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1. Bevezeto

1.1. A patkany retina fejlodésének osszefoglalasa

A bonyolult felépitésii emlés retina Kifejlodése tobb 1épésbdl all. A retinalis sejtek
funkciondlis egységbe vald rendezddése tobb, egymadst idoben atfedd folyamat eredménye
(sejtosztodas, apoptozis, sejtmigracio, arborizacid, szinaptogenezis), melyek szabalyozasaba
rengeteg intrinszik és extrinszik faktor vesz részt. A fejlédé szem ventrikularis zonajaban
helyet foglald progenitor sejtekbdl 7 kiilonbozd sejttipus alakul ki. A sejttipusok sziiletése
parhuzamosan torténik, de mindegyik sejttipus jol jellemezhetd, egyedi sejtosztddasi csuccesal
rendelkezik (Morrow és mtsai., 1998; Morrow és mtsai., 2008; Rapaport és mtsai., 2004;
Reese és Colello, 1992). A retinat felépitd sejtféleségeket és azok megjelenését a 1. abra és a

2. abra foglalja dssze.
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A sejttipusok kialakuldsaval parhuzamosan az ujonnan keletkezett posztmitotikus
sejtek a ventrikularis zonabol radialis és tangencialis vandorlassal a neuroblaszt réteg (NBL)
megfeleld teriiletére vandorolnak (3./A abra) (Cook és Chalupa, 2000; Reese és Galli-Resta,
2002). A megfelel6 sejtszam eléréséhez a posztmitotikus sejtek egy része apoptdzison megy
keresztiil. Az apoptozis elsé hullama a megsziiletés elott, az embrionalis retindban megy
végbe (Pequignot és mtsai., 2003). A masodik hullam az elsé posztnatalis héten zajlik, P3 és
P7 kozott. Ezzel parhuzamosan a tuléld sejtekben megindul az axonndvekedés, az arborizacio,
melynek kovetkeztében kialakul a retina belsé rostos rétege (IPL), valamint a kiilsé rostos
réteg (OPL) (Galli-Resta és Ensini, 1996; Perry és mtsai., 1983; Webster és Rowe, 1991). A
tovabbi fejlodés soran P7-nél az IPL-ben megjelennek a szinapszisok és a szinaptikus
vezikulak, valamint megindul a szinaptikus jelatvitelhez sziikséges receptorok, transzporterek
¢s szinaptikus fehérjék expresszidja. A retindlis sejtek funkciondlis egységbe valo
rendez6dése P10 és P15 kozott torténik meg. (Grunder és mtsai., 2000; Johnson és mtsai.,
2003; Sassoe-Pognetto és Wassle, 1997; Vu és mtsai., 2000; Webster és Rowe, 1991) A
feln6tt retinaval megegyez6 morfologiai jellegek mar P10-nél megfigyelhetok, de a retina
teljes kifejlodése P21-re fejez6dik be. (Fletcher és Kalloniatis, 1997; Johansson és mitsai.,
2000; Sassoe-Pognetto és Wassle, 1997) A posztnatalis fejlédés végére az el6bb emlitett
folyamatok eredményeképp, a kifejlett retindban a kovetkezd rétegeket tudjuk elkiiloniteni:
retinalis pigment epithélium (RPE), kiilso sejtes réteg (ONL), OPL, belso sejtes réteg (INL),
INL és a ganglion sejt réteg (GCL) (3./B és C abra).
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3. abra. A retina sturktiraja P5 korban (A) és P10 korban (C), valamint a retina sematikus szerkezete (B)
(C abrarészlet Nyisztor Zsolt munkaja)
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1.2. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) altalanos

jellemzése

A PACAP1-38 egy 38 aminosavbol allo peptid, melynek felfedezését egy japanokbol
¢s amerikaiakbol allo kutatocsoport publikalta 1989-ben. A felfedez6k megfigyelték, hogy
patkany hipofizis sejtjeibdl 1étrehozott sejtkulturahoz adva a PACAP1-38 nagymértékben
stimulalta a sejtek adenilat-ciklaz (AC) aktivitasat. Az AC utvonal aktivalasan keresztiil a
(Miyata és mtsai., 1989). Az elobb leirt tulajdonsagok miatt és a szerkezeti homoldgiabol
kovetkezéen a PACAP1-38 a VIP/szekretin/glukagon peptid szupercsaladba keriilt
besorolasra. Késobbi kutatasok kimutattdk, hogy a PACAP az evollcio sordn igen koran, mar
a fejgerinchirosokban (4. abra) is megjelenik és szerkezetére nagyfokt konzervaltsag
jellemz6 (McRory és Sherwood, 1997; Sherwood és mtsai., 2000; Vaudry és mtsai., 2009) (5.

abra).
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4. abra. A VIP/szekretin/gliikagon peptidcsalad kialakulasa a filogenezis soran.
Urochordate=Elégerinchurosok, Agnatha=Allkapocs nélkiiliek, Fish=Halak, Amphibian=Kétéltiiek,
Avian=Madarak, Mammalian=Emlésok (Vaudry és mtsai., 2009).
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5. abra. A PACAP aminosav szekvenciaja kiilonb6zé fajokban. Human=ember, Cattle=marha,
Sheep=juh, Pig=sertés, Mouse=egér, Rat=patkany, Guinea pig=tengeri malac, Chicken=csirke,
Lizard=gyik, Frog=béka, Lungfish=tiidéshal, Goldfish=aranyhal, Salmon=lazac, Catfish=harcsa,
Stargazer=csillagvizsgalohal, Flounder=lepényhal, Halibut=lepényhal, Whitefish=maréna, Grayling=pér,
Sturgeon=tokhal, Stingray=raja, Tunicate=zsakallat. (Vaudry és mtsai., 2009).

A PACAP széleskori biologiai hatasokkal rendelkezik és az egész szervezetben
altalanosan elofordul. Befolydsolja a cirkadian ritmust és a hipofizis hormontermelését. A
pajzsmirigyben fokozza a tiroxin termelést, részt vesz az ivarsejtek érési folyamataban,
valamint befolyasolja a nemi mirigyek és a mellékvese hormontermelését. Az
emésztOrendszer esetében szerepet kap a nyal és a gyomorsav elvalasztasaban, szabalyozé
fehérjék termelésében tovabba a bélmotilitasban. Befolyasolja a hasnyalmirigy inzulin és
gliikagon termelését. A 1égzdrendszerben bronchodilatatorként, a keringési rendszerben
vazodilatatorként hat. A csontképzddési folyamatokban is részt vesz. A PACAP a
tumorsejtekre kifejtett szertedgazd hatdsanak kdszonhetden a rakkutatasban is reflektorfénybe

keriilt (stimulalja vagy gatolja a sejtproliferaciot, fokozza a hormontermelést, apoptozist

gatol) (Vaudry és mtsai., 2009).
1.3 A PACAP idegrendszerben betoltott szerepe

A kozponti és kornyéki idegrendszer mitkodésében a PACAP hormonként, trofikus
faktorként és neurotranszmitterként kap szerepet (Vaudry és mtsai., 2009). Els6ként erés anti-

apoptotikus hatdsat ismerték fel, igy a neurodegeneracids kutatasok kozéppontjaba kertilt
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(Dejda ¢és mtsai., 2008). Etanol kezeléssel Kialakitott neurodegenerativ  korkép
(axonndvekedés elmaradédsa, fokozott apoptdzis) esetén, a kisérleti rendszerbe az alkohol
mellé PACAP-ot adagolva az apoptotikus folyamatokat jelz6 kaszpazok szintje csokkent
(Vaudry ¢és mtsai.,, 2002). Ischaemia altal kivaltott neurodegeneracid esetén a
hippocampusban a PACAP csokkentette az apoptozist jelzé mitogén-aktivalt protein kindz
(MAPK) csalad tagjainak szintjét (Dohi és mitsai., 2002). Natrium-glutamat altal kivaltott
retinadegeneracid esetétn a PACAP koncentraciofiiggd modon csokkentette a retina
anatomiajaban bekovetkezett patologias elvaltozasokat (Tamas és mtsai., 2004).

A neurodegenerativ modellekben megfigyelt hatasai mellett fontos figyelmet szentelni
a PACAP intakt szervezetben betoltott fiziologiai funkcidinak. A PACAP és receptoral
szamos ¢ldlényben (madar, zebradanio, patkany) expresszalédnak az ontogenezis soran, ami a
fejlédésben betoltott fontos szerepére enged kovetkeztetni (Alexandre és mtsai., 2011). A
PACAP receptorok patkdny agyban egyedi expresszids mintdzattal rendelkeznek, mind az
embrionalis, mind a posztnatalis fejlédés soran (Basille és mtsai., 1993). Szamos eredmény
igazolta mar, hogy a PACAP hat a sejtproliferaciora, a sejtdifferenciaciora, az apoptdzisra és
az idegnyulvanyok fejlodésére. Patkany kisagy szemcsesejtjein kimutattak, hogy a PACAP
hosszantarto jelenléte fokozza az axonndvekedést és a sejtek talélését (Vaudry és mitsai.,
1998), valamint fokozza a patkany kisagyi neuroblasztjainak nyulvanyképzését, ugyanakkor
az apoptozisra gatlolag hat (Gonzalez és mtsai., 1997). Egerek agyi progenitor sejtkultaraitol
megvonva a novekedési faktorokat, PACAP adasaval emelkedik a t0lél6 és aktiv osztodast
Patkanyok periférialis szimpatikus neuroblasztjaiban a PACAP fokozza a sejtproliferaciot,
mig az agykérgi neuroblasztok szaporodasat gatolja (Lu és mtsai., 1998). Lathatd, hogy a
PACAP valtozatos feladatokat tolt be a kdzponti idegrendszer sok teriiletén, mégis a PACAP
retina fejléddésében betdltott szerepérdl nagyon kevés tudomanyos adat 4ll rendelkezésiinkre.
Az eddigi kutatasi eredmények azt mutatjadk, hogy a PACAP és receptorai mar a retina
fejlodésének korai embriondlis szakaszdban megjelennek. Korai posztnatdlis korban

receptorai jellemz6 anti-proliferativ hatast kozvetitenek (Njaine és mtsai., 2010).

1.4. A PACAP receptorok és elofordulasuk az emlos idegrendszerben

Az eml6s szervezetben eléfordulo PACAP receptorok a 7 transzmembran doménnel
rendelkezd receptorok csoportjaba tartoznak. A PACAP altal kifejtett eltérd, esetenként

ellentétes fizioldgias hatasok, a PACAP receptorok nagyfokt diverzitasaval magyarazhatok.

A PACAP - a vele 68%-o0s homologiat mutatod - VIP-el azonos affinitassal kotédik a VPACI
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¢s VPAC2 receptorokhoz (VPAC1-R, VPAC2-R), viszont annal szazszor nagyobb affinitassal
kotédik a PACI1 receptorhoz (PAC1-R) (Gottschall és mtsai., 1990; Harmar és mtsai., 1998;
Lam ¢s mtsai., 1990). A PACAP hatasanak specifikus gatlasara tobb antagonistat
kifejlesztettek, ezek koziil a leghatékonyabb és legelterjedtebb a PACAP6-38 (Robberecht és
mtsai., 1992). Tobb Kkisérleti modellben sikeresen alkalmaztak a PACAP hatasanak
blokkolasara (Erhardt és mtsai., 2005; Hollosy és mtsai., 2004; Reglodi és mtsai., 2003).

1.4.1 VPACI és VPAC2 receptorok

A VPAC1-R jelenlétét elsOsorban a tiidében, a vékonybélben, a csecsemOmirigyben,
az agykéregben és a hippocampusban irtak le. A VPAC2-R a gyomorban, a nemiszervekben,
a hasnyalmirigyben ¢és a hipotalamuszban fordul el (Usdin és mtsai., 1994). Hatasukat az AC
utvonalon keresztiil fejtik ki (Vaudry és mtsai., 2009). Munkacsoportunk kimutatta a VPAC1-
R és a VPAC2-R expressziojat az emlds retinaban, ahol a VPAC1 mRNS szintje fokozatos
emelkedést mutatott a posztnatalis fejlodés 15. napjaig (P15), mig a VPAC2 transzkripcidja
csak P15-nél emelkedett meg. Erdekes modon a receptor fehérje mennyisége nem korrelal
ezzel a valtozassal, hanem az egész posztnatalis fejlédés alatt (P0O-P20) azonos mértékben

szintetizalodik. Ez az ellentmondéasos eredmény a poszttranszlacios modosulas, illetve a

crer

1.4.2. PACI receptor izoformak jellemzése

Patkany esetében a PAC1-R 6 kiilonb6z6 izoformaval rendelkezik, ezek: a Null, a Hip,
a Hopl, a Hop2, a Hiphopl és a Hiphop2. A kiilonb6z6 izoformak a harmadik intracelluléris
hurok felépitésében kiilonboznek. Ebben a pozicidban 3 fehérjekazetta kiilonbozd
kombinacioi alakitjak ki az izoformakat, melyek eltérd szignal transzdukcios utvonalakat

aktivalhatnak. A receptorok felépitését az 1. tablazat tartalmazza.

Receptor izoforma neve Receptor izoforma felépitése
PAC1-R-null 495 AS
PAC1-R-hip 495 AS + 28 AS (hip kazetta)
PAC1-R-hopl 495 AS + 28 AS (hopl kazetta)
PAC1-R-hop2 495 AS + 27 AS (hop2 kazetta)
PAC1-R-hiphopl 495 AS + 28 AS (hip kazetta) + 28 AS (hop1l kazetta)
PAC1-R-hiphop2 495 AS + 28 AS (hip kazetta) + 27 AS (hop2 kazetta)

1. tablazat. Az emlés szervezetben eléfordulé harmadik intracellularis hurok felépitésében Kiilonbozé
PAC1-R izoformak. AS=aminosav



A Null, Hopl és Hop2 izoforma, mind az AC, mind a foszfolipaz-C (PLC) ttvonalat
aktivalja, mig a Hip kizarolag az AC utvonalat. A Hiphopl és Hiphop2 izoformak esetében
koztes hatast tapasztalhatunk (Dickson és Finlayson, 2009). Az eddigiekben bemutatott
izoformak mellett még létezik egy short és egy very short izoforma is, melyek az N-terminalis
felépitésében kiilonboznek a Null izoformatdl és nincsenek jelen a patkdny retinaban
(Dickson ¢és Finlayson, 2009; Harmar és mtsai., 1998; Pantaloni és mtsai., 1996). Emiatt a
PACAP hatasanak pontos megértéshez - ismerniink kell, hogy a vizsgalt rendszer esetében -
mely PAC1-R izoformak expresszalodnak.

A korabbi irodalomban taldlunk adatokat arra nézve, hogy patkdny retinaban
kimutattak PAC1, VPAC1 ¢és VPAC2 receptorokat (Bagnoli és mtsai., 2003). A PAC1
receptor esetében 4 izoforma van jelen a retinaban. Ezek a Null, a Hip, a Hopl és a Hiphopl,
melyek egyedi expressziés mintazatot mutatnak a posztnatalis retinafejlédés soran. A Null és
a Hip izoforma expresszidja a fejléddés soran csokken. A Hopl izoforma expresszidja
nagymértékben nd, mig a Hiphopl izoforma expresszidja P10-nél mutat egy atmeneti
maximumot. P1 és P5 idépont kozott mind a 4 izoforma eléfordul a retinaban, de koziilik a

Hip és a Hopl mennyisége dominans (Lakk ¢és mtsai., 2012).



2. Célkituzések

Vizsgalataink célja az volt, hogy a PAC1 receptorok Kkorai, posztnatalis
retinafejlédésben betoltott szerepérél informacidt szerezziink. Ennek érdekében PACL
receptor antagonista in vivo injektalasat kovetoen:

1. Real-time PCR segitségével meghataroztuk a PACI receptorok altal szabalyozott
gének expresszids valtozasat:
e 3 ¢draval az injektalast kdvetden
e 0 Oraval az injektalast kovetden
2. Félvékony metszeteken megvizsgaltuk a retina strukturdjaban bekovetkezd
valtozasokat:
e a retina rétegeinek egymashoz viszonyitott aranydban bekovetkezd
valtozéasokat

e asejtek szamaban bekovetkezo valtozasokat.

Mindezen célok kivitelezéséhez kvantitativ molekularis biologiai és rutin szdvettani

technikakat alkalmaztunk.
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3. Anyag és modszer

3.1 Kisérleti allatok

A Kkisérletekhez sajat tenyészetbdl szarmazo albind Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az
allatok normal tartasi koriilmények kozott, normal takarmanyon felnevelt, mindkét nembeli

példanyok voltak. A vizsgalatokat P1 és PS5 kort allatokon végeztiik.
3.2 Génexpresszios vizsgalatok

3.2.1 Kisérleti allatok kezelése

A kezelés megkezdése elott a P1 koru allatokat Forane-nal (Abbott Laboratories Ltd.,
Queenborough) altattuk. Az egyik csoport (3-4 allat) egyszeri alkalommal 5ul 2pug/ul (2,5
nmol) koncentracioju fiziologias séoldatban oldott PACAP6-38-at (SZTE-AOK, Orvosi
Vegytani Intézet, Szeged) kapott livegtestbe injektalva (intravitrealisan). A kontroll csoport
(3-4 allat) ugyanezzel a moddszerrel, ugyanekkora térfogata fizioldgias sooldatot kapott. Az

intravitrealis injektalast Hamilton fecskend6 és 31G-s tii segitségével kiviteleztiink.

3.2.2 Szovet prepardlas

Mind a kisérleti, mind a kontroll csoport egyedei esetében 3 vagy 6 éraval a kezelést
kovetden végeztiik a retindk izolalasat. Az egyedeket Forane segitségével elaltattuk, majd
dekapitaltuk. Ezutan a szemeket eltavolitottuk és dietilén-pirokarbonattal (DEPC) RNaz
mentesitett foszfat puffer és fiziologias soéoldat elegyébe (PBS, pH=7,2; 0,9% NaCl)

helyeztiik. A retinakat ezt kovetden eltavolitottuk a szembdl és szarazjégen fagyasztottuk.

3.2.3 RNS extrakcio és RNS koncentrdcio meghatarozdsa

A mintak homogenizalasat 21G-s tii és fecskendd segitségével, illetve QIAshredder
(QIAGEN) alkalmazasaval végeztilkk. A teljes RNS kinyerését RNeasy Plus Mini Kit
(QIAGEN) segitségével végeztik, mely egyben alkalmas volt a genomikus DNS
Biophotometer plus) mértik meg 260 nm-en. A fehérjeszennyezés megallapitasahoz az

abszorbanciat 280 nm-en, is megmértiik. A 260/280 arany minden esetben 2,0 koriil mozgott.
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3.2.4 Reverz transzkripcio — cDNS szintézis

Reakcionként 2 pg RNS mintat hasznaltunk fel 75 pl-es reakcid végtérfogat esetén. A
reakciokhoz 7,5 pl 10x RT puffert (Thermo Scientific), 3 ul 5 uM oligodT-t (Thermo
Scientific), 1,5 ul 0,1M DTT-t (Sigma Aldrich), 3 ul 2,5 mM dNTP-t (Thermo Scientific), 1,5
ul 50 unit/ul H Revert Aid reverz transzkriptazt (Thermo Scientific), valamint a 75 ul-es
végtérfogat eléréséhez sziikséges RNaz mentes desztillalt vizet (Thermo Scientific) mértiink
Ossze. A cDNS szintézis a 2. tablazatban talalhato program szerint tortént.
1.1épés 2. Iépés 3. 1épés 4. 1épés 5. 1épés
65°C 25°C 37°C 50°C 80°C

5 perc 10 perc 10 perc 20 perc 3 perc

2. tablazat. A reverz transzkripcié programja
3.2.5 Kvantitativ real-time PCR

A génexpresszid meghatdrozdsdhoz a kontroll mintdkat (minimum 3 4llat) egyenld
aranyban Osszekevertiik, hogy kikiiszoboljiik az egyedi variancidkat. Minden gén esetében 3
parhuzamos reakciot, ugynevezett triplikdtumot allitottunk be. A reakcidelegyek végtérfogata
20 pl volt. Osszetétele: 3 ul cDNS minta, 6 ul RN4z mentesitett desztillalt viz (Thermo
Scientific), 0,5 pl forward primer (0,1mM), 0,5 pul reverse primer (0,1mM), 10 ul 2x SYBR
Green Master Mix (Thermo Scientific). A reakciokat StepOnePlus Real-Time PCR rendszer
(Applied Biosystems) segitségével futtattuk. A PCR programot a 3. tablazat tartalmazza.

+95°C )
/" | +10 perc
1. 1épés | «DNS polimeraz aktivacio )
-94°C )
/| +15 masodperc
2.1¢pes | «polimeraz lancreakcio soran képzddott kettds szala DNS molekulak denaturacioja J
*54-60°C )
/| *20 masodperc
3.1epés | eprimerek lekstddése a cDNS-hez (annealing) )
N 2e ‘
/" | *20 masodperc
4.1¢pés | «DNS polimerizaci6 és a kettds szala DNS szakaszok létrejdtte (extenzid) )
\
*a masodik 1épéstdl a negyedik 1€pésig a folyamat negyvenszer ismétlodott, amely
Ismetlés|  biztositotta a DNS exponencialis felszaporitasat
2.-4. J

3. tablazat. A kvantitativ real-time PCR programja
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A vizsgalt szekvencia mennyiségének idébeli valtozasat SYBR Green modszer

segitségével vizsgaltuk. A SYBR Green festéket - a Kettds szala DNS molekulaba vald

beépiilését kovetden - 497 nm-es fénnyel megvilagitva, 520 nm-es fényt emittdl. A

fényemissziot az extenzié szakaszaban mérve és a ciklus fliggvényében abrazolva gorbét

kapunk, mely nagy pontossaggal reprezentalja a DNS polimerizaci6 soran keletkez6 termék

mennyiségének idébeli valtozasat. A real-time PCR-hoz hasznalt primereket a 4. tablazat

tartalmazza.

Forward primerek Szekvencia Reverz primerek Szekvencia
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_Shh_F GGACCGCAGCAAGTATGG R_Shh_R GCCACGGAGTTCTCTGCT
R_Fgf2_F TCTTCCTGCGCATCCATC R_Fgf2_R GCTTGGAGCTGTAGTTTGACG
R_Fgf4_F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R_Fgf4 R TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Fgf8_F CAGGTCCTGGCCAACAAG R_Fgf8_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_Bmp9_F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R_Bmp9 R TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Msx1_F TGGGTTCACACCAAGAGTCC R_Msx1_R TGGGTTCACACCAAGAGTCC
R_Mash1_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 _Octd_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_Chx10_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 R TR GGACCCTAGGCAAAGGACTC
R_Wntl_F CACCCTCATCCCAACTCACT R_Wntl_R ATAGCTACAGCGGCAGGAGA
R_MMP7_F ATGCCAGGAACAGAGACGAG R_MMP7_R | CATGAGTGGCAACAAACAGG
R_MMP9_F TCCGCAGTCCAAGAAGATTT R_MMP9_R AGCCTAGCCCCAACTTATCC
R_Skpl F CGCCTGAGGAGATTCGTAAA R_Skpl R CACACCACTGGTTCTCTTTGC
R_L1CAM_F CCCATGAAAGACGAGACCTT R_LICAM_R | TGCCTAGGGGTTTGATGTCT
R_Gjd2_F GTGGCAGTGGTGGGAGCAA* R_Gjd2_R TGCTGTGCGCAGCCCAGAT*
R _Gjcl _F GGGTCCTTCCTCCCCGCTTT* R_Gjcl_R GCCAGTCCCCGAGGACCAAA*
R_RPL13a_F CTCATGAGGTCGGGTGGAAGTA | R_RPL13a_R | TGGGTTCACACCAAGAGTCC

4. tablazat A kvantitativ real-time PCR soran hasznalt primerek szekvenciai. Pirossal a belsé kontrollként
hasznalt primer. (A csillaggal jeldlt primerek Dr. Volgyi Béla és Kovacs-Oller Tamas ajandékai)
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3.2.6 Dokumentdcio és kiértékelés

Az eredmények kiértékeléséhez a StepOnePlus PCR rendszerhez mellékelt StepOne
szoftvert hasznaltuk. Endogén kontroll (RPL13a) alkalmazasaval a AACT modszer
segitségével hataroztuk meg a kontroll mintdkhoz képest bekovetkezd expresszios
valtozasokat. A cycle threshold értékek (cikluskiiszob, CT) leolvasasat kdvetden, a kovetkezo
képlettel tudtuk meghatarozni a AACT értékeket:

CTkeve-CTvevG-CTve gk -CTke ek =AACT (1)

CTgg vg=a kontroll egyed vizsgalt gén esetében mért cikluskiiszob
CTyg vg=a vizsgalt egyed vizsgalt gén esetében mért cikluskiiszob
CTyg gx=Vvizsgalt egyed endogén kontroll gén esetében mért cikluskiiszob
CTgg gx=kontroll egyed endogén kontroll gén esetében mért cikluskiiszob

Az igy kapott AACT értékeket a kovetkezd egyenletbe helyettesitve kaptuk meg az
expresszios valtozasokat:

Fold change (expresszios valtozas)=2"T (2)

Az 1-es egyenlet alapjan, a kontroll mintak esetében a gének AACT értéke mindig 0.
Ezt behelyettesitve a 2-es egyenletbe 1-et kapunk, igy az abrazolt expresszios valtozas értéke
azt mutatja meg szamunkra, hogy egy génnek az mRNS terméke a kontroll egyedhez képest
hanyszorosara nétt vagy hanyad részére csokkent. Az expresszids valtozdsok statisztikai

analizisét fiiggetlen mintak T probajaval végeztiik.
3.3 Morfologiai vizsgalatok

3.3.1 Kisérleti allatok kezelése

Minden kezelés el6tt az allatokat Forane-nal altattuk. A kisérleti allatok az egyik
szemiikbe intravitrealisan 5 pl 2ug/ul (2,5 nmol) PACAP6-38-at, masik szemiikbe 5 ul
fiziologias sooldatot kaptak. A kisérlet ilyen modon Onkontrollos lett. A kezelést kétszer

végeztiik el, P1 és P3 korban.

3.3.2 Retina prepardlds

A retinak preparalasat - a két kezelést kovetden - P5 korban végeztiik el. Az egyedeket

Forane segitségével elaltattuk, majd dekapitaltuk. Ezutdn a szemeket eltavolitottuk és a
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szaruhartyat, szemlencsét eltavolitva szemserleg preparatumot készitettiink. A szemserlegeket
4% paraformaldehidet és 1% glutar-aldehidet tartalmazo oldatba helyeztiik, melyben egy

¢jszakan at, 4°C-on fixalodtak.

3.3.3 Félvékony metszetek készitése

A paraformaldehidbdl a mintakat kivéve 6tszor 10 percig mostuk PBS-ben (pH=7,2;
0,1M). A szemserlegeket 15-15 perces 1épésekben 30%-0s, 50%-0s, 70%-0s és 90%-0S
felszallo alkohol soron vittiik végig, majd haromszor 20 perces 100%-0s alkoholban torténd
inkubacioval fejeztiik be a viztelenitést. A mintakat propilén-oxidban (Sigma-Aldrich) kétszer
15 percet deritettiik, majd propilén-oxid - miigyanta (Durcupan ACM, Sigma-Aldrich) 1:1
térfogataranytl elegyében twjabb 3 oran at inkubaltuk. A szovetmintak ezt kovetden
szobahomérsékleten egész éjszakara tiszta migyantaba keriiltek. A kovetkez6 napon a
mintakat friss migyantaval feltoltott blokktartokba helyeztiik és 56°C-on, termosztatban
masfél napon at hagytuk polimerizalddni. A szemserlegek bedgyazasdnal mindig ugyanazt az
iranyelvet kovettiink, azaz minden esetben az optikus ideg nézett a metszési felszin felé. igy a
metszetek szamabol nyomon tudtuk kdvetni, hogy a retina melyik teriiletét vizsgaljuk
(centralis, periférias). A miigyantaba beagyazott mintakbol ultramikrotom segitségével 2-5
um vastagsaghh metszeteket készitettiink. A metszeteket 0,5% toluidinkékkel (pH=8,95)
festettiik. Egy napos szaradast kovetéen DPX-el (Sigma-Aldrich) fedtiik a targylemezeket.

3.3.4 Dokumentacio és kiértékelés

A metszeteket Mirax Desk szkennerrel (Carl Zeiss, Németorszag) digitalizaltuk és a
tovabbiakban az adatok kezelését a Panoramic viewer (3Dhistech) szoftver segitségével
végeztik. A digitdlis anyagon morfometrids méréseket végeztiink. A morfometriai mérések
elvégzésekor mindig a centralis retindkat hasonlitottuk dssze a kontroll és kezelt szemben. A
mérések soran lemértiik a teljes retina vastagsagat (ez a kiilsd és belsé hatarol6 membran
tavolsagat jelentette, OLM-ILM), az NBL vastagsagat és az IPL vastagsagat (6. abra). Minden
szem esetében legalabb 10 metszeten végeztiik el a méréseket, amelyek legalabb 30 um
tavolsagra estek egymastol. Meghataroztuk az IPL és az NBL teljes retina vastagsaghoz
viszonyitott aranyat és ezeket az értékeket hasonlitottuk Ossze az antagonistaval kezelt szem
és a fiziologias sooldattal kezelt szem esetében. A szignifikancia megallapitasat fliggetlen

mintdk T-probajaval végeztiik el.
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50 mikrométer

6. abra. Morfometriai mérések P5 patkany retinan. Sarga vonal OLM-ILM tavolsag, narancsszinii vonal
NBL vastagsaga, zold vonal IPL vastagsaga.
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4. Eredmények

4.1 PACAP6-38 kezelés hatasara bekovetkezo génexpresszios

valtozasok

Vizsgalataink soran 32 gén expressziojanak valtozasat vizsgaltuk. Ezeket a géneket az
5. tablazat tartalmazza, funkcionalis csoportokba foglalva. Vizsgélatainkat a fejlodo retina egy
olyan stadiumaban végeztiikk, amelyben a sejtek nagy része még multipotens, Ossejtszerii

allapotban van. Ezért a vizsgalt géneket a neurdlis és nem-neurdlis szovetek fejlddésében

legjelentdsebb szerepet betoltd génekbdl valogattuk ki, az irodalmi adatokra tAmaszkodva.

Funkcio Vizsgalt gének Roviditett elnevezés
S-phase kinase-associated protein Skpl
Proteoszoma komplex elemei | Beta-transducin repeat containing
L L Btrc
E3 ubiquitin protein ligase
Szimmetrikus/aszimmetrikus .
sejtosztodasért felelds gének Sonic hedgehog Shh
Sejt megujulasért felelés Neurogenin 1 Neurog1
markerek
Citokinek és névekedési Fibroblast growth fagtor 2, 4 8,9 Fgf2, Fgf4, Fgf8, Fgfo
faktorok Bone mor_phoger!et!c protein 9 Bmp9
Growth differentiation factor 3 Gdf3
Aggrecan Acan
. y , Cd44 Cd44
Sejtadhézios molekuldk Matrix metallopeptidase 7, 9 Mmp7, Mmp9
L1 cell adhesion molecule L1CAM
Sejt-sejt kommunikaciot Gap junction protein, alpha 1, beta . . . .
szabalyozo6 gének 1, delta2, gammal Cjal, Gjb1,Gjd2, Gjel
Msh homeobox 1 Msx1
Embrionalis sejtvonal Brachyurr]y homt()) log T
markerek Nanog_ omeobox Nanog
Octamer-binding protein 4 Oct4
Paired box 6 Pax6
Wht Gtvonal tagjai Wlngles:s-type .M MTYV integration Wnitl
site family memberl
Distal-less homeobox 1, 2 DIx1, DIx2
Visual system homeobox 2 Chx10
Retinalis sejtdifferenciacios Orthodenticle homeobox 2 Otx2
markerek Neurogenic differentiation 1 NeuroD1
Atonal homolog 7 Math5
Achaete-scute complex homolog 1 Mashl

5. tablazat. Vizsgalt gének neve és konvencionalis roviditésiik.

Kovetve az elfogadott iranyelveket a génexpresszid kontroll egyedhez viszonyitott

kétszeres novekedését vagy felére csokkenését tekintettiik valtozasnak.
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4.1.1 Fibroblaszt ngvekedési faktorok (Fgf) mRNS szintjeinek valtozdasai PACAP6-38
kezelés hatdsdra

Az Fgf-ek koziil 3 ora elteltével egyediil az Fgf4 mutatott egy nem szignifikans
novekedést . A 6 orai méréseknél az Fgf2 (2.84+1,79) mRNS szintje mutatott egy markans, de
statisztikailag nem szignifikans emelkedést, az Fgf4 (1,12+1,44) szintje nem valtozott, mig az
Fof8 (0,46+0,1) és az Fgf9 szintje (0,21+0,04) szignifikansan csdkkent a kontroll mintakhoz
képest (7. abra).

4
n=4 n=4

35
2 3
S
= 2,5
> = kontroll
:E 2 m3h
2
£15 " 6h
(=7
e
= 1 -

0,5 -

0 i

Fgf2 Fgfa Fgf8 Fgf9

7. abra. Az Fgf-ek génexpressziés valtozasa a kezelést koveté harmadik és hatodik éraban. *=P<0,1;
**=P<0,05

4.1.2. Novekedési differenciacios faktorok (Gdf) csalddjiba tartozo gének mRNS szintjeinek
valtozasai PACAPG-38 kezelés hatdsdra

A Gdf-ek koziil 3 ora elteltével a Bmp9 (5,84+1,97) szintje nétt, a Gdf3 (0,93+0,55)
szintje nem valtozott. Hat ora elteltével a Bmp9 (1,39+1,79) szintje nem valtozott a Gdf3

(0,51+0,27) szintje pedig csokkenést mutatott a kontroll mintdhoz képest (8. abra).

[ —
n=4

e

m kontroll
m 3h
m6h

Expressziés valtozas

O P N W &~ O1 O N 00O ©

Bmp9 Gdf3

8. abra. A Gdf-ek génexpresszios valtozasa a kezelést koveté harmadik és hatodik éraban. *=P<0,1;
**=P<0,05;
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4.1.3. Szimmetrikus/aszimmetrikus sejtosztoddsért felelos gének MRNS szintjeinek
valtozdsai PACAPG-38 kezelés hatdsdra

A neurdlis szovetek fejlodésének tanulmanyozdsakor kihagyhatatlan a Hedgehog
csalad legelterjedtebb tagja, az Shh. Eredményeink azt mutattak, hogy a PACAP6-38

injektalas nem valtoztatta meg az Shh expresszids szintjét (9. abra).

1,8

1,6 n=4 HTA

Itozas
_H _H
RN
L

[N
!

= kontroll
m 3h
m6h

Expresszidés va
o o o

A~ O o

1 1 1

o
N
1

o
|

9. abra. Szimmetrikus/aszimmetrikus sejtosztodasért felelés gének génexpresszios valtozasai a kezelést
koveté harmadik és hatodik 6oraban *=P<0,1; **=P<0,05

4.1.4 Wntl mRNS szintjének valtozasa PACAPG6-38 kezelés hatdsdra

A fejlodés iranyitasaban kulcsszerepet jatszo regulator molekula a Wntl. Harom oraval
a kezelést kovetdéen a Wntl (0,61+£0,24) szintje kismértékben csokkent, 6 oraval a kezelést

kovetéen nem tapasztaltunk valtozast (10. abra).

1,6

14

=
N

[N
I

m kontroll
m 3h
m6h

o
»
|

Expresszids valtozas
o
oo
1

o
~
1

o
N
|

o
|

Whntl

10. abra. Wntl génexpresszios valtozasai a kezelést kovet6 harmadik és hatodik 6raban. *=P<0,1;
**=P<(,05
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4.1.5. Embrionadlis sejtvonal markerek mRNS szintjeinek viltozasai PACAPG6-38 kezelés

hatasara

Ugy tiinik, hogy az 8ssejtek pluripotencialjaért és Snmegujitdo képességért felelds

gének expressziojat szintén befolyasolja a PACAPG6-38 kezelés. 3 oraval a kezelést kdvetden

csak a Nanog (2,99+0,84) expresszios szintje emelkedett szignifikansan. Azonban 6 éraval a
kezelést kovetéen a Nanog (0,37+0,31), a Pax6 (0,2+0,07) és a T (0,17+0,18) szintje

szignifikans csokkenést mutatott. Az Msx1 szintje nem valtozott a vizsgalt idépontokban (11.

abra).
6
[ —

5
\5 n:
8 4 **
o
” m kontroll
N
% m 3h
:a m6h
=
=

Msx1

Nanog

Oct4 Pax6 T

11. abra. Az Embrionalis sejtvonal markerek génexpresszids valtozasai a kezelést koveté harmadik és
hatodik 6raban. *=P<0,1; **=P<0,05

4.1.6. Proteoszoma elemek mMRNS szintjeinek valtozdasai PACAPG6-38 kezelés hatdsdara

A proteoszoma két fontos eleme az Skpl és a Btrc. Harom oraval a kezelést kovetden

az Skpl szintje kis mértékben, de szignifikansan csokkent, mig a Btrc szintje nem valtozott.

Hat ora elteltével egyik gén expresszidja sem valtozott (12. abra).

Expresszids valtozas

1,2

1
0,8
0,6
04
0,2

0

m kontroll
m 3h
1 6h

Skpl Btrc

12. abra. Proteoszoma elemek génexpresszids valtozasai a kezelést koveté harmadik és hatodik oraban.

*=P<(0,1; **=P<0,05
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4.1.7. Sejtadhézios molekuliak mMRNS szintjeinek valtozdsai PACAP 6-38 kezelés hatdsdra

A sejtadhézioért, migracioért felelds gének esetében a PACAP receptorok blokkolasa,
3 oraval a kezelést kovetden az Mmp7 (5,84+2,73) és Mmp9 (3,2+1,73) szintjének
novekedését eredményezte, habdr ez a novekedés nem volt statisztikailag szignifikdns. A
tobbi gén expresszidja nem valtozott ebben az idépontban. Hat éraval a kezelést kovetden
sem az Mmp-k, sem az Acan, sem a Cd44, sem az L1CAM esetén nem tapasztaltunk valtozast
(13. abra).

8
n=3

; |
26
N
= 5
E = kontroll
2 4
§ ®3h
©3 m6h
&
= 2

n=4n=4n=3  n=4n=4n=3

Mmp7 Mmp9 Acan Cd44 L1CAM

13. abra. A sejtadhéziés molekulik génexpressziés valtozasai a kezelést koveté harmadik és hatodik
oraban. *=P<0,1; **=P<0,05

4.1.8. Sejt-sejt kommunikdciot szabdlyozo gének mMRNS szintjeinek valtozdasai PACAP6-38
kezelés hatdasdara

Ezen gének esetében, 3 ora elteltével, a Gjal (2,86£1,45) és a Gjbl (4,49+2,42)
mutatott ndvekvd tendenciat, a tobbi gén nem valtozott. Hat ora elteltével pedig egyik gén

expresszidja sem valtozott (14. abra).

6 n=s

: |

= kontroll
m 3h
n=3 = 6h

n=4

Expresszios valtozas

n=4

Gial Gibl Gid2 Gicl

14. abra. Sejt-sejt kommunikaciot szabalyozé gének génexpresszios valtozasai a kezelést koveté harmadik
és hatodik 6raban. *=P<0,1; **=P<0,05
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4.1.9. Sejt megujuldsért felelos markerek mRNS szintjeinek valtozdasai PACAPG6-38 kezelés
hatdasdra

A Neurogl (0,35+0,3) expresszios szintje 3 oraval a kezelést kdvetden nem valtozott,

majd 6 6raval a kezelést kovetden a szintje er6sen lecsokkent (15. abra).

1,6

n=4

Lol
= N b

= kontroll
m 3h
m6h

Expresszios valtozas
o o
oD

o o
[NCT N

o

Neurogl

15. dbra. Sejt megujulasért felelés markerek génexpresszids valtozasai a kezelést koveté harmadik és
hatodik 6raban. *=P<0,1; **=P<0,05

4.1.10 Retindlis sejtdifferencidacios markerek mRNS szintjeinek valtozdasai PACAP6-38
kezelés hatdsdara

A retinalis sejttipusok kialakulasaért felelds transzkripcios faktorok egy nagyon fontos
csoportjat jelentik az altalunk vizsgalt géneknek. A kezelést kovetd 3. oraban csak a DIx2
(4,9+1,57) szintje nétt, a tobbi gén mRNS szintje nem valtozott. Hat 6ra elteltével azonban a
DIx1 (0,62+0,13) szintje kis mértékben csokkent, az Otx2 (0,26+0,07) és a NeuroD1
(0,22+0,12) szintje erdteljesen csokkent, mig a Mashl (3,0542,28) esetében jelentds
emelkedést tapasztaltunk (16. abra).

8
7 II—3
**

6
£ = "
> ‘_l | control
24
3 m 3h
23 u 6h
& n= 4
=

Mash1 Math5 DIx1 DIx2 Otx2 NeuroD1 Chx10

16. abra. A retinalis sejtdifferenciacios markerek génexpresszios valtozasai a kezelést koveté harmadik és
hatodik 6raban. *=P<0,1; **=P<0,05

-22-



4.2 Morfologiai vizsgalatok

A 17. abra A-A’ képein megfigyelhetd, hogy a PACAPG6-38 kezelés drasztikusan nem
valtoztatta meg a retina szerkezetét. A kontroll retinan megfigyelhet6 az NBL, az IPL és a
GCL rétege (17./A). Osszehasonlitva ezzel a PACAP6-38-al kezelt retinit lathatjuk az
emlitett rétegek épségét (17./A’). Mindazonaltal az IPL vastagsaga a kezelt szemben
novekedett a teljes retinavastagsaghoz viszonyitva. Az NBL proximalis részén megfigyelhetd,
halvanyabban fest6d6, nagy magvu sejtek (17./B, nyilhegyek) szdma nétt a kezelt retindban
(17./B’, nyilhegyek). Ezeknek a sejteknek koszonhetden a kezelt retindban az INL fejlodési
allapota eldrehaladottabb.

Kontroll szem

;0 mikrométei

i “ . ;
P ?':.',}‘

| ) i Y ‘ 7 ® . ;
v TR Pl L AL

QI’ K ‘ f 50 mikrométer B v io mikrométer B ?

17. abra.A kétszeri PACAP6-38 kezelés hatasara bekovetkezé morfologiai valtozasok P5 retinaban.
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A morfometriai vizsgalatok soran megmértiik a teljes retinavastagsagot és ehhez
viszonyitottuk az NBL ¢és a fejlodé IPL rétegek vastagsagit. A mérések eredményeként
elmondhatjuk (18. abra), hogy az IPL vastagsaga minden esetben szignifikansan nétt a
PACAPG6-38 peptiddel kezelt retinakban a kontroll egyedekhez képest. A novekedés atlagosan
12,4%-os volt.

>

B m kontroll = kezelt

m kontroll m kezelt

16,00 *K

14,00 I

12,00 +— I —
10,00 +— —
8,00 +—— —
6,00 +— —
4,00 +— —
2,00 +— —

0,00 .
1 2 3 4 atlag

15,00

) (%)

-ILM

10,00

IPL/(OLM

(&
8
IPL/(OLM-ILM) (%)

0,00

18. abra. Az IPL vastagsaganak valtozasa PACAP6-38 kezelés hatasara, az egyes egyedekben (A) és ezek
atlagolt értékei (B).*=P<0,1; **=P<0,05

A neuroblaszt réteg mérési eredményei nem voltak ennyire kovetkezetesek. Két allat

esetében az NBL valtozasanak szignifikans csokkenése volt tapasztalhatd, mig 2 allat

esetében nem okozott valtozast a PACAP6-38 kezelés (19. abra).

A m kontroll mkezelt B kontroll = kezelt

81,00
80,50 -
80,00
79,50
79,00 (

78,50 +—
78,00 +— —
77,50 +— —
77,00 +— —
76,50 .
1 2 3 4 atlag

NBL/(OLM-ILM) (%)
NBL/(OLM-ILM) (%)

19. abra. Az NBL vastagsaganak valtozasa PACAP6-38 kezelés hatasara, az egyes egyedekben (A) és ezek
atlagolt értékei (B). *=P<0,1; **=P<0,05
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A harmadik vizsgalt paraméter, melyben kiilonbség mutatkozott a ganglion sejtszam
volt (6. tablazat). A kontroll csoportban a ganglion sejtek szama atlagosan
11,34+1,69/100um, a kezelt csoportban pedig 13,11+1,63/100um. Méréseink azt bizonyitjak,
hogy a PACAP6-38 kezelt szemekben 15,6%-al n6 a ganglion sejtek szama.

Kontroll szem (db ganglion Kezelt szem (db ganglion
sejt/100um+szoras) sejt/100um+szoras)
1. allat 10,21+1,1 12,73+1,5
2. allat 13,17+1,3 13,35+0,61
3. allat 11,02+1,21 13,15+2,19
atlag 11,34+1,69 **13,11+1,63
Kontrollhoz viszonyitott novekedés: 15,6%

6. tablazat. A ganglion sejtek szamanak valtozasa PACAP6-38 kezelés hatasara. *=P<0,1; **=P<0,05
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5. Eredmények értékelése

A PACAP1-38 hatds vizsgalatanak egyik lehetséges utja receptoranak blokkolasa,
mely legkonnyebben egy szelektiv antagonistaval kivitelezhetd. PACAP esetében az N-
terminalison talalhaté 6 aminosav felel a PACI1-R aktivalasaért. A PACAP1-38 N-
termindlisanak hasitdsdval létrehozott PACAPG6-38 antagonista az agonistaval kozel
megegyezd mértékben kotddik receptoraihoz, de a jelatviteli utvonal aktivalasa elmarad
(Robberecht és mtsai., 1992). Az irodalomban t6bb adatot talalunk a PACAP6-38 antagonista

alkalmazasara, azonban az alkalmazott dozisok nem adnak hasznalhaté tampontot (7.

tablazat).
Rendszer Beadott PACAPE-38 Irodalmi hivatkozas
anyagmennyisége (nmol)
CSIrke. neurgblaszt 2-4 (Erhardt és mtsai., 2005)
sejtkultara
Csirke N r.an?, 1 vIive 5 (Hollosy és mtsai., 2004)
injekcio
Patkat}y. smsrztemasan 0,25 (Reglodi és mtsai., 2003)
injektalva
Patkdny intravitredlisan 1 (Atlasz és misai., 2009)
injektalva szembe

7. tablazat. Kiilonb6z6 kisérleti rendszereken végzett PACAPG6-38 kezelés.

A retina tekintetében a PACAP6-38-al végzett in vivo kezelésekrdl csak olyan adatok
allnak rendelkezésiinkre, melyek mesterségesen beadott, nagy doézisu PACAPI1-38
receptorarol valo kiszoritasat szolgalja. A mi esetiinkben egy olyan PACAP6-38 mennyiséget
kellett meghatdrozni, ami képes blokkolni a retindban endogén mddon jelenlévé PACAP1-38-
at. Ezért a kezeléseket probaképpen 1,25 nmol és 2,5 nmol PACAPG6-38 injektalasaval
végeztiik. Mivel ez utobbi dozis hatasa bizonyult markansabbnak, ezért ezeket a kezeléseket
ismételtiik és ezek eredményeit értékeltiik.

Kutatocsoportunk elézetes eredményei kozott szerepel a PACI-R immunreaktiv
struktardk kimutatasa P1 patkany retindban (20. 4abra). Ezen eredmények alapjan
feltételezhetjiik, hogy a PACAP6-38 kezelésre a kovetkezd sejtek reagalhatnak:
ganglionsejtek, NBL egy specifikus sejtpopulacidja és az RPE. Mivel az immunhisztokémia
érzékenysége limitalt, ezért nem zarhatd ki, hogy mas idegi elemek is expresszalnak PACI
receptort, csak az expresszido mértéke a detektalhatosag szintje alatt marad. Ezt a feltevést
erdsiti az a tény, hogy kutatocsoportunk kimutatott PAC1-R immunreaktivitast az amakrin

sejteken is, a posztnatalis fejlodés egy késébbi szakaszaban (P7). Korabbi eredményeink
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alapjan az is ismeretes, hogy a fejlodés, ezen korai idészakaban a PACAP6-38 a PAC1-R
négyféle izoformajanak hatasat tudja gatolni (Null, Hip, Hop1, Hiphopl).

20 mikrométer
—I

20. abra. PACAP immunreaktiv struktirak P1 patkany retinaban. Nyil = PACAP immunreaktiv
struktara.

5.1 A PAC1 receptorok altal szabalyozott gének

5.1.1 PACAPG-38 kezelés hatdasdra viltozdst nem mutato gének

A génexpresszid kontroll egyedhez viszonyitott kétszeres novekedését vagy felére
csokkenését tekintettilk valtozasnak. Igy eredményeink alapjan ennek a kritériumnak a
kovetkezd gének nem feleltek meg: Math5, Fgf4, Shh, Msx1, Oct4, Btrc, Mmp7, Mmp9,
Acan, Cd44, LI1ICAM, Gjal, Gjbl, Gjcl, Gjd2, Chx10. Ezen eredmények alapjan
feltételezhetjiik, hogy a PACAP receptor nem befolyasolja a sejt-sejt kapcsolatok

kialakulasat, a sejtmigraciot és a sejtosztodast.

5.1.2 PACAPG-38 kezelés hatasdra tranziens/dtmeneti valtozdast mutato gének

Az altalunk vizsgalt gének koziil szamos esetben tapasztaltuk, hogy az expresszidjuk
csak a 3. oraban mutatott valtozast. Az ilyen tranziens valtozast mutaté géneket kizartuk a
megvitatasbol, mert nagy valdszintiséggel az ilyen rovid idejii emelkedés/csokkenés nem

nyilvanul meg fehérje szinten, vagy ha mégis, annak fiziologiai jelentOsége
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megkérddjelezhetd. Ennek bizonyitdsahoz tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges (western

blott analizis). Ebbe a csoportba tartozik a Bmp9, a Wntl, az Skp1 és a DIx2.

5.1.3 PACAPG-38 kezelés hatasdra konzisztens valtozdast mutato gének

Ebbe a csoportba tartoz6 gének a PACAP6-38 kezelést kovetd 6. draban legalabb
kétszeres novekedést vagy felére valo csokkenést mutattak a kontroll csoporthoz képest. Ide
tartozik a Mash1l, az Otx2, a Neurodl, a Neurogl, a Nanog, a Pax6, a T, a Gdf3, az Fgf8, az
Fgf2 és az Fgf9. Ezt a 11 gént 3 funkcionalis csoportba soroltuk:

1. Szekrécios faktorok (Gdf3, Fgf8, Fgfo,Fgf2)
2. Embrionalis sejtvonal markerek (Pax6, T, Nanog)

3. Retinalis sejtdifferenciacios markerek (Mashl, Otx2, Neurodl, Neurogl)

Az expresszids valtozasok iranyat a 8. tablazat foglalja 6ssze.

Embrionalis .
. ‘e cr s Trofikus
allapot Sejtdifferenciacio
. faktorok
fenntartasa
Pozitiv hatas
(Upregulation) Mash1 Fgf2
Pax6
Negativ hatas T N%J{)?E 1 Fgf8
(Downregulation) Gdf3 Fgf9
Neurogl
Nanog

8. tablazat. Génexpresszios valtozasok osszefoglalé tablazata

5.1.3.1. Szekrécios faktorok expresszidjanak valtozasai
A vizsgalt gének ezen csoportja parakrin szignal molekuldkat foglal magaban (Ornitz

és Itoh, 2001). A szekretalt FGF molekulak hatasukat fibroblaszt novekedési faktor
receptorokon (FGFR-ek) keresztiil fejtik ki. Az FGF2 eltérd affinitassal, de képes barmelyik
(Kinkl és mtsai., 2002; Li és mtsai.,, 2001), de az FGF2 jelenléte sziikséges a ganglion
sejtréteg megfeleld fejlodéséhez is (Desire és mtsai., 1998). Kifejlett patkany retinanal az
optikus ideg atvagasat kovetéen az FGF2 fokozta a ganglion sejtek tulélését (Sievers és
mtsai., 1987). Az altalunk kapott eredmények, igy arra engednek kovetkeztetni, hogy a
PACAP6-38-al kezelt retinaban a fotoreceptorokka vald differenciacié fokozodik, illetve a
ganglion sejtréteg fejlodése is modosul - valdszintileg tobb ganglion sejt jelenik meg a PAC1-
R blokkolasat kdvetden. Az FGF9 legnagyobb affinitassal az INL és a GCL sejtjein talalhat6
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FGFR3 receptorhoz kotodik. Az FGF9 a ganglionsejtek tuléléséért felel (Kinkl és mtsai.,
2002; Kinkl és mtsai., 2003). Méréseink szerint a PACAP6-38 kezelés erdteljes csokkenést
valthat ki az Fgf9 szintben, ami ennek a védo funkcionak a megsziinését jelentheti.

A Gdf3 szintén egy parakrin faktor. Az embriogenezis soran a sejtek multipotens
allapotanak fenntartasaért felel, de konkrétan a retinara vonatkoz6 adatokkal viszont nem
rendelkeziink (Levine és Brivanlou, 2006). Valosziniisithetd, hogy ez a faktor a fejlédo
retindban a progenitor sejtek multipotens allapotat tartja fenn. A Gdf3 lecsokkent szintjébdl a

multipotens allapot megsziinésére kovetkeztethetiink.

5.1.3.2. Embriondlis sejtvonal markerek génjeinek vailtozasai
Az ide tartozo gének koziil a Pax6 transzkripcios faktor szerepe a retindban sokrétii.

Expresszidja fenntartja a sejtek multipotens allapotat. Az ontogenezis soran bekdvetkezd
valtozasa viszont a kiilonboz6 sejtdifferenciacios markerek termelédését valthatja ki, mely a
sejtdifferenciacio meginditasahoz vezet (Marquardt és mtsai., 2001). A Pax6 expresszidjanak
csokkenésébdl a multipotens allapot megsziinését valosziniisithetjiik. A Nanog transzkripcios
faktor a retinogenezis soran a multipotens allapot fenntartasaért felel, hianyaban pedig
sejtdifferenciacié kovetkezik be (Firsova és mtsai., 2008). A Nanog szintjének csokkenése
PACAP6-38 hatasara a sejteket a differenciacio iranyaba inditja el. Ennek a két faktornak a
konzisztens csokkenésébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACI1-R blokkolasanak

eredményeképpen az dssejt allapot megsziinik és a differenciacié folyamata megindul.

5.1.3.3. Retindlis sejttipusok differencidcidjat iranyité gének valtozdsai
Ebbe a csoportba sorolt gének egyrészt a transzkripcios faktorok basic helix-loop-helix

(bHLH) csoportjaba tartoznak (Mashl, NeuroD1, Neurogl), masrészt a homeobox gének
képviseldi (Otx2). Bizonyitott, hogy a Mash1 megndvekedett expresszidja esetén a bipolaris
sejtek szama nd (Cepko, 1999). A PACAPG6-38 hatasara bekovetkez6 Mashl szint pozitiv
iranyu valtozasa valdszintileg a bipolaris sejtek szamanak emelkedését eredményezi. Az Otx2
nélkiilozhetetlen a fotoreceptor réteg kialakuldsaban. Hidnydban a differencialodo
fotoreceptor sejtek amakrin sejtekké alakulnak (Nishida és mtsai., 2003). Emellett az Otx2
jelenléte sziikséges az RPE kialakulasahoz is, hianyaban nem jonnek létre pigmentalt sejtek,
hanem helyettiik a neuralis retinara jellemz6 sejtek jelennek meg (Martinez-Morales és mtsai.,
2003). PACAP6-38 kezelés hatasara az Otx2 szintje csokkent. Ez a valtozas az amakrin sejtek
szamanak novekedéséhez vezethet, valamint modosulhat az RPE fejlodése. A NeuroD1 a
retindlis progenitor sejtek gliavd, vagy neuronokka vald differencidlodasat szabalyozza.
Hianyaban a Miiller-sejtek és a bipolaris sejtek szama né (Cepko, 1999). A NeuroD1 emellett

sziikséges a palcikak életben maradasahoz (Morrow és mtsai., 1999). Vizsgalatainkban a
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NeuroD1 csokkenését tapasztaltuk, ami igy novelheti a keletkezé Miiller- és bipolaris sejtek
szamat, illetve befolyasolhatja a fotoreceptor réteg dsszetételét. A Neurogl részt vesz a RPE
kialakitasaban valamint jelenléte sziikséges a fotoreceptor réteg kialakulasdhoz hianyaban a
fotoreceptorok szama csokken (Li és mtsai., 2010; Yan és mtsai., 2009). PACAP 6-38 kezelés
hatasara a Neurogl szintje csokkent, ami a fotoreceptorok szamanak csokkenését és az RPE

fejlédésének modosulasat jelezheti szamunkra.

5.2 Morfologiai vizsgalatok

Az NBL als6 részén, az IPL szomszédsagaban megjelend kerek magvia, halvanyan
fest6do sejtek alapjan megallapithatjuk, hogy az INL differencialtsaga fokozoédik PACAP6-38
kezelés hatasara. Ezt a megfigyelést 0sszekapcsolva a génexpresszids eredményeinkkel - ahol
a Mashl szintje nétt, mig az Otx2 és a NeuroD1 szintje csokkent - a kerek magvu sejtek az
INL barmelyik sejttipusat (amakrin sejtek, bipolaris sejtek, Miiller-sejtek) képviselhetik.
Morfometriai vizsgalataink kimutattak az IPL vastagsaganak novekedését, amely az INL-ben
nyulvanyrendszerei nagyobbrészt az IPL-ben foglalnak helyet, differencialédasuk soran pedig
nagymértékben novekszik a nyalvdnyok mennyisége és mérete.

A GCL-ben sejtszam emelkedést mértiink. A GCL fejlodésére az FGF2 és az FGF9
ellentétes modon hat, a morfologiai eredmények alapjan viszont feltehetéen, az FGF2
protektiv/proliferativ hatdsa bizonyul erésebbnek, igy a két faktor eredd hatasaként a ganglion
sejtek szamanak novekedése kovetkezik be. Ezek a megfigyelések Osszességiikben azt
mutatjdk szamunkra, hogy a retina strukturaltsiga né PACAP6-38 kezelés hatasara. A
génexpresszios vizsgalatok alapjan a fotoreceptorok és az RPE fejlédése is moddosulhat,
azonban az eddigi morfologiai vizsgalatainkkal ezt a feltevést se megerdsiteni se cafolni nem
tudjuk. Az egyes sejttipusok pontos mibenlétérol és egymashoz viszonyitott aranyanak
valtozasarol tett kijelentések viszont csak spekulativ jellegliek. Bizonyitasukhoz specifikus
sejtmarkerek alkalmazasaval végzett vizsgalatok sziikségesek, melyek elvégzése jovébeni

terveink kozott szerepel.
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6. Osszefoglalas

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo peptidet (PACAP) egy japan-amerikai
kutatocsoport fedezte fel 1989-ben. A felfedezést kovetd vizsgalatok kideritették, hogy a
PACAP hormonként, neurotranszmitterként €s neuroprotektiv molekulaként is funkcional az
€16 szervezetben. Az idegrendszer ontogenezise soran betdltott szerepe vitathatatlan mind a
pre,- és posztnatalis idészakban. A PACAP altal szabalyozott folyamatok koz¢ tartozik a
progenitor sejtek proliferacidja, az apoptozis €s az arborizacido fokozasa. Hatdsait harom
PACAP receptor kozvetiti: PAC1, VPAC1, VPAC2. Retinara vonatkoz6 adatok hidnyossaga
miatt célkitlizésiink az volt, hogy fényt deritsiink a PAC1 receptorok korai posztnatélis retina
fejlédésében betoltott szerepére, azonositsuk a PACI receptor altal szabalyozott géneket és
megfigyeljik a PACI receptorok blokkolasa kovetkeztében Kialakult morfologiai
valtozéasokat.

Egy napos Wistar patkanyok szemébe intravitrealisan vagy 2,5 nmol PAC1 receptor
antagonistat (PACAP6-38) vagy fiziologias sooldatot injektaltunk. A retindk eltavolitasa 3
illetve 6 oraval a kezelést kovetden tortént. A kontrolhoz viszonyitott génexpresszios
kiilonbségeket kvantitativ real-time PCR segitségével hatdroztuk meg. A morfologiai
vizsgalatokhoz a kisérleti allatokat 1 €s 3 napos korban kezeltiik, a szemek kipreparalasat 5
napos korban végeztiik el. A retinakbol félvékony metszeteket készitettiink, majd a valtozasok
kvantifikaldsat morfometriai mérésekkel végeztiik el.

A génexpresszids vizsgalatok eredményeként a 32 vizsgdlt génbdl 16 mutatott
véltozast a PACI-R antagonista hatdsara. A vizsgéalatok azt mutatjak, hogy a PACAP6-38
kezelés novelte a fibroblaszt novekedési faktor-2, ugyanakkor csokkentette az Fgf8 és 9
expressziojat, valamint ndvekedési differenciacios faktor-3 szintjét. A kezelés hatasara
csokkent a sejtek multipotens allapotat fenntartd gének expresszidja (Pax6, Nanog, T), de
véltozott bizonyos retinalis sejttipusok differencidlodasaért felelds faktorok (Mashl, Otx2,
NeuroD1, Neurogl) expresszidja is. A morfoldgiai vizsgalatok azt mutatjak, hogy a kezelt
retinaban 12,4%-al novekedett a belsd rostos réteg vastagsaga, differencialtabba valt a belsé
sejtes réteg €és 15,6%-al emelkedett a ganglionsejtek szdma. Konkluzidként levonhatjuk, hogy
a PACAP, PACI receptorokon keresztiil kozvetleniil és - novekedési faktorokon keresztiil -
kozvetett mdédon modositja a retina morfogenezisét. A PAC1 receptorok gatldsa az Gssejt
allapotbol valo tovabblépést indukalja - a ganglionsejtek €s a belso rostos réteg valamennyi

sejtjének fejlodését eléremozditva - felgyorsitja a szovet érését.
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Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasardl a palyamiiben leirt eredményekhez
Alulirott Szabo Bence Farkas a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

e akisérleti allatok kezelését,

e aszovet preparalast,

o a3z RNS extrakciot és RNS koncentracié meghatarozast

e reverz transzkripcios reakciok Osszeallitasat,

e a kvantitativ real-time PCR reakciok Osszeallitasat,

e a PCR reakiokciokhoz tartozé dokumentaciot és kiértékelést

e aszovetmintak fixalasat és bedgyazasat

o a félvékony metszetek készitését

e ametszetek digitalizalasat

e ametszeteken végzett morfometriai méréseket és kiértékelésiiket

végeztem el.
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