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1. Bevezetés

A kifejlodott gerinces retinaban 5 fobb réteget kiilonithetiink el, melyeket kiilonb6zo
tipusu sejtek épitenek fel. Ez az 6t réteg: a kiilsd magvas réteg és a kiilso rostos réteg, a belsd
magvas réteg és a belsé rostos réteg, valamint a ganglion sejtek rétege. A neonatalis retina
ugyanakkor csak 3 réteget tartalmaz: a ganglion sejtek rétegét, a belsé plexiform réteget és a
még differencialodd sejteket tartalmazo neuroblaszt réteget (Bagnoli és mtsai., 2003). A
patkany retina ontogenezise soran az eltérd sejttipusok fejlodése nem egyidejiilleg kovetkezik
be, igy mindegyik sejttipus egy egyedi proliferacios csuccsal jellemezhetd (Rapaport és
mtsai., 2004). A ganglion, a horizontalis sejtek és a csap bipolaris fotoreceptorok
embrionalisan, mig az amakrin sejtek, a palcika fotoreceptorok, valamint a bipolaris és Miiller
glia sejtek posztnatalisan mutatnak proliferacios csucsokat (Reese és Colello, 1992; Rapaport
¢s mtsai., 2004). Annak érdekében, hogy a retinaban a megfelelé szamu sejt kialakuljon, az
apoptozis két hullamban kovetkezik be a fejlddés sordn. Féleg a neuroblaszt réteget érintd,
elsé hullam az embrionalis korban jelentkezik, mig a masodik a posztnatalis fejlodés
kezdetétdl a szem kinyilasaig tart (Péquignot és mtsai., 2003). A szinaptogenezis folyamata
csak a sejtek talélését és megfeleld sejtrétegben vald megjelenését kdvetden indul meg
(Bagnoli és mtsai., 2003).

A szekretin/glukagon/VIP szupercsaladba tartozo hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo
polipeptid (PACAP) két, kiilonb6z6 hossziusagih formaban (PACAP 27 és 38) fordul el
(Miyata és mtsai., 1989). Pleiotropikus regulator, mely szamos bioldgiai hatassal rendelkezik,
hormonként/trofikus  faktorként, neurotranszmitterként, neuromodulatorként funkcional
(Vaudry és mtsai., 2009). A PACAP 3 kiilonboz6 receptoron: a PAC1, VPACI és VPAC2-n
keresztiil fejti ki hatasat, melyek mindegyike a G protein kapcsolt receptorok csalddjaba
tartozik (Gottschall és mtsai., 1990). A PACI receptornak a 3. intracellularis hurokba
beépiild, kiillonbozdé aminosav kazettak alapjan 6 izoformajat tudjuk elkiiloniteni. Ezek a null,
hip, hopl, hop2, hiphopl és hiphop2, melyek eltérd szignalmechanizmussal rendelkeznek. A
null, a hopl és a hop2 az adenilat-cikldz (AC) és foszfolipaz-C (PLC) utvonalat, mig a hip
foleg az AC utvonalat aktivalja. A hiphopl és 2 izoformakat intermedier fenotipus jellemzi
(Dickson és Finlayson, 2009).

A PACAP ¢és receptorainak korai, embrionalis expresszidja arra utal, hogy szerepet
tolthet be az ontogenezisben pl. stimulalja a sejtproliferaciot, sejtdifferencidciot, sejtmigraciot,

valamint a szinaptogenezist és plaszticitast (Blechman és Levkowitz, 2013). Erds anti-



apoptotikus hatasa kovetkeztében a neurotoxicitas kutatdsanak kdzéppontjaban van (Dejda és
mtsai., 2008).

Az apoptézisnak 2 utvonalat irtdk le szamos ¢él6lényben: a plazmamembran
halalreceptorainak aktivacidjaval indul6 extrinszik, valamint a mitokondrium, vagy ER feldl
indul¢ intrinszik utvonal (Wang, 2001). Az apoptotikus folyamatok kulcsmolekulai a caspase
enzimek, melyek az elséként aktivalodo iniciator caspase-okra (pl. caspase 9, 12) és az altaluk
aktivalt effektor caspase-okra oszthatok (caspase 3, 6, 7) (Boatright és Salvesen, 2003).

Az L-glutamat fontos szerepet jatszik a retina normal fiziologiai folyamataiban,
azonban emelkedett koncentracioban képes excitotoxikus sejthalalt, apoptozist indukalni
(Otori és mtsai.,, 1998; Chen és mtsai., 2001). Ennek kovetkeztében széles korben
alkalmazzak az  L-glutamatot, vagy natriumso6jat (natrium-glutamatot, MSG)

neurodegeneracios modellek 1étrehozasaban (Choi és Rothman, 1990).

2. Problémafelvetés és célkitiizések

1. Jol definialt az irodalomban a PACAP, MSG indukalta retinalis degeneraciokban in vivo
érvényesiil6 anti-apoptotikus hatasa (Tamas és mtsai., 2004). Azonban a hatas hatterében allo,
PACAP altal aktivalt jelatviteli utvonalak azonositdsa neonatalis patkany retinaban tisztazéasra
var. Ezért a Kkisérletek sordn szerettiik volna azonositani a PACAP neuroprotektiv
hatdsmechanizmusanak subcelluléris folyamatait MSG indukalta sejthaldl esetén, neonatélis
patkany retinaban:
a. a PACAP1-38 anti-apoptotikus hatasaban érintett enzimek (caspase 3 és 9, PKA)
mennyiségi valtozasanak vizsgalata szubkutdn (s.c) MSG, valamint intravitreélis

(1.v) AC, PLC blokkol6 és PACAP1-38 egylittes beadasaval.

2. Tobb tanulméany is sziiletett a PACAP receptorok és a PACI receptor izoformak
eléfordulasarol embrionalis és felnétt gerinces modellekben in vitro és in vivo (Lu és mtsai.,
1998; Njaine és mtsai., 2010). Mindezek ellenére a posztnatalis fejlédés soran megjelend
PACI1 receptor és izoformainak leirdsa patkany retinaban, valamint ezek expresszios
mintazatanak meghatarozasa hianyos. Ezért célul tiiztiik ki a patkany retinaban expresszalodo
PAC1 receptor izoformak azonositasat ¢és expressziojuk mennyiségi valtozasainak
meghatarozasat a posztnatalis fejlédés soran:

a. PACI splice variansok azonositdsa €s génexpresszids mintazatanak vizsgalata

kiilonb6z6 posztnatalis fejlédési stadiumokban (PO, P1, P3, PS5, P10, P15, P20),

b. az expresszalodo receptor izoformak fehérjeszintli megjelenésének vizsgalata.



3. Szintén bizonyitott a PACAP sejtproliferaciora, sejtdifferencidciora és sejtndvekedésre
gyakorolt pozitiv hatasa (Scharf és mtsai., 2008). Azonban az eddigi vizsgalatok nem
terjedtek ki azon gének azonositdsara, expresszidjuk valtozasanak vizsgalatira az emlds
retindban, melyek a PACAP hatdsok kialakitasaban szerepet jatszanak. Ezért a vizsgalatok
utolsé csoportjaban az i.v PACAPI1-38 kezelés egészséges, ujsziilott patkdny retindra
gyakorolt hatasat kivantuk megfigyelni:

a. expresszios valtozast mutatd gének azonositasa dssejt PCR array hasznalataval,

b. a PCR array eredményének pontositisa tovabbi gének vizsgalataval és azok
expressziés mintazatanak leirasaval, valamint a génexpresszios valtozasok
fehérjeszinten torténd megerdsitése,

C. a retina struktirdjaban, valamint a retinalis sejtpopulaciokban, PACAP kezelés

hatasara bekovetkezd valtozasok detektalasa PO-P5 fejlddési stddiumban.

3. Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok, kezelések, szovetpreparalas

A kisérletekhez albind Wistar patkanyok haszndltunk. A kezelések soran az éllatok egyik
csoportja szubkutan (s.c) MSG-t, vagy 0,9%-os fiziologias sooldatot, valamint intravitrealisan
(i.v) 0,5 pg/ul PACAP-ot (100 pmol), 20-100 nmol AC-blokkoloként hasznalt DDA-t, 5-10
pumol foszfatidilkolin-specifikus PLC inhibitor D609-et, 5-10 nmol foszfatidilinozitol-
specifikus PLC inhibitor ET-18-OCH3-at, illetve 100 pmol adenilat-ciklaz aktivatorként
ismert forskolint kaptak kiilonb6z6 kombinacioban. A maésik kisérleti csoport 1.v kezelésként
100 pmol PACAP1-38-at, mig a kontroll csoport s.c és i.v 0,9%-os fiziologias sooldatot
kapott. A retinakat az egyes kisérleti felallasnak megfeleld idépontokban tavolitottuk el és
RNS vagy protein extrakciot végeztiink a szovetekbol.

RNS extrakcid, reverz transzkripcid, polimerdz lanc reakcié (PCR), kvantitativ RT-PCR

A teljes RNS kivonast és tisztitast RNeasy Plus Mini Kit segitségével végeztiik. A reverz
transzkripcié soran 2 pg RNS-t hasznaltunk a cDNS szintéziséhez. A PCR specifitasanak
novelése érdekében touchdown-PCR-t alkalmaztunk, melyek soran a 25 pl-es
reakcioelegyekbe 4 pl cDNS-t, 50 nM forward primert, 50 nM reverz primert és megfeleld
mennyiségii Maxima Hot Start Master Mix-et mértiink dssze.

Az RT-PCR reakciok futtatasat SteponePlus RT-PCR gépen végeztik, melyekben a
reakciomixek 2-3 pg cDNS mintat, 5 uM forward primert, 5 pM reverse primert és SYBR
PCR Master Mix-et tartalmaztak. Az utobbi technikanal minden mintabol 3, parhuzamos



reakcidt futtattunk. A normalizacio érdekében, endogén kontrollként RPL13a-t és LacD-t
hasznaltunk. A génexpresszios kiillonbségeket AACt mddszer segitségével hataroztuk meg. A
valtozasokat minden gén esetében a kontroll mintakban mért értékekhez viszonyitottuk.

Fehériék mennyiségi valtozasainak analizise

A fehérje kivonasa soran hipotonias, vagy radioimmunprecipitacios assay (RIPA) lizis puffert
hasznaltunk. A mintakat standardizaltuk, beallitva a koncentracidjukat 1 pg/ul-es értékre. Az
elokészitett fehérjemintakat 4-12% NUuPAGE gradiens, illetve 10, 12% poliakrilamid gélen
futtattuk meg, majd a fehérjéket PVDF membranra transzferaltuk. A proteineket specifikus
primer- ¢és torma peroxidiz-konjugalt masodlagos antitestekkel jeloltik a megfeleld
higitasban. Normalizacios kontrollként anti-B-tubulin  és anti-GAPDH  antitesteket
hasznaltunk. A kemilumineszcens szignalt Western Lightning Chemiluminescence Plus
reagensek segitségével, FluorChem Q Imaging System gépben detektaltuk. A mennyiségi
Osszehasonlitashoz AlphaView Q Software-t alkalmaztunk.

Morfologiai valtozasok detektalasa

A szemserlegek kipreparalasat, fixalasat (4%-0s PFA + 1% glutar-aldehid), viztelenitését és
miigyantdba valé beagyazasat kovetden félvékony metszeteket (2-5 pm) készitettiink
ultramikrotom segitségével. A metszeteken - toluidin-kék festést kovetéen - morfometriai
méréseket végeztiink.

Immuncitokémiai vizsgalatok sordan a retindkat 4%-os PFA oldatban fixaltuk, majd ezt
kovetden 10-12 pm vastagsagl kriosztatos metszeteket vagy teljes retina preparatumot
készitettiink. A valtozast szenvedett sejtpopulaciok azonositasara specifikus sejtmarkereket
hasznaltunk (Calbindin: horizontalis sejt, Chx10: bipolaris sejt, HPC-1: amakrin sejt). Az
immunjel6lés soran a penetraciondvelés és blokkolas utan specifikus primer antitestekkel
inkubaltunk. Az antigén/antitest reakciot fluoreszcens festékkel jelolt masodlagos antitestek
(anti-egér-1gG-448; anti-birka-1gG-568) segitségével tettiik lathatova. A mintakat Olympus

FV-1000 konfokalis 1ézer szkenning fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk.

4. Eredmények és megvitatasuk

PACAP éltal aktivalt szignaltranszdukcios titvonalak

Vizsgéalatainkban a posztnatalis 1. napon (P1) végeztik el a kezeléseket.
Kutatocsoportunk korabbi eredményei kimutattak, hogy az MSG a kezeléseket kovetd 6.
ordban emelte meg szignifikdnsan a caspase 3 €s a caspase 9 mennyiségét neonatalis patkany

retinaban (Dénes és mtsai., 2011), ezért a PACAP hatasat és az apoptotikus enzimek szintjét



ebben a kisérleti idopontban vizsgaltuk meg. Eredményeink kimutattdk, hogy az i.v
PACAP1-38 meggatolta a s.c injektalt MSG excitotoxikus hatasat, ugyanis az aktiv caspase 3
¢és 9 szintje a kontrollban mért érték ala csokkentett. Az AC inhibitor, DDA 20 és 100 nmol
koncentracioban torténd egyiittes alkalmazasa a PACAP1-38-al hasonlé eredményt mutatott,
nem valtoztatta meg az apoptotikus enzim kontrollhoz viszonyitott mennyiségét. Tehat az AC
utvonal kiiktatasa ellenére a PACAP ki tudta fejteni anti-apoptotikus hatésat.

A protein-kinaz A (PKA) mennyiségének vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az i.v
PACAP1-38 1, 3, illetve 6 oraval a kezeléseket kovetden sem tudta szignifikansan megemelni
az aktiv PKA szintjét. A ciklikus adenozin-monofoszfat (cCAMP) szintben bekdvetkezéd
valtozasok vizsgalata soran kimutattuk, hogy a cAMP szint 1 6raval a kezeléseket kdvetden
szignifikansan megemelkedett mind a fiziologias sooldat/forskolin, mind a MSG/forskolin
egylittes adéasa esetén, mely pozitiv kontrollként bizonyitja a kezelés hatékonysagat.
Ugyanakkor a fiziologias sooldat/PACAP1-38, valamint az MSG/PACAP1-38 kombinacidja
soran a ¢cAMP szintje nem haladta meg a kontrollban mért értékeket. A tobbi vizsgalati
idépontban (2h, 3h, 4h, 5h) Iényeges valtozasokat egyik kezelés esetében sem tapasztaltunk.
hasznaltunk, hogy kideritsik a PACAP esetleges aktivalo hatdsat a PLC utvonalra. A
foszfatidilinozitol-specifikus PLC inhibitor ET-18-OCH3; nem tudta kivédeni a PACAP anti-
apoptotikus hatasat, ugyanakkor a foszfatidilkolin-specifikus PLC inhibitor D609CAS
hatasosnak bizonyult. A PACAP1-38 és D609CAS 10 és 5 umol-os koncentracidban vald
egylittes beadasa esetén - s.c MSG jelenlétében - a PACAP anti-apoptotikus hatasa megsziint
¢s az aktiv caspase 3 szintje az MSG kezelt mintakban mért értékeket kozelitette meg.

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a 100 pmol PACAP
alkalmazasa esetén az AC/cAMP/PKA ttvonal nem, csak a PLC kapcsolt kaszkad aktivalodik

a PACAP anti-apoptotikus hatasanak kifejtésében, MSG indukalta neurodegeneracio esetén.

A PACI receptor és izoformainak azonositisa és génexpresszios valtozasa a fejlodés soran

A vizsgélatokhoz ujsziilott (P0O), valamint P1, P3, P5, P10, P15 és P20 napos

patkanyok kezeletlen retinait tavolitottunk el az allatokbol. A touchdown-PCR futtatdsok
segitségével 4 PACI1 izoforma: a null, hip, hop1, hiphop1 jelenlétét bizonyitottuk.

A relativ mennyiségi valtozdsok meghatarozasat lehetévé tevd RT-PCR futtatdsok
soran eldszor olyan primert alkalmaztunk, mely minden PACI1 splice varidns kimutatasara
alkalmas. A PACI receptor transzkripcids szintje, a P1 napon mért kismértéki ndvekedés

kivételével 1ényeges valtozast egyik iddpontban sem mutatott.



Kisérleteink kovetkezd csoportjdban az egyes izoformak onmagukhoz viszonyitott
valtozasat detektaltuk a fejléddés kiillonbozd iddpontjaiban. A null és hip izoforma esetében
hasonlé tendenciat figyelhettink meg. A P1 napon mért kisebb emelkedést kovetden a
fejlodés elorehaladtaval fokozatos csokkenés mutatkozott az expresszid mértékében. A hopl
varians expresszidja ezzel szemben a fejlodés PS5 napjaig 1ényeges novekedést nem
tapasztaltunk, azonban az ezt kovetd iddpontokban markans, statisztikailag szignifikans
emelkedést detektaltunk egészen a P20 stadiumig. A hiphopl esetében egyéni expresszios
profilt figyeltiink meg, ugyanis a P10 napon mért nagymértékii, de nem szignifikans
novekedés kivételével valtozast nem tudtunk kimutatni.

Annak érdekében, hogy az egyes fejlédési idopontokban detektalhassuk az izoformak
egymashoz viszonyitott dominancidjat, 6t fejlodési stadiumot valasztottunk ki (PO, P1, P10,
P15 és P20). Vizsgalataink soran, minden idépontban a null izoforma expresszids szintje
szolgélt referencia értékként.

Az eredmények azt mutattak, hogy a fejlodés kezdeti szakaszaban (PO és P1) a hip
izoforma expresszalodik a legnagyobb mennyiségben. Ez a jelenség a P10 stadium
kornyékére megvaltozik, ugyanis a hopl izoforma felvaltja a hip-et. A hopl statisztikailag
szignifikans novekedést mutatott a késébbi (P15 és P20) fejlédési idopontokban is. A null
izoformahoz képest a hiphop1 1ényeges valtozast egyik stadiumban sem mutatott.

Az mRNS szinten detektalt valtozasok megerdsitése érdekében immunblott technikat
alkalmaztunk. Sajnos a kereskedelmi forgalomban nem taldlhat6 izoforma specifikus antitest,
igy a fehérje szintli vizsgalatokat PACI1 receptor antitest segitségével végeztik el, mely a
fehérje extracellularis N-terminalis szekvencidjat ismeri fel. Ugyanakkor a harmadik
intracellularis hurokba val6 kazetta beépiilés vagy kiesés eredményeképpen valtozik a protein
mérete, igy az izoformakat méretiik alapjan el tudjuk kiiloniteni. A western blott futtatdson
harom savot kiilonithettiink el. A legfelsd savban, a legnagyobb mérettel (75 kDa) rendelkezd
izoforma, a hiphopl valoszinlisithetd. A hiphopl-nél kisebb hip €s hopl splice variansok
azonos protein meérettel rendelkeznek, igy a masodik savban voltak megfigyelhetéek. A
legkisebb aminosav hosszusaggal jellemezheté Null izoforma a harmadik savban, joval a 75
kDa alatt jelentkezett. A futtatdsok sordn normalizacids kontrollként a 37 kDa-nal
detektalhat6 GAPDH-et hasznaltuk.

Eredményeink génexpresszids és fehérjeszinten is kimutattak, hogy a PACL1 receptor
izoformak specifikus expresszios mintazatot vesznek fel a fejlédés soran, mely jelzi a

folyamat irdnyitasaban betdltott szerepiiket.



PACAP1-38 kezelés hatasara bekovetkez6 morfoldgiai valtozasok

A morfologiai vizsgalatokat 5 napos retindkon végeztiik el, melyek P1 és P3 korban
I.v PACAP1-38 kezelést kaptak. A kétszeres PACAP1-38 kezelés szamottevd valtozast nem
okozott a retina szerkezetében, mind a kontroll, mind a kezelt retinaban megfigyelhet6 volt az
NBL, az IPL és a GCL rétege. A morfometriai vizsgalataink azonban kimutattak, hogy a két
idépontban megismételt i.v PACAP1-38 injekcid hatdsara az NBL vastagsagaban ndvekedés
kovetkezett be a teljes retina vastagsagahoz viszonyitva. A harom egyedben mért értékekbdl
szamolt atlagos novekedés 2,65 % volt. Ugyanakkor az NBL-re vonatkozdé mérésekkel
ellentétesen az IPL vastagsagdban atlagosan 2,69 %-os csokkenést tudtunk detektalni. A
metszeteken végzett sejtszdmolas eredményei azt mutattdk, hogy a kétszeres PACAP1-38
kezelést kapott egyedekben (n=3) az atlag sejtszama 13,17+1,3 db/100um, mig a
kontrollokban mért sejtek atlaga 15,02+1,51 db/100um volt. Ez a valtozas szignifikans,
14,05%-0s csokkenést jelent.

Immuncitokémiai vizsgalatok soran a valtozast szenvedett sejtpopulaciok
azonositasara specifikus sejtmarkereket hasznalunk. A horizontalis sejtek festésére alkalmas
calbindin jeloléseknél azt tapasztaltuk, hogy a kezelt mintdkban a sejtek arborizacioja
alulfejlett és a nyulvanyok rovidebbek. Ezzel szemben a kontrollban megfigyelhetd, gazdag
nyulvanyrendszer nemcsak horizontalis, hanem vertikalis iranyba is kiterjedt. Az arborizacio
csokkenésével parhuzamosan a sejtek szama megemelkedett a PACAP kezelt mintakban.

Az amakrin sejtek jelolésére alkalmas HPC-1 antitesttel végzett vizsgalatok esetében a
sejtszalag vastagsadgaban figyeltiink meg kiilonbséget. A kezelt retindkban a HPC-1 pozitiv
terlilet az IPL hataran szélesebb sav formdjaban jelent meg a kontroll mintdkhoz képest. A
migrald és az INLben rendez6dd bipolaris sejtek, valamint az NBL hataran 1évd progenitor
sejtek jelolésére szolgald Chx-10 antitesttel végzett vizsgalatok soran a kezelt mintakban 1év6
Chx-10 pozitiv progenitor sejtek szamanak novekedését figyeltik meg. A migrald sejtek
Sszama ugyanakkor alacsonyabb volt a kezelt mintdkban.

Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a PACAP a horizontélis €s amakrin
sejtek képzddését serkenti, mig a GCL-ben sejtszam csokkenést idéz eld. Osszegezve a fenti

eredményeket, bizonyitottuk, hogy a PACAP jelentds hatdssal bir a posztnatalis fejlddésre a

------

PACAP1-38 kezelés hatasara bekovetkezd expresszids valtozasok

A vizsgalatokhoz P1 koru allatokat hasznaltunk. A retindk eltavolitasat a PACAP1-38

kezelést kovetd 3., 6., 12., valamint 24. 6raban végeztiik el. A vizsgalt géneket - az irodalmi



adatokra hivatkozva - a neuralis és nem-neuralis szovetek fejlédésében legjelentésebb
szerepet betoltd génekbdl valogattuk ki.

A szimmetrikus/aszimmetrikus sejtosztodasért (Dhh) felelés gének, valamint a
sejtadhézios molekuldk (Acan, Cd44, L1ICAM) egy idopontban sem mutattak expresszids
valtozast, mig a proteoszoéma komplex elemei koziil a Cull, valamint a sejtmegajulasért
felelos marker Neurogl csak egy vizsgélati idépontban mutatott kismértékii expresszios
véltozast. Ezen eredményeink alapjan feltételezhetjiikk, hogy a PACAP kezelés nem

A fibroblaszt novekedési faktorok koziil vizsgalt Fgfl expresszios szintje a 6, valamint

a 12 oras kezelések soran egy fokozatos novekedési mintdzatot mutatott. Ezt a valtozast
fehérjeszinten is tudtuk detektalni, ugyanis a protein mennyiségében mind 12, mind 24 6ra
elteltével emelkedést figyelhettiink meg.
Gdf3 expresszidjat vizsgaltuk meg. A Bmp4 esetében a kontrollhoz hasonlod értéket
detektaltunk 3 6raval a kezeléseket kovetden, mig a 6 és 12 6ras vizsgalatokban fokozatos,
statisztikailag szignifikdns ndvekedést mutatott. Annak ellenére, hogy a génexpresszioban
fokozatos novekedést detektaltunk a Bmp4 esetében, a western blott analizisek eredményei
csak a 24 o6ras mintakban mutattak szamottevé emelkedést a fehérje szintjében. A Gdf3
esetében 3, valamint 12 ora elteltével tudtunk szignifikdns novekedést detektalni, mig 6 ora
elteltével nagymértékli csokkenést mutatott. A fehérje mennyiségében a génexpressziohoz
hasonld valtozasokat tapasztaltunk, 12 ora elteltével csokkenést, mig 24 ora elteltével
Iényeges novekedést figyeltiink meg.

A sejt-sejt kommunikaciot szabalyozo gének koziil a Gjbl transzkripcidja mutatott
mindharom idépontban 1ényeges emelkedést, ugyanakkor a Gjbl protein mennyisége egyik
vizsgalati idOpontban sem mutatott szamottevd valtozast.

A PACAP1-38 az embrionalis sejtvonal markerekre is hatast gyakorolt. A
transzkripcids faktorként ismert Nanog gén mar 3 oraval a kezeléseket kdvetden markans
novekedést mutatott, amelyet a 6 6rds mintakban egy erdteljes csokkenés kovetett. A T gén
hasonld valtozasokat produkalt a 3 és 6 oréds vizsgalatokban, ugyanakkor a 12 oras kezelések
esetében expresszios szintje joval a kontroll érték folé emelkedett.

Az ontogenetikus folyamatokban esszencialis szereppel bir6d szigndlmolekula, a Wntl
expresszioja a PACAP1-38 injekcidt kovetdé mindharom vizsgalati idOpontban lényeges
emelkedést mutatott. Ugyanakkor fehérjeszinten csak a 12 oras kezelések soran figyeltiink

meg emelkedést.



A retindlis sejtdifferenciacios markerek fontos részét képezik a vizsgalt géneknek,
ugyanis lényeges szerepet toltenek be a sejtek elkdtelezodésében és differencialddasaban. Az
elvégzett kisérletek eredményei azt mutattadk, hogy a Mashl expresszidjaban kismértékii, de
szignifikans novekedés kovetkezett be 3, valamint 12 ora elteltével. A ganglion sejtek
detektalni. Az expresszioban mértekhez hasonldan, fehérjeszinten mind a 12 6ras, mind a 24
orés kezelések soran lényeges mennyiségi novekedést mutatott. A DIx2 3 és 12 oraval a
PACAP1-38 injekciot kovetéen mutatott nagymértékli, szignifikdns emelkedést. A két
id6pont kozott azonban 1ényeges csokkenés volt megfigyelhetd az mRNS expressziojaban. A
12 oras kezelésekben a fehérje mennyisége kozel azonos volt a kontrollban mértekhez, mig a
24 6ras mintakban szdmottevd ndvekedést detektaltunk. Az Otx2 gén expresszidja 6 és 12
orandl is novekedést mutatott. A DIx1, NeuroD1 és Chx10 esetében egyik vizsgalati
idépontban sem tudtunk valtozast mérni.

Eredményeinkbdl egyértelmtien latszik, hogy a PACAPI1-38 kezelés hatasdra a
sejtproliferaciot elésegité (Fgfl, Bmp4, Gdf3), pluripotens allapotot fenntarto (Nanog, T,
génszinten, hanem fehérjeszinten is emelkedést mutatnak. A szekretdlt morfogénekre (pl:
Fgfl, Bmp4, Gdf3, Wntl) gyakorolt hatas arrol arulkodik, hogy a PACAP nemcsak
kozvetleniil azokra a sejtekre fejti ki hatasat, melyek PACI receptorral rendelkeznek, hanem
képes kozvetett uton is hatast gyakorolni mas, esetleg PAC1 receptorral nem rendelkezd

sejtekre.
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