mtsai., 2004). Ezzel egyidoben megkezdddik a mar megsziiletett,

posztmitotikus sejteknek a retina megfeleld teriiletére torténd migracioja (Reese és Galli-
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Resta, 2002). A retinogenezis szintén fontos aspektusaként emlithetd apopt6zis masodik
sejteliminaciés hullamanak kezdete is ugyanerre a fejlédési stadiumra (PO/P1) esik, mely
egészen a szem kinyilasaig tart és foleg a posztmitotikus sejteket érinti (Péquignot és
mtsai., 2003; McKernan és mtsai., 2006). A hip és a null izoforma dominancidjabol arra
kovetkeztethetiink, hogy ez a két receptor ezen korai eseményekben tolthet be szerepet.

A hopl ¢és hiphopl izoformak retinogenezist befolyasolé hatdsa nem tisztazott
ebben a fejlodési iddszakban, ugyanis eredményeink 1ényegi valtozast nem mutattak ki
transzkripcidés  szintjiikben.  Alatdmasztva az 6ssz PACI1  transzkripcidjanak
valtozatlansadgaval kapcsolatos feltevésiinket, a hopl expresszidja, mintegy felvaltva a hip
¢és null receptort, a PS és P10 nap kozott megemelkedik és egészen a feln6tt korig magas
szinten marad. Ez, a dominans izoformak ko6zotti csere megelézi a szem kinyilasanak
folyamatat, mely a P10 és P15 kozotti idoszakra tehetd. Az IPL-ben a P3, mig az OPL-ben
a P5 napon megkezd6dd szinaptogenezis megkozelitdleg a szem kinyilasaig, P10-ig tart,
mely valoszinisithetden korrelal a hopl expresszios szintjének emelkedésével. Tovabba a
receptorok, transzporterek és a szinaptikus transzmisszioban fontos szinaptikus proteinek
expresszidja, valamint a fotoreceptorok kiilsd szegmenseinek kifejlédése szintén a szem
teljes kinyilasat megel6z6 iddszakra tehetd (Bagnoli és mtsai., 2003; Johnson és mitsai.,
2003). Eredményeink, miszerint a hopl dominanciajanak kialakulasa ebben a stadiumban
er6sodik meg, azt feltételezi, hogy a posztnatélis retina fejlodésének késdi szakaszat
befolyasolhatja. A hiphopl expresszids szintjének emelkedése, hasonléan a hopl
varianshoz, a P5 €és P10 stadium kozé esik, mely szintén Osszefliggésben allhat a szem
kinyilasat, valamint az azt megel6z6 folyamatokkal. P10 napon mért expresszids csucsat
kovetden ugyanakkor ezen izoforma transzkripcidja a késobbi fejlddési idépontokban
rendkiviil alacsony. Az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a késObbi
idépontokban szamottevéen nem szabdlyozza a retina fejlddési folyamatait.

Tekintve, hogy a transzlacidés és poszttranszlacios szabalyozasokat kovetden a
fehérje mennyisége eltérhet a transzkripcids szintektdl, fontos a PAC1 receptor-proteinek
azonositasa is. Mivel PACI1 splice varians specifikus antitestek nem kaphatdak
kereskedelmi forgalomban, ezért a fehérje kimutatast PAC1 receptor antitest segitségével
végeztiik el. Az egyes izoformak eltéréd molekulasulyara alapozva 3 savot kiilonithettiink el
eredményeinkben, amely azt bizonyitja, hogy a PAC1 receptor splice variansainak
jelenléte nemcsak MRNS, hanem fehérje szinten is igazolhatdo. Amennyiben izoforma

specifikus antitestek elérhetdek lesznek, elvégezziik a sziikséges vizsgalatokat annak
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érdekében, hogy pontosabban ald tudjuk tdmasztani a PAC1 receptorok fejlédésre

gyakorolt hatasat.

6.2. PACAP altal aktivalt szignaltranszdukcios utvonal MSG indukalta
neurodegeneracioban

A kozelmultban szamos in vitro és in vivo tanulmany bizonyitotta a PACAP
potencialis neuroprotektiv hatasat stroke, ischemia (Stumm ¢és mtsai., 2007; Ohtaki és
mtsai., 2008) és szamos toxikus agenssel szemben. Anti-apoptotikus hatasa megfigyelhetd
a B-amiloid (Onoue és mtsai., 2002), az oxidativ stressz (Pilzer és Gozes, 2006), valamint a
glutamat indukalta excitotoxicitas esetén is (Babai és mtsai.,, 2006). A glutamat ezen,
sejtpusztulashoz vezetd hatdsa soran az intracellularis Ca?* koncentracié megemelkedik az
NMDA receptorokon keresztiil (Sucher és mtsai., 1997; Breckenridge és mtsai., 2003),
valamint az apoptozis intrinszik utvonalat alkotd iniciator (caspase 9) és effektor (caspase
3 és 6) caspase enzimek aktivacioja kovetkezik be (Chen és mtsai., 2001; Dénes és mtsai.,
2011). A PACAP, glutamat altal indukalt neuronalis sejthalal soran kifejtett protektiv
hatasat féleg in vitro tanulmanyokban, tobbek kozott kortikalis neuronokban, PC12
sejtekben és retinalis neuronokban vizsgaltak (Morio és mtsai., 1996; Said és mtsai., 1998;
Shoge ¢és mtsai., 1999). Azonban a retinat érintd in vivo tanulmanyok szédma joval
alacsonyabb, mely visszavezethetd arra a tényre, miszerint a glutamat nem képes atjutni a
vér-retina gaton felnétt allatokban (Tomi és mtsai., 2005). Ebbdl kiindulva a PACAP anti-
apoptotikus hatdsanak vizsgalatat Ujsziilott allatokon 1étrehozott in vivo modellben
hajtottuk végre (Dénes és mtsai., 2011).

A PACAP protektiv hatasat membranreceptorain vald kotddéset kovetden az AC és
PLC szignaltranszdukcids Gtvonalak aktivalasan keresztiil fejti ki (Dejda és mtsai., 2008).
Mindkét utvonal eredményeképpen a végrehajtd caspase enzimek gatlasa kovetkezik be,
azonban fontos kiemelni, hogy az irodalom nagy része az AC utvonal aktivaciojarol
szamol be (Vaudry €s mtsai., 2003; Ravni €s mtsai.,, 2006). A PACAP AC utvonalon
kifejtett hatasat vizsgaltak kisagyi granularis sejtekben, gerincveldi neuronokon é€s retinalis
neuronokban egyarant (Villalba és mtsai., 1997; Silveira és mtsai., 2002; Tomimatsu és
Arakawa, 2008). A PACAP az AC utvonalban stimulalja az anti-apoptotikus ERK1/2
faktort, foszforildlja a CREB-et és gatolja a pro-apoptotikus p38MAPK produkciot,
melybdl arra kovetkeztettek, hogy a peptid protektiv hatisa az ERK/CREB/MAPK
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utvonalon keresztiil érvényesiil (Dohi és mtsai., 2002; Silveira és mtsai., 2002; Aubert és
mtsai., 2006; Falluel-Morel és mtsai., 2007). Tovabbi tanulmanyban Racz és mtsai. (2007)
beszamoltak arrdl, hogy a PACAP1-38 protektiv hatiasa soran megemeli a foszfo-PKA, a
foszfo-Bad, valamint tovabbi anti-apoptotikus faktorok (pl., Bcl-xL és 14-3-3) szintjét.
Eredményeik alapjan feltételezték, hogy a PKA/Bad/14-3-3 tutvonal szerepet jatszik a
PACAP altal szabalyozott neuroprotektiv hatasban.

Vizsgalataink ezzel szemben azt mutattak, hogy kisérleti felallasunkban a PACAP
nem serkenti az AC/cAMP/PKA utvonalat, hanem a PLC kaszkad aktivacidjan keresztiil
gatolja az apoptotikus gépezetet. Ezt az eredményt korabbi tanulmanyok is alatimasztjak,
melyekben a PACAP-ot csak nanomolaris koncentracioban (1 és 10 nM) alkalmazva
figyeltek meg CAMP szint emelkedést (Shoge és mtsai., 1999; Silveira és mtsai., 2002).
Ugyanakkor Leliévre és mtsai. (1998) bebizonyitottak, hogy a PACAP doézisfiiggd modon
képes a cAMP szintben torténd ndvekedést eldidézni, valamint nanomolaris
koncentracioban proliferaciot eldidézé funkcidja megvaltozik és anti-mitogén faktorra
valik. Ezenkiviil fontos megemliteni, hogy a PACAP nemcsak AC utvonalon keresztiil,
hanem a PLC/IP; kivaltotta Ca?* felszabadulas éltal is képes aktivalni a CREB ttvonalat,
ezaltal kifejtve anti-apoptotikus hatasat (Blechman ¢s Levkowitz, 2013). A PACAP képes
CREB foszforilaciéjahoz vezet (Barrie és mtsai., 1997). Tehat, mindezekbdl kiindulva azt
feltételezhetjilkk, hogy a PACAP hatasa az altalunk hasznalt modellben nem az
AC/cAMP/PKA aktivaldsan keresztiil érvényesiil a neuroprotektiv folyamatban.

Ezt a feltevést erdsitik meg azok a tanulmanyok, melyek arrdl szamolnak be, hogy
a PACAP az AC utvonal mellett, a PLC utvonalat is képes aktivalni neuroprotektiv
hatdsanak kifejtése soran. Kisagyi granuldris neuronokban sikeriilt bizonyitani, hogy a
PACAP anti-apoptotikus hatasa nem az ERK/MAPK ttvonalon keresztiil, hanem a PKA,
valamint a PKC aktivacion keresztiil valosulhat meg (Vaudry és mtsai., 2000). Kanekar és
mtsai. (2010) szintén kimutattdk, hogy a szagloham sejtvonalakban a PLC, illetve
AC/MAPKK blokkolok/aktivatorok PACAP-al valé egyiittes alkalmazasa hatasosnak
bizonyult TNFa-indukalta degeneracidoban, melybdl arra kovetkeztettek, hogy mindkét
utvonal szerepet jatszik a PACAP anti-apoptotikus folyamataiban.  Ugyanakkor mas
tanulmanyban az szerepel, hogy a szagld rendszert ért, axonalis sértést kdvetd apoptozis
soran a PACAP csak a PLC utvonalon keresztiil fejtette ki neuroprotektiv hatasat (Han és

Lucero, 2005).
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A mi esetiinkben a foszfatidilinozitol-specifikus PLC inhibitor Et-18-OCH3 nem
tudta kivédeni a PACAP anti-apoptotikus hatasat. Eredményiinkkel 6sszhangban Silveira
és mtsai. (2002) szintén beszamoltak arrdl, hogy a foszfatidilinozitol-specifikus PLC
inhibitor, U73122, valamint a szelektiv Ca?* csatorna-blokkolok is hatastalannak
bizonyultak. Ugyanakkor vizsgalatainkban a foszfatidilkolin-specifikus PLC inhibitor
kivédte a PACAP hatasat, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP szubnanomoléris
doézisban a PLC utvonalon keresztiil fejtheti ki protektiv hatasit MSG indukalta
excitotoxicitas esetén neonatalis patkdny retinaban.

A fent emlitett bizonyitékok mellett lényeges kiemelni, hogy a PACAP
szignaltranszdukcids utvonalakra gyakorolt hatdsat nagymértékben befolyasolja a
ligandkotésre alkalmas receptorok jelenléte. A PACI1 receptor izoformak azonositasa soran
kimutattuk, hogy a neonatélis patkany retindban a null, hip, hopl és hiphopl receptorok
vannak jelen (Lakk és mtsai., 2012). Ismert, hogy a 3. intracellularis hurkot érint6 splicing
mechanizmus befolyasolja ezen PACI receptorokhoz kapcsolddd utvonalakat (Spengler és
mtsai., 1993; Dickson és Finlayson, 2009). A null és a hop1 izoforma mind az AC, mind a
PLC enzimet képes aktivalni, azonban a hopl sokkal nagyobb affinitast mutat mindkét
utvonalra nézve (Spengler és mtsai., 1993; Nicot és DiCicco-Bloom, 2001; May és mtsai.,
2010). Ezen receptortipusok a citoplazmatikus Ca** megemelésével és a foszfolipaz-D
(PLD) aktivaciojan keresztiil is képesek szignal kaszkadokat elinditani (Blechman és
Levkowitz, 2013). A hip receptor nagyobb szdzalékban AC szabdlyozta szignal
mechanizmust indit el, viszont képes a PLCg-hoz kapcsolédo kaszkad aktivaciojara is
(May és mtsai., 2010). A hiphopl izoforma redukalt potencidllal rendelkezik mindkeét
szignaltranszdukcids utvonalra nézve (Spengler és mtsai., 1993; Dickson és Finlayson,
2009). A VPACI és VPAC2 receptorok jelenléte szintén bizonyitott 0jsziilott patkany
retinaban (Lakk és mtsai., 2012). Ezek a receptorok viszont a szignal mechanizmusok
sz¢les skalajaval rendelkeznek, képesek aktivalni az AC/cAMP, PLC és PLD, valamint
Ca®* szabadithatnak fel az AC vagy IP; enzimek kaszkadba valé bevonasa nélkiil
(Christopoulos és mtsai., 2003; Dickson és Finlayson, 2009). Mivel az 0jsziilott patkany
retindban jelenlévé Osszes PACAP receptor tipus képes a PLC enzimhez kapcsolodd
szignal mechanizmus elinditdsara, megalapozottnak tlinik azon feltevésiink, miszerint a

PACAP ezen ttvonal aktivalasan keresztiil fejti ki anti-apoptotikus hatasat.
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6.3. PACAP altal szabalyozott gének

Az embrio retinalis primordiuma azonos morfologiai sajatossagokkal rendelkezd
sejpopulaciokat tartalmaz, mig a kifejlett retina hét morfologiai és funkcionalis
kiilonbséget mutato sejtb6dl épil fel (Malicki, 2004). A gerinces retina fejlédése tehat a
komplexitds nagymértéki novekedésével jart. Az évtizedek ota folyd kutatasok
eredményei szamos faktort azonositottak, melyek a sejtciklusbol vald kilépést, a retinalis
sejtek 1étrejottét, a sejtpolaritas kialakitdsat, a sejtmigraciot, valamint a sejtek kozotti
kapcsolatok megjelenését szabalyozzak (McPherron és Lee, 1993; Mehler és mtsai., 1997;
Liu és mtsai., 2003; Webber és mtsai., 2003; de Melo és mtsai., 2005). Mivel ismert a
PACAP fejlodésre gyakorolt sokrétii hatasa, fontosnak tartottuk azon molekularis faktorok

azonositasat, melyek a peptid hosszabb tava szabalyozé folyamataiban szerepet jatszanak.

6.3.1. PACAP1-38 kezelés hatasara valtozast nem mutaté gének csoportjai

A génexpresszio kontroll egyedhez viszonyitott, legalabb két iddpontban mért
kétszeres, szignifikdns novekedését vagy felére csokkenését tekintettiik értékelendd
valtozasnak. A konzisztens és/vagy szignifikdns valtozast nem mutatdé gének halmazaba
tartoznak a sejtadhéziot szabalyozo6 (Acan, CD44, LICAM), a sejtmegujulasért (Neurogl)
és a szimmetrikus/aszimmetrikus sejtosztodasért felelds (Dhh) gének, valamint a
proteoszoma komplex elemeit felsorakoztatd gének (Cull, Skpl, Btrc) csoportjai.
Feltételezhetjilk, hogy a PACAP kezelés nem befolyasolja a sejt-sejt kapcsolatok
ki annak a lehetdsége sem, hogy a PACAP mas faktorokon keresztiil vesz részt ezen

folyamatok szabalyozéaséaba.

6.3.2. Novekedési faktorok expresszidjanak valtozasai

A fibroblaszt novekedési faktorok (Fgf) széleskorii biologiai hatassal rendelkez6
polipeptidek. Az Fgf csaladba 23 protein sorolhatd, melyek a tirozin kindz receptorokhoz
vald kotédésiiktol fliggden szabalyozzak a cellularis folyamatokat (Reuss és mtsai., 2003).
Az Fgf-knek és receptoraiknak szamos tagja expresszalodik a fejlodé gerinces szemben,
ahol fontos szerepet toltenek be a szemholyag létrejottében (Picker és Brand, 2005), a
lencse kialakulasaban (Vogel-Hopker és mtsai.,, 2000), a progenitor sejtek
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ganglionsejtek navigicigjdban (Webber ¢és mtsai., 2003), valamint a retindlis
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angiogenezisben (Rousseau és mtsai., 2003). Eredményeink azt mutattdk, hogy
PACAP kezelés hatasara az Fgfl expresszidja fokozatos novekedést mutat. Ez a pozitiv
iranyu valtozas fehérjeszinten is detektalhatdo volt. Kordbbi tanulményok beszamoltak
arrdl, hogy az Fgfl és receptora embrionalis és posztnatélis korban is detektalhato fejlodo
patkany retinaban, embrionalisan az NBL-ben, mig sziiletést kovetden a GCL-ben és INL-
ben is lokalizalhatoé (Lovicu és mtsai., 1997; Kinkl és mtsai., 2002; Cinaroglu és mtsai.,
2005). Ezekbdl és eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP Fgfl

crer
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6.3.3. Novekedési differenciacios faktorok expressziéjanak valtozasai

A transzformalé novekedési faktorok (TGF)-f csaladjaba tartoz6 csont
morfogenetikus proteinek (Bmp-k) a sejtfunkciok szamos formajat képesek szabalyozni a
fejlodé idegrendszerben. Szerepet jatszhatnak a sejtsors meghatirozasdban, az
apoptdzisban ¢és a sejtproliferacioban (Mehler és mtsai., 1997). A Bmp-k t6bb tagja, tobbek
kozott a Bmp4 és Bmp7 is expresszalodik a gerinces retina embrionalis fejlodési
szakaszaban, ahol a retina dorzoventralis szerkezetének kialakitasaban vesznek részt
(Wawersik és mtsai., 1999; Belecky-Adams ¢és Adler, 2001). A retinogenezis kés6bbi
Belecky-Adams, 2002; Liu és mtsai., 2003; Murali és mtsai., 2005). Posztnatalis egér
retinaban Bmp4 és receptoranak jelenlétét mutattak ki a GCL-ben és az INL-ben (Liu és
mtsai., 2003). Haynes és mtsai. (2007) a Bmp ttvonal a Smad ¢és és az Fgf-fiiggé ERK
utvonal aktivaciojan keresztiili proliferaciot és differenciaciot el6idézd hatasardl szamoltak
be embrionalis csirke retinaban. A Bmp ttvonal ugyanebben a modellben gatolva a Fgf
utvonalat, regeneraciot indukalt apoptozis soran. Tovabbi kutatas bizonyitja, hogy a Bmp4
kezelés hatasara egér retindban a retindlis progenitor sejtek ganglion sejtsors felé
differencidlodnak, mely magyarazhatd6 a Bmp4, Math5 expresszidjara gyakorolt pozitiv
hatasaval (Du és mtsai., 2010). Bar Ricard és mtsai. (2012) beszamoltak arrol, hogy a
Bmp9 injekcid a retindlis vaszkularizaci6 mértékét fokozta, a Bmp9 retindban valod
jelenlétérdl tovabbi irodalmi adat nem all rendelkezésiinkre. Ugyanakkor mas szovetekben
gatlasara az  Alkl ligandjahoz  kotdédve  (Holderfield ¢és  Hughes, 2008).

Eredményeinkben a Bmp4 expresszioja nagymértékli ndvekedést mutatott, mig a

Bmp9 tranziens novekedését egy elnyuqjtott csokkenés kovette. Ezekbdl arra
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kovetkeztethetlink, hogy a PACAP a Bmp9 gatlasan és a Bmp4 aktivalasan keresztiil

sejtproliferaciot indukalhat, valamint a Math 5 aktivacidojan keresztiil a mar megsziiletett

------

sres

adatok nem allnak rendelkezésre. Korabbi tanulmanyok beszamoltak arrdl, hogy Gdf3
expressziot mutattak ki emlds embriondlis &ssejtekben, melyekbdl arra kovetkeztettek,
hogy a Gdf3 szerepet t6lthet be a pluripotencia fenntartasiban (Ramalho-Santos és mtsai.,
2002; Sato és mtsai., 2003). Levine és Brivanlou, (2006) beszamoltak arrél, hogy a Gdf3
szerepet jatszhat a pluripotens Ossejtek differencidlatlan allapotban valé tartasaban a Bmp-
k gatldsan keresztill. Eredményiliket arra alapoztdk, hogy az emberi embrionalis
Ossejtekben a Gdf expresszidjanak megemelkedése pluripotens markerek (Oct3/4 és
Nanog) megjelenését indukalta. A Gdf3 fehérjeszinten is bifazisos valtozast, csokkenést
majd ezt kovetden emelkedést mutat, melybdl valdszinisithetd, hogy a PACAP ezen

keresztiil progenitor sejtek mitkodését és esetleg osztodasat befolyasolja.

6.3.4. Sejt-sejt kommunikaciét szabalyozo gének expressziojanak valtozasai

A gap junction-ok olyan membranstruktirak, melyek csatornakat formalva
szabalyozzak a sejt-sejt kommunikaciot, ezaltal téve lehetdvé ionok, kisméretii organikus
metabolitok és 1 kDa-nal kisebb méasodlagos messenger molekulak kicserélddését (Bennett
¢és mtsai., 1991; Nagy és Rash, 2000). Minden gap junction csatorna egy konnexon parbol
all, melyeket egyenként 6 konnexin molekula épit fel (Bennett és mtsai., 1991). Sokrétii
szerepet tolthetnek be a fejlddd idegrendszerben, szabdlyozhatjdk a migraciot,
sejtdifferenciacidt, az axonndvekedést és a szinapszisok kialakuldsat is (Nadarajah €s
mtsai., 1997; Bruzzone ¢és Dermietzel, 2006). Ragcsalok kozponti idegrendszerében a
konnexin-32 (Gjbl) és konnexin-43 (Gjal) expresszalodik a legnagyobb mennyiségben
(Kumar és Gilula, 1996). Mindkét connexin molekula megtaldlhaté a neuronokban a
fejlédés korai szakaszatdl kezdédden (Bruzzone és Dermietzel, 2006). Giblin és
Christensen (1997) a gap junction-ok jelenlétét irtak le a gerinces retina kiilonboz6
neuronalis sejttipusaiban, melyek fontos szerepet toltenek be a gyors interneuronalis
kommunikéacioban, valamint a szigndlok integracidjaban ¢és terjedésében. Bar
génexpresszios vizsgalataink sordan a Gjbl szintje megemelkedett, a poszttranszlacios

szabalyozasokra visszavezethetden, fehérjeszinten nem tudtunk valtozast detektalni.
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Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP ebben a korai fejlédési stadiumban nem

hat a sejt-sejt kommunikaciot szabalyozo fehérjékre.

6.3.5. Embrionalis sejtvonal markerek expresszidjanak valtozasai

A Nanog, a Pax6-hoz hasonloan transzkripcios faktor, mely a retinogenezis soran a
multipotens allapot fenntartasaért felel, hianyaban pedig sejtdifferenciacio kovetkezik be
(Marquardt és mtsai., 2001; Firsova és mtsai., 2008). Bar a retinaban valé eléfordulasaval
¢és funkcidjaval kapcsolatos irodalmi adatok nem allnak a rendelkezésiinkre, mas
rendszerekben a tanulmanyok arrdél szamolnak be, hogy a Nanog képes gatolni a
differencidciot, ugyanis a Nanog negativ regulacidja képes eldsegiteni a sejtek
differencialodasat az embrionalis fejlodés alatt (Hamazaki és mtsai., 2006; Pereira és
Merrill, 2006). A PACAP1-38 hatasara a Nanog szintjének emelkedése, végiil erdteljes
csokkenése a sejteket a differenciacio iranyaba indithatja el.

A T-box génekhez tartozo, szintén transzkripcios faktorként ismert T (Brachyury)
protein gerincesekben létfontossagli a posterior mezoderma differencidlodasaban és az
axialis fejlédésben (Beddington és mitsai., 1992; Shulte-Merker ¢és mtsai., 1994). Ezt
bizonyitja, hogy szdmos gerinces fajban (egér, csirke, zebrahal) mar a korai embrionalis
korban kimutattak jelenlétét (Hermann és mtsai., 1990; Shulte-Merker és mtsai., 1992;
Kispert és mtsai., 1995). Alacsonyabb rendli fajokban mutatott funkciondlis sajatossaga
alapjan arra kovetkeztetnek, hogy a sejtek morfogenetikus valtozasait a sejtadhézion és
migracion keresztiil szabalyozhatja (Holstien és mtsai.,, 2010). Mivel a retindban valo
eléfordulasardl nincs adat, az idegrendszer posztnatalis fejlédésére gyakorolt hatasa is
kérdéses, igy PACAP altal indukalt expresszidjanak hatédsait tekintve csak a fent emlitett
irodalmi adatokra tamaszkodhatunk.

6.3.6. A Wnt utvonal markerének expresszids valtozasa

A Wnt proteinek fontos szerepet toltenek be az embriogenezis soran bekdvetkezd
fejlodési folyamatokban, tobbek kozott a test polaritdsanak kialakulasaban (Wodarz és
Nusse, 1998). A kozponti idegrendszer fejlodésekor szabalyozzak a sejtek elkotelezodését,
a sejtproliferaciot, az axonndvekedést, valamint a dendritek és a szinaptikus kapcsolatok
kialakulasat (Hall és mtsai., 2000, Kiecker €s Niehrs, 2001; Lyuksyutova és mtsai., 2003).
A Wnt szignaltranszdukciés utvonalban a Wnt ligandok a receptorukhoz val6 kétédésen
keresztiil, leggyakrabban a B-catenin faktor aktivacidjahoz vezetnek, annak a sejtmagba
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Salinas, 2005). Mas tanulmanyok arr6l szamolnak be, hogy a Wnt ligandok ugyanezen
utvonalon keresztiil az embrionalis, szomatikus és neuralis dssejtekbdl torténd neurondlis
differenciaciot segitik el6 (Salero és Hatten, 2007; Wei és mtsai., 2012). Osakada és mtsai.
(2007) a Wnt receptorok feln6tt retinaban vald megjelenésébdl arra kovetkeztetnek, hogy a
Wnt uatvonalnak a fejlddést szabdlyozd hatdsain kiviil, a regenerativ folyamatok
eldsegitésében is szerepe van. Eredményeinkben emelkedést tapasztaltunk a Wntl
szintjében, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP a Wnt utvonal aktivalasan

keresztiil szintén képes szabalyozni a fejlodési folyamatokat.

6.3.7. Retinalis sejttipusok differenciaciéjat iranyité gének valtozasai

A csoportba sorolt gének egyrészt a transzkripcios faktorok basic helix-loop-helix
(bHLH) csoportjaba tartoznak (Mash1, Math5, NeuroD1, Neurogl), masrészt a homeobox
gének képviseldi (DIx1, DIx2, Otx2, Chx10).

A NeuroD1 a retindlis progenitor sejtek glidva, vagy neuronokkd vald
differencialodasat szabalyozza. Hianyaban a Miiller-sejtek és a bipolaris sejtek szama né
(Cepko, 1999). A NeuroDI1 emellett a palcikak életben maradasahoz (Morrow és mtsai.,
1999), valamint az amakrin sejtek képzodéséhez is sziikséges (Inoue €s mtsai., 2002). A
Chx10 mar a korai, embrionalis kortél expresszalodik a neuralis retindban, majd
posztnatalis fejlodés soran és felndtt korban megtalalhatd a retinalis neuroepitéliumban és
a bipolaris sejtekben (Burmeister és mtsai., 1996; de Melo és mtsai., 2003). Mind a Mash1,
bipolaris sejtekké torténd éréséhez, mig hidnyukban a Miiller-glia sejtek szamanak
novekedése figyelheté meg (Akagi és mtsai., 2004; Rowan és Cepko, 2004). Az Otx2
fontos a retindlis pigment epitélium és a fotoreceptor réteg kialakulasaban, valamint a
progenitor sejtek fotoreceptorokkd torténd érésben. Hidnydban a differencialodo
fotoreceptor sejtek amakrin sejtekké alakulnak (Martinez-Morales €s mtsai., 2001; Nishida
és mtsai., 2003). Mivel eredményeinkben az eddig emlitett markerek egyikének sem
valtozott az expresszioja, feltételezhetd, hogy a PACAP ebben a fejlodési stddiumban nem
hat a Miiller-glia, fotoreceptor-, bipolaris-, és amakrin sejtek képzddésére.

A DIx1 és DIx2 mar az E13 napt6l expresszalodik a fejlddd retindban (Eisenstat és
mtsai., 1999). Mindkét gén a retinlis ganglion sejtek és az INL-ben 1évd interneuronok
képzddésében jatszik szerepet (de Melo és mtsai., 2003). De Melo és mtsai., (2005)
kimutattak, hogy a DIx1/2 mutacié kovetkeztében csak a differencialatlan ganglion sejtek

tintek el a megemelkedett apoptdzis soran, ami a ganglion sejtpopulacié mintegy 30%-at
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jelentette. Ebbo6l arra kovetkeztettek, hogy csak a kés6i sziiletésii ganglion sejt
progenitorok fiiggnek a DIx1/2 jelenlététdl, mig a korai sziiletésiick nem tartoznak ezen
gének szabalyozasa ald. A MathS szintén a retinalis ganglion sejtek sorsat és
differencialodasat szabalyozza. Azonban jelenléte esSzencialis ezekre a sejtekre nézve,
ugyanis a Math5 homozigota mutansa a retinalis ganglion sejtek teljes hidnyahoz és a csap
fotoreceptor sejtek szambeli novekedéséhez vezet (Brown és mtsai., 2001). A DIx2
idoszakos ¢és a Math5S tartosan magas mennyiségébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a

PACAP kezelés a ganglion sejtek érését segiti eld 0jsziilott patkany retindban.

6.4. PACAP Kkezelés hatasara bekovetkezo morfologiai valtozasok

A kifejlodott emlOs retina szerkezete neonatalis korban harom f6 rétegre, a még
differencialatlan sejteket tartalmaz6 NBL-re, a GCL-re és a kett6t elvalaszté IPL-re
kiilonithetd el. A kiils6 neuroblaszt rétegben taldlhat6 sejtek csak a posztnatdlis 6.-8. nap
kornyékén rendezédnek az OPL altal elvalasztott kiilsd- és belsé nuklearis rétegbe
(Péquignot és mtsai., 2003). A fejlédé szem ventrikularis zénajaban helyet foglald
progenitor sejtekbdl 7 kiilonbozd sejttipus alakul ki. A sejttipusok sziiletése parhuzamosan
torténik, de mindegyik sejttipus jol jellemezhetd, egyedi sejtosztodasi csticesal rendelkezik.
A posztnatalis fejlddés soran az amakrin sejtek a P1 napon, a pélcika fotoreceptorok a
sziiletés napjatél a P6 napig, mig a Miiller- €s bipolaris sejtek a P6 napon mutatnak
proliferacios cstucsokat (Reese és Colello, 1992; Rapaport és mtsai., 2004).

Morfometriai vizsgalataink kimutattdk az NBL teljes retinavastagsaghoz
viszonyitott novekedését PACAP kezelés hatasara. Ezzel Osszefiiggésben az
immuncitokémiai eredményekben ugyanezen sejtrétegben a calbindin pozitiv horizontalis
sejtek és az IPL hataran 1év6, HPC-1 pozitiv amakrin sejtek szamanak megemelkedését
tapasztaltuk. Ezen eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a PACAP a horizontalis és
amakrin sejtek képzddését serkenti az NBL rétegben. Feltevésiinket a PACAP kezelés
hatasara bekovetkezo, sejtproliferaciot szabalyozo fehérjék mennyiségi novekedése (pl.,
Fgfl, Bmp4, Wntl) is alatamasztja.

Tovabbi eredményként emlithetd a PACAP1-38 kezelés hatasara bekovetkezd IPL
vékonyodasa és a GCL-ben taldlhatd sejtek szdmanak szignifikans csokkenése. A mért
valtozas egyik magyardzata lehet a PACAP proliferacié mértékét csokkentd hatésa.

Azonban a PACAP azon gének és fehérjéik expressziojat emeli meg, melyek a sejtek
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DIx2) mennyiségét serkentik, tehat ez a feltevés nem valdszinii. A GCL-ben torténd
sejtszamcsokkenés masik lehetséges oka lehet a PACAP apoptozist fokozd hatésa.
Ugyanakkor ismerve a PACAP anti-apoptotikus tulajdonsagat (Vaudry és mtsai., 2000;
Onoue és mtsai.,, 2002; Wang ¢és mtsai., 2005), a feltételezés bizonyitasa tovabbi
vizsgélatokat igényel. Mivel a proliferdci6 gatlasanak és az apoptdzis novekedésének
felvetése nem megalapozott, valdszintsithetéen a migracid mértékének csokkenése
idézheti el6 a GCL-ben torténd sejtszam csokkenést. Ugyanis Korabbi tanumanyok
beszamolnak arrél, hogy a PACAP a posztnatalis fejlodés elsé hetében, kdzvetleniil képes
(Falluel-Morel és mtsai., 2005, Cameron és mtsai., 2007). Raoult és mtsai. (2014) arrol

szamoltak be, hogy az exogén PACAP1-38 71%-al lassitja le a fejletlen granularis sejtek

crer
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Purkinje sejtrétegben, ex vivo. Ezt a jelenséget a PACAP altal aktivalt szignaltranszdukcios
utvonalakkal magyaraztak. Koztudott, hogy a cerebellumban talalhat6 endotelin receptorok
mtsai., 2005). Mivel a PACAP szintén képes a Gq proteinen keresztiil szignal utvonalat
inditani (Spengler és mtsai., 1993), feltételezték, hogy a PACAP is ilyen modon fejti Ki
gatlo hatasat. Ezt a feltevést erdsiti meg az a tény, miszerint az altalunk azonositott null,
hip, hopl és hiphopl receptor izoformak mindegyike képes aktivalni a Go/PLC tutvonalat
(Blechman és Levkowitz, 2013). Szintén bizonyitott, hogy PACI1 receptor immunreaktiv
sejtek figyelhetéek meg a posztnatalis fejlodés elsé hetében az NBL, GCL teriiletén,
valamint késébb az INL teriiletén is (Dénes és mitsai., 2014). Ezen eredményekbdl
kiindulva, lehetséges, hogy a PACAP az NBL rétegben a PACL receptorokhoz valo
kotddése altal szabalyozza a migralo sejtek szamat, ezaltal eldidézve a sejtszdm csokkenést

a GCL-ben.
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7. Osszefoglalas

A PACAP mind a periférias, mind a kozponti idegrendszerben eléforduld,
pleiotropikus regulator molekula, mely a fiziologiai hatasok széles korével rendelkezik a
fejlodd kozponti idegrendszerben (pl., sejproliferacio, sejtdifferenciacio, neuritndovekedés).
Glutamat és NMDA indukalta excitotoxicitas, etanol, ischémia, valamint anisomicin altal
kivaltott sejthaldl soran mutatott erds anti-apoptotikus hatdsanak kovetkeztében a
neurotoxikologiai Kutatasok kozéppontjaban van. Szabalyozo hatasait a PACAP
sejtfelszini receptoraihoz (PAC1, VPAC1, VPAC2) valé kapcsolodasan keresztiil
érvényesiti, melyek mindegyike a G protein kapcsolt receptorok csaladjaba tartozik. Az
ismert PACAP receptorok ¢és izoformaik altal az AC és PLC szignaltranszdukcids
utvonalak aktivaloddhatnak.

Habar szdmos tanulmény vizsgalta a PACAP hatésait és receptorainak jelenlétét a
kozponti idegrendszerben, a PACAP receptorok lokalizacidja és expressziojuk alakulasa a
fejlédés soran kevésbé ismert. A PACAP hatasok kialakitdsdban szerepet jatszo gének
azonositdsa, expresszidjuk valtozasanak vizsgdlata, valamint a glutamat altal indukalt
excitotoxicitas kivédését biztositd, PACAP 4altal aktivalt szignaltranszdukcids utvonalak
azonositdsa neonatalis patkany retindban szintén tisztazasra var.

Vizsgalati eredményeinket a kdvetkezd pontokba foglalhatjuk dssze:

1. Elséként azonositottuk a retindban expresszalodd négy PACI receptor izoformat
(null, hip, hopl, hiphopl) a retina posztnatalis fejlédése soran. A null és hip
transzkripcids szintjében fokozatos csokkenést tapasztaltunk, mig a hopl
expressziojaban a posztnatalis 20. napon detektaltuk a legnagyobb novekedést. A
hiphop1 a posztnatalis 10. nap kivételével 1ényeges valtozast nem mutatott. Tehat a
PACI receptor izoformak specifikus expresszids mintazatot vesznek fel a fejlodés
soran, mely mutatja a folyamat irdnyitasaban betoltott 1ényeges szerepiiket.

2. A retindban elséként vilagitottunk ra arra, hogy a PACAP a PLC ftutvonalon
keresztiil is képes kifejteni  anti-apoptotikus  hatasat MSG  indukalta
neurodegeneracios modellben. Vizsgalatainkban a PKA és a CAMP szintje nem
valtozott, az AC blokkolé (DDA), valamint a foszfatidilinozitol-specifikus PLC
gatld (Et-18-OCHg) sem tudta kivédeni a PACAP anti-apoptotikus hatdsat, mig a
foszfatidilkolin-specifikus PLC blokkold6 (D609CAS) hatasosnak bizonyult.
Tovabbi fontos megallapitds, hogy a PACAP kiilonb6z6 szignéltranszdukcids
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utvonalak felé mutatott rugalmassagat a jelenlévd PACAP receptorok mellett a
peptid extracellularis koncentracioja is meghatarozhatja.
3. Elsoként azonositottunk szdmos, PACAP altal szabalyozott gént ¢és géncsaladot a

retindban. A génexpresszios vizsgalatok eredményeként a 31 vizsgalt gén koziil a
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faktorok (Math5, DIx2) mennyiségében is. A sejtadhézioért, sejtek
Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP nem csak kozvetlen, hanem a
szekrécios proteineken (Fgfl, Bmp4, Gdf3, Wntl) keresztiil kifejtett, kozvetett
hatéssal is rendelkezik.

4. A morfologiai vizsgalatok soran elséként figyeltiik meg a PACAP kezelés hatasara
bekovetkezd valtozasokat a fejlodé emlds retindban. Kimutattuk az NBL
vastagsaganak, illetve a Chx-10 pozitiv progenitor, a horizontalis és az amakrin
sejtek szamanak ndvekedését, valamint a bels6 rostos réteg vastagsaganak és a
ganglionsejtek szamanak csokkenését. Tehat megmutattuk, hogy a PACAP képes

befolyasolni a retina morfologiai sajatossagait a retindlis sejtek szdmanak és

------

Konkluzioként levonhatjuk, hogy a PACAP receptorok (VPACI1, VPAC2 ¢s PACI
izoforméak) nagymértékben képesek szabalyozni az emlés retina ontogenezisét. Ugy tiinik,
hogy a PACAP egy részrdl a sejtek proliferacios képességének fenntartasa, a progenitorok
lassithatja. Mas részrdl viszont felvetddik a PACAP - mint regeneraciot serkentd faktor -
alkalmazasi lehetdsége egyes neurodegeneracids betegségekben. Tovabba eredményeink
ravilagitanak arra, hogy a PACAP extracellularis koncentracioja befolyasolhatja a PACAP
receptorokon keresztiili intracellularis szignaltranszdukcids mechanizmusok 1étrejottét,

ezaltal az altaluk medialt hatasokat.
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8. Summary

As a pleiotropic hormone/neurotransmitter, the pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide (PACAP1-38) is responsible for a variety of physiological actions in
the developing nervous systems (e.g. cell proliferation, differentiation, neurite outgrowth).
PACAP1-38 signals via three G protein-coupled receptors: (1) PAC1-R, which binds
PACAP1-38 more potently than VIP and (2) VPACL1 and (3) VPAC2 receptors, which do
not discriminate between PACAP1-38 and VIP. In addition, PAC1-R is an object of
alternative splicing that generates numerous isoforms. At present, sixteen PAC1-R splice
variants have been described in mammals; these isoforms are distinguished by alterations
in the N-terminal domain or the third intracellular loop or different combinations of both.
Consequently, PAC1-R isoforms differ with respect to ligand-binding specificity/affinity
and G-protein coupling resulting in the PACAP1-38 signal being transduced through
multiple intracellular pathways.

As a consequence of its strong anti-apoptotic effect, first and foremost, the peptide
has been in the focus of neurotoxicity research and its neuroprotective potential has been
extensively investigated in numerous neurodegenerative models (e.g. ischemia, ethanol
toxicity, NO toxicity, oxidative stress). Nevertheless, the early expression of PACAP and
PACL1-R pointed to the possibility of their involvement in development of a wide range of
living organisms.

Although, a neuroprotective effect of PACAP1-38 has been demonstrated in
monosodium glutamate (MSG) induced neurotoxicity in retina, the underlying transduction
pathways induced by PACAP1-38 in the in vivo MSG model remain unclear. Furthermore,
the literature reporting the actions of PACAP and presence of PAC-1 receptor splicing
variants in central nervous system is vast, however, the paucity of detailed information on
the PAC1-R expressing elements and function of exogenous PACAP in retinal
development is striking.

Therefore, in the present thesis, we aimed to (i) dissect the PACAP1-38-activated
signaling pathways mediating its anti-apoptotic effect in MSG induced excitotoxicity in
immature rat retina, (ii) describe the expression of PACL-R isoforms on precise
developmental time scale, (iii) identify genes that are governed by PACAP, at last but not
at least, (iv) to find those retinal cell types that are affected by PACAP in the developing

rat retina.
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Results of our investigation are summarized in the following points:

1.

2.

3.

4.

Using splicing variant specific primers, the analysis revealed that the null, hip,
hopl, hiphopl variants were expressed in the rat retina and most importantly, each
showed a unique expression profile. The transcript levels of the null and hip splice
variants showed a gradual decline while expression of hopl variant increased
significantly during development. Hiphopl transcript levels did not display
remarkable changes except for a transient increase at P10. Since each PAC1
receptor isoform displays a unique expression profile, we suggest that selective
splicing and expression of PACL1 receptor may be a pivotal component of
developmental processes.

We found that cAMP blockade by an adenylyl-cyclase inhibitor DDA did not
abrogate the neuroprotective effect of PACAP. Furthermore, following PACAP
treatment cCAMP and PKA levels were unaltered. On the other hand, blockade of
the phosphatidylcholine-specific PLC pathway by D609CAS inhibited the effects
of PACAP. It seems that at picomolar concentrations applied in our study,
PACAP1-38 has no ability to increase CAMP production and still exerts significant
anti-apoptotic effect through PLC activation. We conclude that intracellular
PACAP pathways might be determined by extracellular PACAP levels.
Consequently, PACAP produce a variety of outcomes in a dose-dependent manner.
We could identify numerous genes and gene families, which are regulated by
PACAP. The effects of exogenously applied PACAP might stimulate pluripotency
due to upregulation of Wntl, T and Gdf3. It could promote specific neuronal
differentiation of ganglion cells and photoreceptors through upregulation of Math5,
DIx2 and Otx2, respectively. PACAP appears not regulate cell adhesion, cell
migration, cell-cell communication (Gjbl) and axon outgrowth (Acan, CD44,
L1CAM). In sum, PACAP affects retinogenesis directly as well as indirectly
through regulation of secreted signaling proteins.

As a consequence of i.v PACAP1-38 injection, an increase was observed in the
thickness of the neuroblast layer compared to that of the control tissue. In line of
this observation, the number of the Chx-10 positive progenitor cells, horizontal and
amacrin cells was also increased. In addition, neurite outgrowth of the horizontal
cells was severely underdeveloped in PACAP treated retinas. In contrast, the cell

number in the ganglion cell layer and the thickness of the inner plexiform layer
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appeared to decrease compared to the control retina. Consequently, the PACAP do
has an ability to affect the morphogenesis of the retina, also, the number and

differentiation of the retinal neurons.

In conclusions, our results provide the first evidence of the great flexibility of
PACAP1-38 in triggering diverse signaling cascades to protect retinal cells against MSG-
induced apoptosis. The observation that PAC1 receptors displayed enhanced and
differential expression in different stages of the postnatal retina ontogenesis suggest a
versatile physiological role for PACAP throughout retinal development. PACAP appears
to affect retinal differentiation by inducing critical secreted signaling molecules with
mitogenic effects. Acting directly and indirectly, PACAP seems to be a negative regulator

of retinal development by inducing progenitor proliferation while repressing arborization.
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10. Koszonetnyilvanitas

Egy tapasztalt és bolcs embertl azt hallottam, hogy a tudomény vilagaba gérongyos,
kavicsos és néha nehezen jarhatdo Gt vezet. Azt hiszem, az elmult évek tapasztalatai
alatamasztjak ezt a megallapitast. Ugyanakkor azt is hallottam, hogy a nehézségek

legy6zhetbek, féleg ha nem is egy, hanem t6bb olyan ember van, aki ebben tamogat...

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek: Dr. Gabriel Robertnek és Dr. Dénes
Viktoridnak. Dr. Gabriel Roébertnek mindazért, hogy idejéhez és erejéhez mérten
tdmogatott, irdnyitott és minden lehetdséget biztositott ahhoz, hogy dolgozatom kisérletes
munkéja gordiilékeny lehessen.

Dr. Dénes Viktorianak, aki nem csak az egyetemen elt6ltott szakdolgozoi és PhD hallgatoi
1épéseimet irdnyitotta és feliigyelte, hanem a tudomanyos vilagon kiviili életem szerves
része is lett. Altala tanulhattam meg azt, hogy az élet minden teriiletén, beleértve a
tudomanyt is:

» -.-az a legfontosabb, hogy bizzunk szarnyaink erejében!”

Tovéabba szeretném megkoszonni Dr. Kemény Agnesnek, Dr. Seress Laszld professzor
urnak és Dr. Fekete Csaba tanarurnak, hogy laboratoriumukban helyet és eszkozt
biztositottak vizsgalataink elvégzéséhez, valamint Dr. Berta Gergelynek a konfokalis
mikroszkdpizaldsban nyujtott kitartd segitségét.

K6szonom Dr. Pollak Edit tanarnének dolgozatom attekintését és épitd kritikait.

Godri Zoltannak a preciz korrektarat, valamint a kisérletes munkaban nyujtott segitségét.
Koszonet illeti tovabba Szabd Bence Farkast a labormunkaban vald segit6készségéért,
valamint a Kisérletes Allattani és Neurobioldgiai Tanszék valamennyi dolgozéjat,

dolgozatom elkésziilésében valo tamogatasukert.

Koszonet és hala paromnak és csaladomnak, de legfoképpen Edesanyamnak és
Edesapamnak, akik egész életemben minden dontésemben tamogattak és onzetleniil
segitettek almaim megvaldsitasdban. Remélem, egyszer majd igazdn meghalalhatom nekik

mindazt, amit értem tettek!

Hala és koszonet legyen a Fentvalonak az elmilt évek minden nehézségéért, minden

konnyéért és minden oroméért!
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11. Sajat publikacios lista

MTMT koézlemény és 1déz6 Osszefoglalo tablazat
Lakk Monika adatai (2014.10.16.)

Kozlemény tipusok Szama Hivatkozasok'
Teljes tudomanyos kdzlemények? Osszesen Res\zléetez Fiiggetlen | Osszes

I. Tudomanyos folyéiratcikk 5 --- --- ---
nemzetkdzi szakfolyodiratban --- 5 8 10
hazai kiadasu szakfolydiratban idegen nyelven - 0 0 0
hazai kiadasu szakfolyodiratban magyar nyelven --- 0 0 0
I1. Kényvek 0 --- --- ---
a) Konyv, szerzéként 0 --- --- ---
idegen nyelvii --- 0 0 0
magyar nyelvii --- 0 0 0
b) Konyv, szerkesztéként 0 o - ---
idegen nyelvii - 0 - -
magyar nyelvii --- 0 - ---
I11. Kényvrészlet 0 === --- ---
idegen nyelvii --- 0 0 0
magyar nyelvii --- 0 0 0
IV. Konferenciakozlemény folyoiratban vagy 1 . L .
konferenciakotetben

Idegen nyelvii --- 1 0 0
Magyar nyelvii --- 0 0 0
Tudomanyos kozlemények osszesen (I.-1V.) 6 --- 8 10
Tovabbi tudoméanyos miivek’ 1 0 0
Osszesitett impakt faktor 19,0 --- --- -—-
Idézetek szima’ 8 10
Hirsch index’ 2
Oktatasi miivek

Felsooktatasi tankonyv 0 -—- - -
Idegen nyelvii - 0 0 0
Magyar nyelvii --- 0 0 0
FelsOoktatasi tankonyv része idegen nyelven ——- 0 0 0
FelsGoktatasi tankonyv része magyar nyelven - 0 0 0
Tovabbi oktatasi miivek 0 - 0 0
‘ Oltalmi formak 0 == 0 0
| Alkotas 0 0 0
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Ismeretterjeszto miivek

Konyvek 0 --—- 0 0
Tovabbi miivek 0 --- 0 0
‘ Kozérdekii és nem besorolt miivek ‘ 0 ‘ S ‘ 0 ‘ 0
Absztrakt 10 0 0
Egyéb szerzoség 0 -

Idézok disszertacioban, egyéb tipusban 0 mes

Megjegyzések:

A tablazat szamai hivatkozéasok is. A szamra kattintva a program listazza azokat a miiveket,
amelyeket a cellaban 6sszeszdmlalt.

--- : Nem kitolthet6 cella

! A hivatkozésok a disszertacio és egyéb tipust idézok nélkiil szamolva. A disszertacié és egyéb
tipust idéz6k Osszesitve a tdblazat végén talalhatok.

% Teljes tudomanyos kdzlemény ebben az adatbazisban:

- Folyéiratcikk : szakcikk/tanulmany, 6sszefoglalo cikk, rovid kozlemény, sokszerzds vagy
csoportos szerzOségi kozlemény, forraskiadas, recenzid/kritika, mukritika, esszé

- Konyv: szakkdnyv, monografia, kézikonyv, tanulmanykotet, forrdskiadas, kritikai kiadas,
mithelytanulmany, atlasz

- Konyvrészlet: szaktanulmany, fejezet, essz¢, forraskiadas, recenzid/kritika, miikritika,
mitargyleiras,

térkép, mithelytanulmany része

- Konferenciakdzlemény: folyoiratban, konyvben, egyéb konferenciakotetben megjelent legalabb
3 oldal terjedelemben

- Oltalmi formdk: szabadalmak, mintaoltalmak (részletek)

3 Szerkesztéként nem részesedik a konyv idézésébol

*1de értve a teljes kozlemények listdjaban nem szereplé publikaciokat, a nem ismert lektoraltsaga
folyoiratokban megjelent miiveket és minden olyan tudomanyos miivet, ami a L.-1V. sorokban
nem kertilt 6sszeszdmlalasra.

> A disszertaciok és egy¢eb tipust 1dézOk nélkiil szamolva (részletek)
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Doktori értekezés benyujtasa és nyilatkozat a dolgozat eredetiségérol

Alulirott

NV uiiiieiiieeeite ettt Lakk MONiKa........ccooiiiiiiiiiiie e
SZUIEtEST NEV:...evieeiiiiiiee e Lakk MOnika.........ccocvviviiiiiiiiiiiec e
ANYJA NBVE ..ot Csonka Katalin..........ccocooiiiieiineeeeeee
sziiletési hely, 1dO.........ccccevvviiiinennns Varpalota, 1987.05.14.......cccvoiiiiiiiiiiiiiie e

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalod polipeptid anti-apoptotikus és ontogenetikus hatasa a
posztnatalis patkany retiNADAN..........cviiiiiiiiiie i
cimii doktori értekezésemet a mai napon benyujtom a(z)

................................................ PTE TTK, Bioldgiai Doktori Iskola............ccccceovvveieiiciiennne
Doktori Iskola

Témavezetd(k) neve

e Dr. Gabriel Robert é€s Dr. Dénes VIKtOria........cccvvvvviiiiieeevieeniiinnns

Egyuttal nyilatkozom, hogy jelen eljaras sordn benyujtott doktori értekezésemet

- korabban mas doktori iskolaban (sem hazai, sem kiilfoldi egyetemen) nem nyujtottam be,
- fokozatszerzési eljardsra jelentkezésemet két éven beliil nem utasitotték el,

- az elmult két esztendében nem volt sikertelen doktori eljarasom,

- 0t éven beliil doktori fokozatom visszavonasara nem Keriilt sor,

- értekezésem Onalldé munka, mas szellemi alkotasat sajatomként nem mutattam be, az
irodalmi hivatkozasok egyértelmiiek és teljesek, az értekezés elkészitésénél hamis vagy
hamisitott adatokat nem hasznaltam.

Datum: Pécs, 2014. oktdber 22.

doktorjelolt alairasa
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