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1. Bevezetés

1.1. Az emlds retina

A retina a szemfenéken elhelyezkedd, tiz szovettani rétegb6l felépiild hartya, mely a
kozponti idegrendszer kihelyezett struktarajaként foghato fel (1. abra). Els6 rétege, a stratum
pigmentosum retinae, melyben a retina pigmenthamsejtjei bocsajtanak nyulvanyokat a
kovetkez6 réteg, a stratum bacillorum et conorum fotoreceptor sejtjeinek kiilsé szegmensei
felé. A harmadik réteg a membrana limitans externa, melyet a Miiller-glia sejtek nyalvanyai
¢és a fotoreceptor sejtek (csapok és palcikak) kozotti adherens kapcsolatok hoznak 1étre. A
stratum granulosum externum-ban a fotoreceptorok sejttestei helyezkednek el. Ezek a sejtek
interneuronokkal alkotott szinaptikus kapcsolatai (horizontalis és bipolaris sejtek) hozzak 1étre
a kovetkez6 réteget, a stratum plexiforme externum-ot. Az interneuronok sejttestei a stratum
granulosum internum-ban helyezkednek el, koziilik a bipolaris és amakrin sejtek
nyulvanyainak a ganglion sejtekkel alkotott szinaptikus kapcsolatai pedig a stratum
plexiforme internum-ot alkotjak. A stratum ganglionare a ganglion sejtek altal alkotott réteg.
A ganglion sejtek nervus opticus felé futdo axonjai alkotjak a retina kilencedik rétegét, a
stratum fibrarum nervosarum-ot. Utolsé rétegként pedig a Miiller-glia sejtek végtalpai altal

alkotott membrana limitans interna-t kell megemliteniink.
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1. abra - A retina szerkezete és sejttipusai (atalakitott abra:
http://www.bio.miami.edu/tom/courses/protected/bil265/retina.jpg)



A retina feladata a fényinger felfogasa, elektromos jellé valo atalakitasa és feldolgozasa. A
vizualis informacié dramlésa a retindban irdnyitott folyamat. A jelfeldolgozas a fotoreceptor
sejtekben kezdddik, majd az ingeriilet attevodik a bipolaris sejtekre, végiil pedig a ganglion
sejtekre. Az ingeriilet aramlasat két horizontalis Gtvonal is szabalyozza, melyben az amakrin
¢s horizontélis sejtek jatszanak szerepet. A retina egyetlen Un. ’output’ sejtjei a ganglion
sejtek, melyek axon nytlvanyai a latoéidegen keresztiil, egészen az agyig terjednek (Bagnoli és
mtsai., 2003). A fent emlitett fiziologiai feladat betdltése mellett a gerinces retina a kozponti
idegrendszeri kutatasok széles korben elterjedt kisérleti modellje. Ennek legfobb oka, hogy
felépitése az agyhoz hasonldé komplexitast mutat, mindemellett egy konnyen attekinthetd,

réteges strukturaval rendelkezik (Bagnoli és mtsai., 2003).

1.2. A patkany retina posztnatalis fejlodése

A patkdny retina fejlodését szamos genetikai ¢€s epigenetikai faktor Osszehangolt
szabalyozasa teszi lehetévé. Az embrionalis periddusban kialakul a retina progenitor
sejtjeinek idealis aranya. Ezt kovetéen a sejtek a megfelelé rétegbe vandorolnak, ott
differencialodnak, elérik végleges morfologiai jellegzetességeiket és kialakitjak szinaptikus
kapcsolataikat a rajuk jellemz6 specifikus funkciok betdltéséhez. Mindehhez azonban egy
Kiterjedt posztnatalis fejlodési folyamatnak kell végbe mennie (Rich és mtsai., 1997, Cook és
Chalupa, 2000, Mey és Thanos, 2000, Livesey és Cepko, 2001; Reese és Galli-Resta, 2002).

A retina fejlédése sordn a progenitor sejtekbdl a neuronok 0sszes tipusa magasabb szdmban
¢és aranyban alakul ki, mint amennyi a retina funkcidjahoz kifejlett allapotban sziikséges lesz.
Ennek megfeleléen két programozott sejthalal (PCD — programmed cell death) periédus
kiilonitheté el egymastol a gerinces retinaban (Bdhr, 2000). Az els6 PCD hullam a korai
fejlodési szakaszban — egér embrioban a 15-17. napok (E15-E17) kozott — jatszodik le, a
egy masodik is részt vesz a legéletképesebb sejtek szelekcidjaban a késdbbi, szinaptogenezis
koriili idészakban (Perry és Cowey, 1982; Perry és mtsai. 1983). Patkanyban a retinalis
a mikodési teriilet elfoglalasat kovetden (Perry és mtsai. 1983).

A retina progenitor sejtjeinek proliferacioja embrionalis korban kezddédik és tdobb
proliferaciods csucs jelenik meg az elsd posztnatalis hét végéig, végiil a 10. posztnatalis nap
(P10) koriil fejezédik be (Rapaport és mtsai. 2004). Szabalyozasaban — tobbek kozott — egy
fontos intrinsic faktor, az atalakité novekedési faktor B (TGFp - transforming growth factor £3)

vesz részt. Ezt a citosztatikus TGF[B szignalt a retinalis neuronok alakitjak ki a masodik
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posztnatalis hét kezdetéig, 1étrehozva ezzel a mitotikus nyugalmi periodust a retinaban (Close
és mtsai. 2005).

A retina sejtjeinek képzddése két szakaszra bonthatd a proliferalodo sejttipusok és annak
fliggvényében, hogy a retina fejlédésének korai vagy kései stddiumaban jelennek-e meg

(2. abra).
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2. abra — A retinalis sejttipusok proliferaciés gorbéi a fejlodés soran (Rapaport és mtsai. 2004)
Jelmagyarazat: RGC — retinalis ganglion sejtek; Ho — horizontdlis sejtek; CPr — csap fotoreceptorok; Am —
amakrin sejtek; RPr — pdlcika fotoreceptorok; BP — bipolaris sejtek; Mii — Miiller-glia sejtek; Phase 1: a

proliferacio elsé fazisa, Phase 2: a proliferdcio masodik fazisa.

A proliferacio els¢ fazisaban (Phase 1) létrejovo sejtek — retindlis ganglion sejtek (RGC),
horizontalis sejtek (Ho), csap fotoreceptorok (CPr) — koran jelennek meg a retinaban (E9), a
proliferacié viszonylag rovid id6t olel fel (E9-P2,5). A masodik fazis (Phase 2) sejtjei —
palcika fotoreceptor (RPr), bipolaris sejtek (BP), Miiller-glia sejtek (Mii) — késébb jelennek
meg a retinaban (E15) és a proliferacié egészen a méasodik posztnatalis hét végéig kitart (P12).
Az amakrin sejtek (Am), proliferacidjukban atmenetet képeznek az elsé és masodik fazis

kozott (Rapaport és mtsai., 2004).



A patkany retina sejttipusai tehat meghatarozott sorrendben jelennek meg a neurogenezis
soran, de a dolgozat szempontjabol kiemelt figyelmet érdemel az utols6 két sejttipus
bipolaris sejteket, ez az allapot azonban a citogenezis soran tobbszor felcserélédik. Ennek a
jelenségnek a hatterében valoszintlileg az all, hogy ez a két sejttipus a patkany retinaban kozel
szimultdn modon proliferalodik (Rapaport és mtsai. 2004).

A masodik posztnatalis hét elején (P10-P12) befejezddik a citogenezis és a sejtek a végleges
helyiikre érkezve befejezik morfologiai fejlédésiiket. Ebben az idészakban indul be a
szinaptogenezis, mely soran a differencialodott sejtek kialakitjak szinaptikus kapcsolataikat a
megfeleld sejtekkel. A retina fejlddése soran a horizontalis szinaptikus kapcsolatok megel6zik
a vertikalisak kialakulasat (Blanks és mtsai., 1974). A rendelkezésre allé adatok alapjan a
patkany retinaban a szinaptogenezis P12 kortil tet6zik a belsé rostos rétegben (IPL — inner
plexiform layer) (Wdssle, 1991), mely megel6zi a szem kinyilasat. Bar a ganglion sejtek
dendrit atrendezd6dése sziiletés eltt megkezdodik (Horsburgh és Sefton, 1987), a szemnyilast
megelézéen a legintenzivebb ez a folyamat (Yamasaki és Ramoa, 1993). Az afferens bipolaris
sejtektdl szarmazod ribbon szinapszisok azonban csak késdi posztnatdlis korban fejezik be
fejlodésiiket (Horsburgh és Sefton, 1987). A Korai posztnatalis fejlodés soran jelenlévo
szinaptikus specializaciok az IPL-ben (Wissle, 1991), valamint a P2-nél megjelend
szinaptikus vezikulum fehérjék (Dhingra és mtsai., 1997) arra engednek kovetkeztetni, hogy a
neurotranszmitterek taldn mar ebben a fejlddési szakaszban is felszabadulnak, illetve szerepet
kapnak akar szinaptikus, akar parakrin regulatorokként (Bagnoli és mtsai., 2003). Latszolag
tehat a retina Un. mikrokdrnyezete a szem kinyilasa eldtt elengedhetetlen a neuronok
nyulvanyainak megfeleld novekedéséhez és a szinaptikus kapcsolatok kialakitasahoz. A
legtobb neuroaktiv anyag a késdi prenatalis vagy korai posztnatalis id6szakokban figyelhetd
meg, mikor az IPL szinaptogenetikai folyamatai még alig indultak be. A neurotranszmitterek
tobbsége mar az elott expresszalodik, hogy a retinalis sejtkapcsolatok képesek lennének a
jeltovabbitasra, ezért feltételezhetd, hogy a retinalis neuroaktiv anyagok a korai fejlodési
kolinerg amakrin sejtek mar a kés6i embriondlis/korai posztnatalis iddszakban is
detektalhatok (Koulen, 1997), valamint az emlitett periodusban a gamma-amino-vajsav
(GABA) és N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptorok is jelen vannak a patkany retinaban
(Koulen és mtsai., 1996).



1.3. Hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP) a patkany retiniaban

A PACAP — hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid — egy els6ként a hipotalamuszbdl
izolalt, az adenilat-ciklaz (AC) enzim aktivitisanak szabalyozasaban szerepet jatszo
polipeptid (Miyata és mtsai., 1989; Arimura, 2007), mely a VIP/szekretin/glukagon/GHRH
szupercsalad tagja (Zhou és mtsai., 2002). Az emlds szervezetben egy 38 (PACAP-38) és egy
27 (PACAP-27) aminosav hosszusagli formaban expresszalodik (Zhou és mtsai., 2002).

A PACAP hatésai G-protein kapcsolt, metabotrop receptorokon keresztiil fejezédnek ki,
melyeknek harom tipusat sikeriilt ezidaig izolalni: VPACI1, VPAC2 és PACI receptorokat. A
PAC1 receptornak tovabbi izoformai kiilonboztetheték meg patkanyban, a receptor
kiilonb6zé hossziisdgn aminosav kazettdknak megfelelden. Az alternativ = splicing
eredményeként 1étrejovo izoformakat a 3. abra foglalja 6ssze (Zhou és mtsai., 2002, Dickson

és Finlayson, 2009).
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Hop1: +28 aa =

Hop2: + 27 aa B \Very short: - 57 aa (21 + 36) ZZRN
Hiphop1: + 56 aa EII@ Short: - 21 aa
Hiphop2: + 55 aa =l

3. abra - A PAC1 receptor splice-variansai (Dickson és Finlayson, 2009)

A PACI receptor kozvetett kapcsolatban all tobbek kozott az AC és foszfolipaz C (PLC)
jelatviteli tvonalakkal. Az AC aktivalasa megemeli a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP)

szintjét a sejtben, valamint aktivdlja a protein-kindz A-t (PKA), mely ezt kdvetden



bekapcsolja a mitogén aktivalt protein-kindz (MAPK) utvonalat. A MAPK utvonal azonban
aktivalodhat AC-t6l fliggetleniil is. A PLC aktivalasa Ca?" felszabadulast eredményez,
mikdzben aktivalja a protein-kinaz C-t (PKC). Az itt emlitett, PACI receptor altal iranyitott
jelatviteli mechanizmusok azonban eltéréek lehetnek a kiilonb6zd sejttipusokban, az
expresszalt receptor izoformatol, illetve az aktualis PACAP koncentracid és egyéb faktorok
jelenlététol fiiggden (Waschek 2002, Vaudry és mtsai., 2009, Shioda és mtsai., 2006). A

PAC1 receptorokhoz kothetd szignalizacids Gitvonalakat a 4. abra foglalja 6ssze.

Neurogenesis Neuronal Protection Migration { :

and Plasticity

4. abra - A PAC1 szignalizacios titvonalak és a PACAP neurogenezisben betoltott szerepkorének
osszefoglalasa (Blechman és Levkowitz, 2013)

A PACAP, pleiotropikus hatastt hormonként szamos ¢élettani folyamat szabalyozasaban részt
vesz. Jelen dolgozatban laboratoriumunk érdeklédési korének megfeleléen a PACAP retinara
kifejtett hatasai kiemelt helyet kapnak. Szamos irodalmi adat all rendelkezésre a PACAP és a
glutamat komplex kolcsonhatasairol, melyek soran a fényinger elvezetésének és a retina
cirkadian ritmusanak szabalyozasaban is részt vesznek (Koves és mtsai., 2000, Hannibal és
Fahrenkrug 2004, Son és mtsai., 2007). A PACAP retinoprotektiv hatdsa szamtalan
kutatbmunka targyat képezi. A PACAP jotékony hatasa igazolt a retina excitotoxikus
sériilései, az ischemia vagy UV-fény altal el6idézett neurodegeneraciok €s szamos retinopatia

esetében is (Atlasz és mtsai., 2010). A neuroprotektiv hatas jelen tudasunk szerint a PAC1

9



receptorokon keresztiil fejezédik ki (Somogyvari-Vigh és Reglodi, 2004, Ohtaki és mtsai.,
2008, Shioda és mtsai., 2006). A napjainkban rendelkezésre all6 eredmények alapjan tehat
feltételezhetd, hogy a PACAP egy fontos neuroprotektiv adgens, mely kozponti szerepet
kaphat a retina szdmos rendellenességének gyogyitasaban, illetve megeldzésre iranyuld
terapiak kifejlesztésében.

A patkany embriondlis fejlédése soran a PACAP mRNS elsdként az E20 napon
expresszalodik detektalhato szinten (Skoglosa és mtsai., 1999), amely jelzi, hogy a PACAP az
idegrendszer fejlédésére is hatassal van (4. abra). A kiilonb6z6é szignalizacids tGtvonalak
fliggvényében befolyasolhatja a proliferaciot, migraciot, differenciaciot és szinaptogenezist
(Blechman és Levkowitz, 2013).

Szamos adat tdmasztja ala a PACAP és receptorainak korai jelenlétét a retinaban, illetve
annak kiilonb6z6 rétegeiben. Egy friss — PACI transzgénikus egereken végzett — kutatas
eredményei Szerint a retinogenezishez és a normal latd funkciok kialakulasahoz
elengedhetetlen a PACAP szignalizacido (Lang és mtsai. 2010). Fénymikroszkopos és
ultrastruktaralis vizsgalatok alapjan PACAP immunpozitiv sejtek lathatok az interneuronalis
¢s ganglion sejtes rétegben, valamint a belsd rostos €s idegrostos rétegek is pozitiv jelolést
mutatnak (lzumi és mtsai. 2000, Seki és mtsai. 2000a). A PACI receptor expresszidja IS
kimutathatd a neonatélis patkany retindban és az immuncitokémiai jelolés bizonyitja jelenlétét
konkrétan a neuroblast rétegben (Silveira és mtsai. 2002). Részletes lokalizacios vizsgalatok
adatai alapjan a PAC1 mRNS expresszioja eltérd erdsségll az egyes retinalis rétegekben: erds
expressziot mértek a ganglion sejtes, a belsd sejtes és az idegrostok alkotta rétegekben, mig a
kiils6- ¢€s belsd rostos, a kiilsd sejtes és a fotoreceptorok kiilsd szegmenseit tartalmazo
rétegekben gyengébb expresszids szinteket mutattak ki (Seki és mtsai. 1997, 2000b).

Ebbdl kiindulva a PACAP, neuroaktiv anyagként minden bizonnyal szerepet kap a retina

embrionalis, majd posztnatalis fejlddésének szabalyozasaban.

1.4. Kutatémunkank el6zményei

Munkacsoportunk eldzetes eredményei alapjan a PACI1 receptor izoformdk kozil négy
(Null, Hip, Hopl, Hiphopl) expresszalodik a posztnatdlis patkdny retindban, expresszios
profiljuk pedig az adott izoformara jellemz6 eltéréseket mutat PO és P20 kozott. A vizsgalt
iddintervallumban a Hip és Hopl izoformak expresszios szintje volt a legmagasabb, de a Hip
expresszioja folyamatos csokkend tendenciat mutatott PS5 és P20 kozott, mig a Hopl

expresszidja éppen ellenkezéleg valtozott. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a retina
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fejlodésének masodik posztnatalis hetében a receptor izoformak egy komplex splicing
regulacio hatasa alatt allnak (Lakk és mtsai., 2012).

A felvetett hipotézis igazoldsanak reményében munkacsoportunk célul tiizte ki, hogy az
emlitett két izoforma expresszios szintjeit egy erre iranyuld vizsgéalat keretein beliil
komplexebb mddon hasonlithassa 0ssze, valamint, hogy a két izoforma kozotti dominancia
valtas pontos idészakat meghatarozhassa. RT-PCR vizsgalataik eredményei (5. abra) azt
mutatjak, hogy P5-nél koriilbeliil kétszer annyi Hopl mRNS detektalhatd, mint amennyi Hip.
Az elsO statisztikailag is szignifikans kiilonbség a két izoforma expresszios szintje kozott P6-
nal volt mérhetd, de PI10-ig folyamatosan emelkedett a Hopl mRNS expresszios
dominanciaja. Megjegyzendd, hogy az emlitett RT-PCR kisérletsorozatban a Hopl mRNS
expresszios szintjét viszonyitottdk a Hip mRNS-éhez, az utobbit hasznalva referenciaként

(Dénes és mtsai., 2013).

&= n=4 n=4 - Hip
—— Hop1

Expression Fold Change (%)
L

Ps P6 P7 Ps Po P10

5. abra - Hip/Hop1 izoformak aranya a posztnatalis fejlodés 5. és 10. napja kozott (Dénes és mtsai., 2013)

A Hopl mRNS expresszios dominanciagja mogott harom esemény allhat. Egyfeldl
lehetséges, hogy a Hip mRNS expresszids szintje csokken drasztikusan, mésfeldl fennallhat a
Hopl expresszié emelkedése is, de lehetséges az is, hogy a két izoforma viszonya a két
emlitett esemény kombindciojaként alakult ki. Tovabbi vizsgalataikban erre is valaszt kapva
(6. abra), PO mintakat referenciaként felhasznalva azt tapasztaltak, hogy a Hopl expresszios

szintje alig valtozik P5 és P9 kozott, P10-nél azonban szintje kiugréoan megemelkedik, mig a
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Hip szintje az adott id0szakban folyamatosan csokken, bar érdekes modon, a Hopl-hez

hasonléan, P10-nél expresszids szintje megemelkedik (Dénes és mtsai., 2013).
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6. abra - A Hip és Hop1 expresszios szintek valtozasa P5 és P10 kozott (Dénes és mtsai., 2013)
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2. Problémafelvetés/Célkitiizés

A PAC1 receptor emlitett Hip és Hopl izoformaja a patkdny retina posztnatalis fejlédésének
masodik hetében nagy mennyiségben atirddik, expresszidja jol detektalhato. Ezek az adatok
alatdmasztjadk azt a hipotézist, miszerint a PACAP szerepet kap a retina fejlodési
folyamataban. A masodik posztnatalis héten tovabba megvaltozik a Hip/Hopl receptorok
dominanciaviszonya. A Hip izoforma expresszios szintje ez id6 alatt folyamatosan csokken,
P9-nél alig detektalhatd, a Hopl izoforma jelenléte viszont a teljes idOszak alatt stabil. Mivel
a két izoforma kiilonb6z6 szignalizacids utvonalakat képes aktivalni, a Hip/Hopl dominancia
valtds nyoman azt feltételezhetjiik, hogy a retina posztnatdlis fejléddésének ebben az
idészakaban a PACAP az eddigitdl eltérd hatést fejthet ki a fejlodo sejtekre. A PAC1L receptor
izoformék expresszidjat befolyasolo kiilso, illetve belsé faktorok azonositasa és a sejtekben
zajl6 alternativ splicing szabalyozasanak megértése tovabbi kutatdomunka targyat képezi.

Jelen dolgozatban célul tiiztiik Ki:

- hogy fényt deritsiink a Hip és Hopl receptor izoformdk dominanciavaltasanak
hatterében allé6 mechanizmusokra;

- hogy megallapitsuk, hogy a folyamatos fényinger, illetve annak hianya, miként
befolyasolja a két receptor izoforma expesszids mintazatat;

- hogy beazonositsuk az izoformak kifejez0dését esetlegesen szabalyozd mikroRNS
(miRNS) szekvenciakat;

crer

receptor izoformakéval normal-, fény- és sotét adaptalt fejlédési koriilmények kozott.
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3. Anyag és modszer

3.1. Allatok és szévet preparacié

A kisérletekhez albind6 Wistar patkdnyokat hasznaltunk, P5 ¢és P10 kor kozott. Harom
kisérleti csoportot hoztunk Iétre. Elsd csoportunk normal fejlédési koriilmények kozott
nevelkedett, azaz biztositottuk a 12 oras sotét/fény ciklust. A masodik csoportba tartozo
allatok 24 oras konstans megvilagitasba keriiltek (fényadaptalt, LA), mig a harmadik csoport
24 oras fény deprivacionak volt kitéve (sotét adaptalt, DA). A sotét adaptalt allatok retinajat
voros fénynél preparaltuk, elkeriilve ezzel a retina ingerlését. A retindk disszekcidja minden
esetben ugyanabban a napszakban tortént, hogy Kikiiszoboljikk a PACL receptor mRNS-ének
lehetséges cirkadian ritmusabol adodo expresszios eltéréseit.

A kisérletek alatt az allatokkal valé banasmodd ¢€s a kisérleti eljarasok megfeleltek a Pécsi
Tudomanyegyetem etikai kovetelményeinek (BA02/2000-6/2006). Az allatokat a kisérlet
megkezdése el6tt minden esetben izofluran (Forane; Abbott Laboratories Ltd.,
Queenborough, UK) inhalacidval altattuk, s csak ezt kovetden dekapitaltuk. A szemek

crer

fiziologias sdoldatban (PBS) végeztiik el.

3.2. RNS extrakcio és reverz transzkripcio

A szdvet lizatumot 21G injekcids tiin torténd atszivasokkal készitettik el. Total RNS
esetében RLT Plus puffert, miRNS esetében Quiazol reagenst adtunk a retinakhoz. A lizatum
homogenizaciojahoz QIAshredder oszlopot hasznaltunk (Qiagen, Valencia, CA, US). A total
RNS extrakciot és tisztitast RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) hasznalataval végeztiik, mig a
miRNS izolalashoz miRNeasy Mini Kitet alkalmaztunk (Qiagen). A teljes procedtra — mely
magaba foglalta a genomikus DNS eliminéacidjat — a gyarto utasitasai szerint zajlott.

Az RNS koncentraciok meghatarozasdhoz BioPhotometer Plus (Eppendorf, Hamburg,
Germany) késziiléket hasznaltunk, mellyel 260 nm-en mértiink OD (optical density) értéket.
A mintak tisztasagat a 260/280 nm kozotti abszorpceids rata alapjan hataroztuk meg, mely
minden esetben 1,8 vagy annal magasabb érték volt. Az RNS extraktumokat tovabbi
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

Total RNS esetén 2 ug RNS-t konvertaltunk ¢cDNS-sé reverz transzkripcioval. Az 50 pl-es
reakcioelegy a kovetkez6 OsszetevOket tartalmazta: 10 pl 5X RT puffer, 2 ul 5 uM oligo(dT)
primer, 2 ul 2,5 uM dNTP keverék, 1 ul 0,1 uM DTT, 1 ul RevertAid H minus Reverz
Transzkriptaz (ThermoScientific, Waltham, Mass, USA), 2 ng total RNS és kiegészitd
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mennyiségli, RNaz mentes viz. A reverz transzkripciot PTC-200-as (Peltier Thermal Cycler;

MJ Research) PCR késziilék segitségével végeztiik el az alabbi program alapjan:

- 65°C-5min
- 25°C-10 min
- 37°C-20min
- 42°C-50 min
- 85°C-3min

miRNS esetén 500 ng-ot irtunk at cDNS-sé, miScript RT Kitet alkalmazva (Qiagen). A 20
pl-es reakcio elegy a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta: 4 pl 5X HiSpec puffer, 2 pl 10X
Nucleics Mix, 2 ul RT Mix, 500 ng miRNS és kiegészité mennyiségii, RNaz mentes viz. A
reakciot szintén PTC-200-as PCR késziilékkel hajtottuk végre az aldbbi programon:

- 37°C-60min

- 95°C-5min
A miRNS-ek a természetben el6forduld, 22 nukleotid hosszsagi, nem kodold RNS-ek,
melyek a mRNS-ektdl eltéréen, nem esnek at poliadenilacion normal koériilmények kozott.
Ezért az érett miRNS-ek reverz transzkripcidjanak elsé 1épésében a poly(A) polimeraz egy
adenozin monofoszfatok sorozatabol allo végzodést illeszt a miRNS 3’ végére. Az oligo dT
primer ehhez a végzddéshez hibridizdlva iniciadlja a reverz transzkripcidt. Esetliinkben a
poliadenliacid és a reverz transzkripcid egymassal parhuzamosan lezajlo folyamat, egyazon

reakcioelegyben (7. abra).

.1 ) g ! I'I"IIRN-'E"\-
2_ 5 AADA :.-:-'-.: i PDIYﬂdE”}rlﬂﬁDn
3. S'MITTOIITITIN AAAALALL 3 ;
T Y TTTTT .
Oligo-dT primer
with universal tag

7. abra — A miRNS reverz transzkripcié elve és lépései (miScript PCR System Handbook)
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3.3. Kvantitativ Real-Time polimeraz lancreakcio (RT-PCR)
3.3.1 TagMan alapia RT-PCR

A Hip és Hopl mRNS-ek egymashoz viszonyitott expresszios valtozasainak felderitéséhez
RT-PCR-t alkalmaztunk, mely soran szekvencia specifikus fluoreszcens festékekkel jelolt
probakat hasznaltunk (1. tablazat). Annak érdekében, hogy a két receptor izoforma
expresszios szintjeit egymastol fliggetlentil vizsgalhassuk bevezettiink egy endogén kontrollt.
A glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) egy allanddan és nagy mennyiségben, a
retinaban is expresszalodd enzim, melynek kifejezddésére nincsenek hatassal kisérleti
beallitasaink, ezért megfeleld viszonyitasi alapként szolgalt a valds receptor expresszios
szintek megallapitasahoz. Referenciaként egy PS5 kord, normal fejlédésti allatbol szarmazo
mintat jeloltink ki. A mintakbol minden esetben harom parhuzamos reakciot futtattunk és
vizsgaltunk. A 20 pl-es reakcid elegyek Osszetételét az 2. tablazat mutatja be. A felhasznalt

reagenseket a LifeTechnologies cég (Grand Island, USA) biztositotta.

Név Hossz Szekvencia 5’ modifikacié | 3’ modifikacié
Hop1 proéba 28 CTACTTCAGCTGCGTGCAGAAATGCTAC 56-FAM ZEN/BFQ
Hip proéba 24 TTTCCTACGGCTGGCCCGCTCCAC TAMRA NHS IBFQ

észter

GAPDH préba 27 TATGGCTACAGCAACAGGGTGGTGGAC 5MAXN 3IAbkFQ
Hop-TAQa 17 CATGGGAGGCAACGAGT
Hiphop12b 25 CACAAGTCTTTCCCTCTTGCTGACG
GAPDHa 22 ACAGCAACTCCCATTCTTCCAC
GAPDHb 20 GCAACTGAGGGCCTCTCTCT

1. tablazat - TagMan probak és primerek szekvenciai
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Az RT-PCR reakciokat StepOnePlus (Applied Biosystems) késziiléken futtattuk, a 3.

PCR MM Mennyiség/
CSO
2xTagMan Fast Advanced Master Mix 10 pl
5 uM forward primer 0,5 ul
5 uM reverse primer 0,5 ul
12,5 uM Hip proba 0,2 ul
12,5 uM Hopl1 préba 0,2 ul
12,5 uM GAPDH préba 0,2 pl
cDNS 3ul
dH20 5,6 ul

2. tablazat - TagMan PCR Master Mix dsszetétele

tablazatban feltiintetett program szerint:

Homérséklet Ido Ciklus szam
Denaturaciod 95°C 1 min 1
Denaturacio 95°C 10 sec
Primer lekotodés 57°C 20 sec 40
(annealing)
Extenzio 60,5 °C 20 sec

3. tablazat - A TagMan PCR program beallitasai

Az expresszios kiilonbségek megallapitasahoz ACt moédszert alkalmaztunk. A Cr (cyle
threshold) azaz cikluskiiszob az az érték, melynél a vizsgéalt gén detektalhatdo szamu
amplikonban van jelen a PCR reakci6 sordan. Ezért minél kisebb a Ct érték, annal nagyobb
mennyiségben expresszalodik az adott gén. A ACt értéket a vizsgalt gén endogén kontrollhoz
torténd normalizacidjaval szamithatjuk ki. Az expresszios kiilonbségek megallapitasahoz 2-t a
ACrT kitevéjii hatvanyra emeljiik (2 2°T = Expression fold).

Mivel minden egyes mintdban mindegyik receptor izoforma expresszidjat a GAPDH
szintjéhez viszonyitottuk, megkaptuk a két izoforma kozotti expresszios kiilonbséget is,

illetve a kiilonb6zo korua retinak kozotti kiilonbségek is kirajzolddtak.
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3.3.2 SybrGreen alapu RT-PCR

A PCR reakcidkhoz sziikséges miRNS szekvencidkat a miRBase adatbazis segitségével
azonositottuk be, kivalasztva a szekvencigjuk alapjan legnagyobb valdszintiséggel Hip illetve
Hopl mRNS-re specifikus miRNS-eket. Hip esetében a miR137-es (ACG GGU AUU CUU GGG
UGG AUA AU), mig Hopl esetében a miR147-es (GUG UGC GGA AAU GCU UCU GCU A)
szekvencidkra esett a valasztasunk. A Hip és Hopl mIRNS primerek szekvenciait a 4.
tablazat tartalmazza. Referenciaként ugyan azt a P5 korGi mintat hasznaltuk fel, mint a
MRNS-ek esetében, de ebben a vizsgalatban az alkalmazott endogén kontroll az U6 volt. Az
U6 snRNS (snRNS= small nuclear RNS) azért bizonyul jo endogén kontrollnak, mert szamos
¢lélényben megtaldlhatd és szekvenciaja alig mutat variabilitdst, az evolicid soran szigortian

konzervalodott. A 20 ul-es reakcid elegyek Osszetételét az 5. tablazat sorolja fel.

Név Primer szekvencia

miR-137-5p ACGGGTATTCTTGGGTGGATAA
miR-147 GTGTGCGGAAATGCTTCTGCTA
rtue CGGCAGCACATATACTAAAATTGG

4. tablazat — A Kisérletekben vizsgalt mMiRNS-ek és primerek szekvenciai

Mennyiség/cso
MasterMix
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 wl
Univerzalis primer (reverse) 1l
Forward primer 0,5ul
cDNS 2 ul
dH20 6,5 ul

5. tablazat — A SybrGreen PCR reakci6 elegyek dsszetétele

A reakci6 futtatasahoz a kdvetkez6 programot allitottuk dssze (6. tablazat):
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Homérséklet Ido Ciklus szam
Denaturacio 95°C 10 min 1
Denaturacio 95°C 10 sec
Primer lekotédés 55°C 20 sec 50
(anneling)
Extenzid 72 °C 20 sec

6. tablazat - A SybrGreen alapi PCR program

3.3.3 Adataink Kkiértékelése

Eredményeink analizalasdhoz a StepOne szoftver v2.3-as verzidjat alkalmaztuk. A gén

expresszids valtozasokat a AACt modszerrel szamoltuk ki, melyben a mintak Cr értékei

alapjan a kovetkez6 0sszefiiggés alapjan hataroztuk meg a AACr értékeket:

Egyenlet:

(Crrefgoi — Crmigoi) — (Crref,us — Ctmiue) = AACT

Jelmagyarazat:

Az

Crrefgoi = a referencia minta vizsgalt génjéhez (goi = gene of interest) tartozd
cikluskiiszob

Crmi,goi = a vizsgalt minta vizsgalt génjéhez tartoz6 cikluskiiszob

Crrer,us = a referencia minta endogén kontrolljahoz (U6) tartozo cikluskiiszob

Crmi,us = a vizsgalt minta endogén kontrolljahoz (U6) tartozo cikluskiiszob

expresszios valtozasok megallapitdsahoz a 2CT miiveletet végeztiik el. Mivel az

egyenlet alapjan a referencia mintak AACt értéke 0, az expresszios valtozas mindig azt fogja

kifejezni, hogy a vizsgalt mintdk expresszidja a referencia mintdhoz képest hanyszorosara

nott, illetve csokkent.

3.4. Statisztikai elemzés

A gén expresszidok kozotti statisztikai szignifikanciat egy-utas ANOVA analizissel és Post-

Hoc Dunnett teszttel hataroztuk meg. A 0,05 alatti p-értékkel rendelkezd adatokat fogadtuk el

statisztikailag szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1. Hip és Hop1 izoformak expressziojanak valtozasai normal fejlodésii retinaban

A tobbfajta fluorescens jelolést tartalmazé TaqgMan probaknak kdszonhetden lehetové valt
tobb cDNS egyidejli vizsgalata ugyanazon reakcio elegyben.

A 8. abran jol lathato, hogy a Hip mRNS expreszios szintje a P5 korti mintdhoz viszonyitva
P9 id6pontig folyamatosan csokken és ez a csokkenés mar P6 idépontban szignifikans (0,4 +
0,08). P7 korban hasonl6 szintli az expresszio (0,43 + 0,1), majd P8 korban folytatodik az
expresszios szint csokkenése (0,09 + 0,01). P9 koru retinaban a Hip MRNS expresszioja
emelkedést (0,15 + 0,03) mutat, majd P10 korban, a P9 kori mintahoz viszonyitva
expresszids szintje szignifikansan megemelkedik (3,23 + 0,45), de a P5 idépontban mért

expresszios szintet nem éri el.

8,00E-05

n=4 Hip normal
7 DOE-05 -
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g
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2
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@ * *5 n=5
o _ n=
% 3,00E-05 n=>
| )
@
© 2 00E05 - . *
n=5
1,00E-05 - n=4 -
0,00E+00 [T ]
P5 = P7 3 Pg P10

8. abra — A Hip mRNS expressziés mintazata normal fejlodési koriilmények kozott (4 * jelolés a
szignifikdans valtozasokra utal)

A Hopl mRNS expresszios mintazataban oszcillaciot tapasztaltunk (9. abra). P6 idépontban
a Hopl expresszidja csokken (0,43 + 0,1), majd P7 kori mintaban megemelkedik (0,66 +
0,16), amit P8 korban szignifikansan csokkenés kovet (0,26 + 0,11). P9 koru retinaban a Hopl
expresszioja kiss¢ megemelkedik, de viszonyitasi alapunkhoz képest a csokkenés még itt is
szignifikans (0,4 £ 0,09). P10 fejlodési korban a Hopl mRNS expresszidja megemelkedik

(1,44 £+ 0,2), mely emelkedés P9 kort mintahoz viszonyitva szignifikans mértéki (3,7 + 0,5).
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9. abra — A Hopl mRNS expressziés mintazata normal fejlodési korillmények kozott (4 * jelolés a
szignifikans valtozasokra utal)

A Hip és Hopl mRNS-ek expresszids szintvaltozasait a 7. tablazat foglalja dssze.

Exp. valt.
P6 P7 P8 P9 P10 P9/P10
Hip 0,40* 0,43* 0,09* 0,15* 0,49* 3,23*
SD + 0,08 0,10 0,01 0,03 0,07 0,45
Hopl 0,43 0,66 0,26* 0,40* 1,44 3,70*
SD + 0,10 0,16 0,11 0,09 0,20 0,50

7. tablazat - A Hip és Hopl mRNS expresszidjanak valtozasai PS mintahoz viszonyitva a P5 és P10 kozotti
fejlodési idoszakban (4 * jelolés a szignifikans valtozdsokra utal)

Ha a mért értékeket egy diagramban abrazoljuk (10. abra) jol latszik a Hip csokkend és a
Hop1 oszcillalé tendencidja. Ugyanakkor a gorbék kozotti novekvd tavolsag arra utal, hogy a
Hopl
szignifikdnsan magasabb Hip expresszidjanal a P7 (2,6 + 0,27), P9 (4,6 + 0,5) és P10 (5,2 £

dominancidja fokozatosan egyre Kkifejezettebbé valik. A Hopl expresszigja

0,15) korti mintak esetében.
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10. abra — A Hip és Hop1 expressziés mintazatanak osszevetése (4 * jelolés a szignifikans valtozasokra utal)

4.2. A fény- és sotét adaptacio hatasa a Hip és Hopl izoforma expresszios
mintazatara

421 A Hip mRNS expressziés valtozasai fény- és sotét adaptacié hatasara

A 11. abra ¢és a 8. tablazat a Hip mRNS expresszidjat hasonlitja 6ssze normal, fény- és sotét

adaptalt fejlédési koriilmények kozott.

4.00E-04 - —|* ® Hip-normal B Hip-LA-1d B Hip-DA-1d
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11. abra — A Hip mRNS expresszidjanak dsszehasonlitisa normal fejlodésii, fény- és sotét adaptalt
retinakban (4 * jelolés a szignifikans valtozdsokra utal)
(Hip-normal: normadl fejlédésii retina, Hip-LA-1d: egy napos fény adaptdcionak kitett retina; Hip-DA-1d: egy
napos sotét adaptdcionak kitett retina)
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Hip P5 P6 P7 P8 P9 P10
LA 1,21 247* 1,43 6,8* 2,41 0,61
SD+ 0,07 0,23 0,22 2,19 0,44 0,08
DA 5,52* 0,5 0,3* 6,94* 20,62* 5,92*
SD+ 0,86 0,04 0,03 0,54 1,82 0,78

8. tablazat - A Hip izoforma normalhoz viszonyitott expresszios valtozasai fény- (LA) és sotét adaptalt
(DA) mintakban (4 * jelélés a szignifikdans viltozdasokra utal)

P5 koru allatokban a fényadaptiaci6 nem okozott szamottevd eltérést a Hip mRNS
expresszios szintjében, mig P6 korban szignifikans valtozast mérhettiink. P7 id6pontban a
fény adaptalt mintak Hip expresszidja ismét a normalhoz kozeli szinten maradt, de P8 korban
szignifikans mértékben feliilmulta azt. A P9 és P10 kora, fény adaptalt mintak Hip mRNS-
ének expresszidja a normal fejlédésii mintakban mért értékek koriil ingadozott.

A sOtét adaptacio PS5 kori mintdkban szignifikans, kiugrd expresszios novekedést
eredményezett. P6 kort allatokndl azonban a Hip expresszido megkdzelitdleg a normal érték
szintjén maradt. A P7 korGi mintdkban a Hip mRNS-ének normaél szinthez viszonyitott,
szignifikans csokkenése kovetkezett be. A P8 kort allatok Hip expresszioja azonban
szignifikans mértékben megemelkedett a normal szinthez képest. A P9 és P10 koru, fény
deprivacionak kitett mintdk Hip mRNS szintje (a P5 idéponthoz hasonldan) kiugréan magas

expresszios értékeket vett fel.

422 A Hopl mRNS expresszios valtozasai fény- és sotét adaptacio hatasara

A fény- és sotét adaptacio hasonlo hatdssal volt a Hopl mRNS expresszios szintjére, mint a
Hip mRNS-ére (12. abra, 9. tablazat).

A 24 oras megvilagitasnak kitett retinakban, PS5 id6pontban a Hopl mRNS megkdozelitdleg
P6-nal

megemelkedett. P7 korban a Hopl mRNS szintje ismét a normal értékhez hasonld szintre

normal szinten expresszalodott, azonban szintje szignifikans mértékben
csokkent, majd expresszidjaban ismét szignifikdns mértéki emelkedést tapasztaltunk P8
kornal. A P9 és P10 koru, fény adaptalt mintdkban nem mértiink a normal expresszios szinttdl
szignifikansan eltérd értékeket.

A fény deprivaci6 hatdsara a P5 kort retindk Hopl expresszidjanak szintje kiugréan magas
értéket vett fel. P6 korban az expresszios szintje nem csokkent szignifikansan a normal szint

ala. Ez a valtozas P7 korban azonban bekovetkezett. A P8 kor(i mintakban a Hopl mRNS
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szintje ismét enyhe, de szignifikans szintli ndvekedésbe kezdett, majd P9 és P10 korban az

expresszio ismét ugrasszeriien megemelkedett.
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12. abra — A Hopl mRNS expresszidjanak dsszehasonlitasa normal fejlodésii, fény- és sotét adaptalt
retinakban (4 * jelolés a szignifikans valtozdsokra utal)
(Hopl-normal: normal fejlédésii retina; Hop1-LA-1d: egy napos fény adapticionak kitett retina; Hopl-DA-1d:
egy napos sotét adaptacionak kitett retina)

Hopl P5 P6 P7 P8 P9 P10
LA 1,24 2,50* 1,34 4,59* 2,54 0,59

SD =+ 0,13 0,41 0,24 2,3 0,61 0,08
DA 7,00* 0,7 0,34* 2,98* 22,52* 6,28*

SD =+ 1,00 0,05 0,06 0,26 2,98 0,96

9. tablazat - A Hopl mRNS normal szinthez viszonyitott expresszios valtozasai fény- (LA) és sotét adaptalt
(DA)mintakban (4 * jelolés a szignifikans valtozdsokra utal)

4.3. A miR137 és miR147 expresszios valtozasai normal fejlodésii retinaban

A Hip mRNS expresszidjanak folyamatos csokkend tendenciajaval ellentétben a miR137
expresszios szintjében (13. abra) egy — nem szignifikans mértéki — de folyamatos, enyhe
novekedés fedezhetd fel, mely a P9 és P10 korti mintdknal mar szignifikans mértékiivé valik.
A PS5 kort mintak expresszios szintjéhez viszonyitva P6 kortol (1,78 + 0,33) P7 (8,4 + 1,8),
majd P8 korig (10,32 + 1,5) nem szignifikans az expresszios szintvaltozas, de a P9 (29,4 +
8,0) és P10 (22,4 + 1,15) kort mintakban szignifikdns emelkedést detektaltunk a miR137

expresszidjanak szintjében. Kiemelendd, hogy a Hip mRNS expresszios szintjének P10
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idépontban torténé emelkedésével ellentétben, a MiIR137 expresszidja nem szignifikans

mértékben csokken le.
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13. abra — A Hip mRNS és miR137 expressziés mintazatanak 6sszehasonlitasa normal fejlédésii
retinakban (4 * jelolés a szignifikans vadltozdsokra utal)

A Hopl mRNS és miR147 normal expresszidjanak vizsgalati eredményeiben (14. abra) is
fellelhet6 a mRNS és a miRNS kozotti forditott expresszios vélasz. Ennek ékes példai a P8
(5,4 £ 0,98) és P9 (6,14 + 1,34) kord mintak, melyekben a Hopl mRNS expresszidjanak
csokkenését a miR147 emelkedése kiséri, valamint a P10 (0,82 £+ 0,17) kort minta, melyben a
Hopl expresszidjanak szignifikdns emelkedésével parhuzamosan a miR147 szignifikdns

csokkenése tapasztalhato.
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14. abra — A Hopl mRNS és miR147 expressziés mintazatanak osszehasonlitasa normal fejlodésii
retinakban (4 * jelolés a szignifikans vadltozdsokra utal)

A miR137 és miR147 expresszids valtozasait a P5 és P10 kozotti fejlodési idészakban a 10.

tablazat foglalja 0ssze.

Exp.valt. P6 P7 P8 P9 P10

miR137 1,78 8,41 10,32 29,45* 22,44*
SD+ 0,34 1,8 15 8,03 1,15

miR147 1,33 3,13 5,4* 6,14* 0,82
SD+ 0,36 0,78 0,98 1,34 0,17

10. tablazat — A miR137 és a miR147 normal fejlodésii retinaban mért expresszios valtozasai
(A * jelolés a szignifikdans valtozdsokra utal)
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4.4. A fény és sotét adaptacio hatasa a miR137 és miR147 expressziojara

A Hip és Hopl mRNS-ek expresszidjaban kiugro értékeket mértiink a sotét adaptalt PS5, P9
¢s P10 koru allatokbdl szarmaz6 mintakban. A tovabbiakban arra voltunk kivéancsiak, hogy
ezeken a kitlintetett napokon hogyan valtozik a miR137 és a miR147 mennyisége, ha a retina
folyamatos fénynek vagy sotétségnek van kitéve. Harom mintdt valasztottunk ki: kettd
esetében kimagaslo volt a mRNS expresszié a sotét adaptal retindkban (PS5 és P10), a
harmadik kontrollként szolgalt (P6), itt ugyanis nem mutattak kiugré értékeket a mRNS-ek.

Eredményeink alapjan sem a miR137 (15. abra), sem a miR147 (16. abra) esctében nem
sikeriilt forditott expresszios valaszt detektalni a Hip és Hopl mRNS-ek expresszidjaval sem
a fény, sem a sotét adaptalt mintakban.

A miR137 esetében P5 kornal csak a sotét adaptalt retindkban sikeriilt az expresszid
szintjében szignifikans valtozast kimutatni (3,5 £+ 1,46), majd P6 korban mind a fény adaptalt
(29,94 + 0,23), mind a sotét adaptalt (10,00 £ 3,52) minta expresszidja szignifikans mértékben
emelkedett a normal szint f6lé. A P10 kort mintdk mirl37 expresszidjara is csak a sotét
adaptacio hatott szignifikans mértékben (5,83 + 1,37), a miR137 expressziojanak emelkedését

eredményezve.
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15. abra — A miR137 expresszios szinjtjeinek dsszehasonlitasa fény adaptalt (LA) és sotét adaptalt (DA)
mintakban, P5, P6 és P10 fejlédési napokon (4 * jelolés a szignifikans vadltozdsokra utal)

A miR147 expresszidjaban egyik kisérleti beallitas sem okozott a normal expresszids szinttol
szignifikans mértékben eltérd szintvaltozast a P5 és P6 korti mintakban, P10 korban azonban
szignifikans szintemelkedést detektaltunk a sotét adaptalt mintak (5,35 + 2,04) miR147

expresszidjaban.
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16. abra — A miR147 expresszios szinjtjeinek dsszehasonlitasa fény adaptalt (LA) és sotét adaptalt (DA)
mintakban, P5, P6 és P10 fejlédési napokon (A4 * jelolés a szignifikans valtozasokra utal)

A normal fejlédésti retinak expresszids szintjeihez viszonyitott fény- és sotét adaptalt mintak

expresszios szintvaltozasait a 11. tablazat foglalja 6ssze.

Exp.valt.
P5-LA P5-DA P6-LA P6-DA | P10-LA | P10-DA
miR137 1,97 3,50*%| 29,94*| 10,00* 1,34 5,83*
SD+ 0,84 1,46 0,23 3,52 0,01 1,37
miR147 1,46 0,51 1,25 0,87 0,39 5,35*
SD + 0,79 0,09 0,27 0,12 0,34 2,04

11. tablazat — Normal expresszios szintekhez viszonyitott miR137 és miR147 expressziok valtozasai
aranyokban megadva, fény adaptalt (LA) és sotét adaptalt (DA) mintakban
(A *jelolés a szignifikdns valtozdsokra utal)
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5. Eredmények targyalasa

5.1. A PACI1 receptor Hip és Hopl izoformainak funkcionalis jelentésége a fejlodo
patkany retinaban

A PACAP, pleiotropikus hatasi hormonként szamos ¢élettani folyamat szabalyozasaban részt
migracidja €és karos hatasok elleni védelme, vagy a gén atirodas és szinaptikus kapcsolatok
kialakulasanak ¢és plaszticitasdnak irdnyitasa. Hatdsai G-protein kapcsolt, metabotrép
receptorokon keresztiil fejezddnek ki. A PACI1-R a legmagasabb ligandkotd affinitdssal
rendelkez6 PACAP receptor, melynek a harmadik intracellularis hurok régi6 szekvencialis
eltérései alapjan kiilonb6z6 izoformai alakultak ki (Blechman és Levkowitz, 2013). Ezek koziil
négy (Null, Hip, Hop1 és Hiphop1) a patkany retindbdl is kimutathat6 a posztnatalis fejlodés
soran (Lakk és mtsai., 2012). A PAC1 receptor izoformai — csaktigy, mint a jelen dolgozatban
vizsgalt Hip és Hopl izoforma — eltérd sajatsagokkal rendelkeznek ligandkotd affinitasukat és
az altaluk aktivalt jelatviteli utvonalakat illetéen. A Hopl izoforma példaul magasabb
affinitassal rendelkezik a PACAP felé, mint a Hip izoforma (Blechman és Levkowitz, 2013).
PACAP hatasra mindkét izoforma képes aktivalni az AC tutvonalat. A Hopl izoforma, az
AC/cAMP/PKA utvonal aktivalasa mellett, a PLC/inozitol-trifoszfat (IP3) vagy foszfolipaz D
(PLD) kaszkad elinditasaval, szdmos sejtszintli valaszt indukéalhat. Az emlitett szignalizacios
utvonalakon keresztiil kialakithat anti-apoptotikus hatast, de serkentheti a sejtek
Hip kazetta jelenléte azonban az AC utvonal lefutdsat, valamint a PLC utvonal csokkentett
aktivalasat vonja maga utan (Vaudry és mtsai., 2009). Munkacsoportunk kimutatta, hogy a
posztnatalis fejlddés masodik hetében (P5-P10) a patkdny retindban a Hip izoforma egyre
alacsonyabb mennyiségben expresszalodik, mig a Hopl izoforma expresszidja stabil marad a
PACL1 receptorral rendelkez6 amakrin-, horizontalis- és ganglion sejtek teljes-, mig a
receptor izoformak valtozasa arra enged kovetkeztetni, hogy a patkany retina posztnatalis
fejléddése soran a PACAP kiilonboz0 élettani folyamatokat indithat el a kiilonb6z6 sejtekben a
Hip, illetve Hopl szignalizacid kozrejatszasaval, attol fiiggéen, hogy az adott fejlodési
stadiumban melyik izoforma expresszidja domindl a retindlis szovetben. A posztnatalis
fejlddés masodik hetében szdmos olyan folyamat zajlik a retinaban, melynek szabalyozasaban
a PACAP a Hip, illetve Hop1 receptorokon keresztiil szerepet kaphat. Ebben az idészakban

tetdzik ugyanis a bipolaris interneuronok és Miiller-glia sejtek proliferacidja, zajlik a ganglion
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sejtek apoptozisa, a neurit névekedés és megkezdddik a szinaptogenezis mindkét rostos
rétegben (Bagnoli és mtsai., 2013). Ennek megfeleléen a Hopl izoforma dominanciajanak
novekedése P5 és P10 kor kozott hozzajarulhat a bipolaris és Miiller-glia sejt proliferacio

szabalyozasahoz és a szinaptogenezis folyamatahoz.

5.2. A fény- és sotét adaptacio hatasa a Hip és Hopl mRNS expressziokra

Munkacsoportunk bizonyitékot talalt arra a feltevésre, miszerint a patkany retina posztnatalis
fejlddésének masodik hetében, a PACI1 receptor Hip ¢és Hopl izoformaja kozott
dominanciavaltas torténik. Az izoformak létrejotte az alternativ splicing eredménye: a PAC1
hosszlisagh aminosav kazettdk alapjan hat izoforma kiillonboztethetd meg (Dickson és
Finlayson, 2009). Ennek megfelelden a tapasztalt izoformavaltas hatterében vagy az alternativ
splicing komplex, vagy miRNS-ek regulaciés mechanizmusai allhatnak. Ezek a kozvetlen
mechanizmusok extrinszik vagy intrinszik hatasokra aktivalodnak, melyeknek megértése
tovabbi kutatomunka targyat képezi. Jelen dolgozatban azt teszteltiik, hogy az adott fejlodési
stadiumban a fénynek vagy fény megvonasnak van-¢ hatasa a Hip és Hopl mRNS-ek
expresszios mintazatara.

Eredményeink bizonyitjak, hogy bizonyos fejlédési stadiumokban, mind a fényinger, mind
pedig annak hianya befolyasolja a receptor izoformak mRNS szintjét. Vizsgalataink
alkalmaval azt tapasztaltuk, hogy a Hip és a Hopl expresszioja azonos tendencia szerint ¢€s
ugyanazokon a fejléddeési napokon valtozott meg, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a két
izoforma kifejez6désének szabalyozasa kapcsolt, vagy ugyanazon mechanizusokon keresztiil
zajlik. Tovabbi megfigyelés, hogy a fényinger hianya nagyobb eltéréseket okozott az
izoformak expressziojaban, mint a fénykitettség, de fontos kiemelni, hogy a fénymegvonas
hatasa fejlodési stadiumtol fiiggott. A 24 oras megvilagitasnak kdszonhetéen a Hip €s Hopl
mRNS expresszidja is szignifikdns mértékben emelkedett meg a P6 és P8 korti mintdkban, a
tobbi napon a normalhoz kozeli expresszids szinteket mértiink. A 24 6ras fény deprivacio
hatasa sokkal drasztikusabb valtozasokat eredményezett mindkét izoforma expresszidjaban. A
PS5, P8, P9 és P10 korti mintdkban kiemelked6en magas expresszios szinteket mértiink mind a
Hip, mind a Hop1 esetében, mig drasztikus csokkenést valtott ki a P6 és P7 koru retindkban.

Gyakorlatilag tehat mind a fényinger, mind pedig annak hidnya befolyassal lehet az
izoformak kozotti dominanciavaltds menetére. Fény adaptalt retindban a Hip normal
expressziojanak csokkend tendencidja felborul a P6 és P8 id6pontokon mért szignifikans

emelkedések miatt, ezért a Hip mRNS expresszioja jellegzetes ingadozast mutat, Hopl
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esetében azonban az expresszios szintbeli dominancia még kifejezettebbé valik a vizsgalt
iddszakban. Sotét adaptalt retindban azonban a Hip és Hopl expresszidja is hasonld
tendenciat kdvetve valtozik, és bar a Hip mRNS expresszids szintje nagysagrendileg a Hopl
szintjének megkozelitdleg a fele a teljes vizsgalt id6tartam alatt, a dominanciavaltas ebben a
kisérleti beallitasban nem valdsul meg.

Hipotézisiink szerint a Hip és Hopl mRNS szintek szabalyozasanak hatterében miRNS-ek is
allhatnak.

5.3.A mMiRNS-ek lehetséges szerepe a Hip és Hopl mMRNS expresszio
szabalyozasaban

crer

irodalom, a receptor izoformak kifejez6dését szabalyozdé miRNS-ekrdl, illetve azok lehetséges
szerepérdl nem talalhaté tudomanyos kozlemény.

A miRNS-ek 20-22 nukleotid hossztsagu, kis RNS szekvenciak, melyek gének atirddasanak,
diverzitdsa és a miRNS-ek széleskorli elterjedése az evolucid soran arra utal, hogy szdmos
génkifejez0dést szabalyozd mechanizmus hatterében jelen lehetnek (Ambros, 2001). A
miRNS-eken alapuld géncsendesités vagy transzlacio gatlasanak folyamata egy ribonukleo-
protein komplex, a RISC (RNA-induced silencing complex) 1étrejottével kezdédik (Hammond
és mtsai., 2000). A RISC (kozel) komplementer szakaszokat ismer fel a target mRNS és a
SiRNS (kis interferald RNS) vagy miRNS kozott, hozza kotédik, majd a komplex
endonukleaz aktivitassal rendelkez6 komponense hasitja a mRNS-t egy specifikus ponton
(17/A abra,) (Elbashir és mtsai., 2001). Ha a mRNS nem rendelkezik a hasitas
kezdeményezéséhez sziikséges koddal, de talalhatdé rajta néhany, az adott miRNS-sel
komplementaritdst mutatd szekvencia, tobb RISC is képes a mRNS-hez kotddni és

jelenlétével represszalni a transzlaciot (17/B abra) (Zeng és mtsai., 2003).
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The Actions of Small Silencing RNAs

(A) Messenger RNA cleavage specified by a miRNA or siBNA. Black arrowhead indicates site of cleavage.
(B) Translational repression specified by miRNAs or siRNAs.

17. abra — miRNS vagy siRNS hatisa a mRNS expressziora (Bartel és David, 2004)

Jelen kutatdmunkdhoz a miRBase felhasznalasaval azonositottunk két miRNS-t, melyek

szekvencidjuk alapjan specifikusak a Hip, illetve a Hopl mRNS-re. A Hip mRNS megfelel
szakaszaval legteljesebb komplementaritast mutatdé szekvenciak koziil a miR137, a Hopl
MRNS-re specifikus miRNS-ek koziil pedig a miR147 szekvenciat valasztottuk ki. A miR137
¢s miR147 miRNS retindlis jelenlétét vagy ottani szerepét tisztazd szakirodalmat nem
talaltunk, igy valdsziniileg munkacsoportunk izolalhatta els6ként az emlitett két szekvenciat a
fejlodo patkany retinabol.
A miRNS-ek jelenlegi tudasunk szerint szdmos neurogenetikai folyamat szabalyozasaban
részt vesznek, mint példaul a sejt proliferacio, differenciacio és apoptozis (Liu és Zhao, 2009).
Egy friss tanulmany szerint a miR137 jelentds szerepet kap a fejlédé neuronok fenotipikus
érésének és a dendritek morfogenezisének szabalyozasaban (Smrt és mtsai., 2010). A miR147
altalanos, idegrendszeri szerepérdl kevés az adat. Egy 2011-es kutatds eredményei szerint
APP metabolizmus csekély valtozasa is agyi rendellenességeket, példaul Alzheimer-kort
eredményezhet, a miR147 kdzvetett mdédon hozzdjarul a normal agyi mitkodés kialakitasdhoz
(Delay és mtsai., 2011).

Eredményeink alapjan feltételezhetd, ezek a miRNS-ek részt vesznek a normal fejlodésii
patkany retinaban kifejez6dé Hip és Hopl mRNS-ek szintjének beallitasdban, ugyanis sikertilt
forditott expresszios valaszokat kimutatni a mRNS-ek és a miRNS-ek kozott. A fény- és sotét
adaptalt retinak esetében azonban nem talaltunk Osszefliggést a mRNS-ek és a miRNS-ek
expresszios szintjei kozott, igy ezekben az esetekben mas mechanizmus allhat a fény és sotét
adaptalt retindkban torténd expresszios valtozasok hatterében.

Ugyanakkor fontos leszogezni, hogy eredményeink ,berepiil6” jellegiiek, a két miRNS

szerepének bizonyitasa jovobeli kutatasi terveink kozott szerepel, mely soran miRNS inhibitor
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¢s ,,mimics” szekvencidk segitségével megbizonyosodhatunk a miR137 ¢és miR147
szabalyozd szerepérél a PACI1 izoformak kifejez6désében. A miRNS-ek — amellett, hogy
fontos bioldgiai szabalyozasban vesznek részt — egy hatékony eszkozt adnak a keziinkbe. Az
altalunk azonositott két miRNS szekvencia lehet6séget nyhjt rovid, interferaldo RNS-ek
(siRNS) szintézisére, melyek transzfekcidjaval fényt derithetiink az adott receptor izoformak
fiziologiai szerepére.

5.4. Az emlos retina fejlodése soran felszabadulo, a fény- és a sotét adaptacio
kialakitasaért felel6s mediatorok

A retina fejlodését szdmos extrinszik és intrinszik szignal irdnyitja. A retina fejlédésében
potencidlisan részt vevd neuroaktiv anyagok expresszidjat vizsgdld kutatdsok a késoi
prenatalis vagy korai posztnatalis fejlodési idészakokat célozzak meg. A rendelkezésre allo
adatok arra utalnak, hogy a neurotranszmitterek mar az el6tt expresszalodnak, hogy a retina
jeltovabbitd rendszere elérné a szerkezeti és funkciondlis érettséget, ezért valoszinii, hogy a
retinalis sejtek fejlodésbiologiai folyamatainak szabalyozasaban is szerepet kapnak (Bagnoli

és mtsai., 2003).

54.1. Dopamin

A legval6észinlibb fényadaptaciot kialakitdo kémiai hirvivé az emlds retinaban a dopamin,
hiszen annak felszabadulasat foként a fény indukalja. Szamos eredmény tamasztja ala, hogy
kozott megjelend transzmitter (patkanyoknal P7 korban) a fejlédoé retinaban, melyet a
dopaminerg (DA) amakrin sejtek termelnek (Witkovsky, 2004). A szekretalt dopamin G-
protein kapcsolt receptorok kozvetitésével fejti ki hatasat a célsejtekre parakrin modon. A
receptorok két f6 altipusra, a D1 és a D2 dopamin receptorokra kiilonithetéek el. A két altipus
kozotti alapvetd kiilonbség, hogy a D1 receptorok (D1 és D5) serkentdleg, a D2 receptorok
(D2, D3 ¢és D4) pedig gatlolag hatnak az AC ttvonalra és ezzel egyiitt az intracellularis cAMP
szintre (Jackson és mtsai., 2012). A dopamin termelddés €s felszabadulas napi ritmusa a DA
neuronok és a fotoreceptorok interakcioitdl, a fény behatasatol fiigg. Az emlds retindban
bizonyitottan tobb dopamin szabadul fel fényben, mint sotétben. Ezen a ponton fontos
hangstlyozni, hogy a dopamin felszabadulas sotétben sem all le. A DA sejtek fény-fiiggd
miikddését mas neurotranszmitterek is modulaljak. Egyes glutamaterg bipolaris interneuronok

serkentd szinapszisokat, mig mas gamma-amino-vajsavat expresszalo, azaz GABA-erg és
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glicinerg amakrin sejtek gatlo szinapszisokat bocsatanak a DA amakrin sejtek felé (Witkovsky,
2004).

A glutamat a retina legnagyobb mennyiségben jelen 1év0 serkentd hatasu neurotranszmittere.
A GABA ¢s a glicin ezzel szemben gatld hatast fejt ki a retina sejtjeinek miikodésére. Johnson
¢s munkatarsai a glutamaterg VGLUTI ¢és GABA/glicinerg VGAT transzporterek
expressziojat vizsgalta a posztnatalis ragesald (egér €s patkany) retindkban. Eredményeikben
kimutattak, hogy a VGAT expresszio (P1) megelézi a VGLUT1 megjelenését (P5-P7) a
fejlodo patkany retinaban. A GABA ¢és glycin medialta vezikularis transzport tehat nemcsak a
glutamaterg, de a dopaminerg hirkozlést is megeldzi ragesalokban. Az emlitett transzmitterek
korai expresszidja szintén a patkany retina fejlodésére hatd, szabalyozd szerepre utalhat
(Johnson és mtsai., 2003).

Fényben a dopamin biztositja a retina miikddésének atszervezését ¢s egyben az é¢les latas
kialakitdsat a kontraszt szenzitivitds ¢és a felbontoképesség emelésével. Jackson ¢s
munkatarsai kimutatasai szerint a kontraszt szenzitivitdas emelése a D4 receptorok
fotoreceptorokra kifejtett hatasanak, mig a felbontoképesség emelése a D1 receptorok csap —
ON bipolaris/horizontalis sejtekre kifejtett hatasanak fiiggvénye (Jackson és mtsai., 2012). A
D1 receptorok miikddésének eredményeként a horizontédlis sejtek kozotti adhézid (gap-
junction) megsziinik, és ezzel egylitt csokken a fesziiltség aramlasa az elektromos
szinapszisokon at, valamint a receptiv mezé atmérdje is csokken (He és mtsai., 2000). A D4
receptorok azonban a csapok és palcikak adhézids kapcsolatait modulaljak, melyek dopamin
hidnyaban szorosan Osszekapcsolodnak és szamos kozvetetett hatdson keresztiil csokkentik a
ganglion sejtek kontraszt szenzitivitasat (Ribelayga és mtsai., 2008).

A fent idézett kdzlemények bizonyitjak, hogy a dopamin nagymértékben mddositja a retina
PACI receptort expresszalo sejtjeinek miikodését (pl.: ganglion sejtek, horizontalis sejtek),
tehat ésszerli feltételezés, hogy a dopamin felelés lehet a PACI receptor fény adaptalt

retinakban bekovetkezd expresszios valtozasaiért.

5.4.2. Melatonin

A melatonin szamos gerinces faj retindjdban szintetizalédik, nagyobb mennyiségben a
fotoreceptorok, kisebb mennyiségben a ganglion sejtek altal (Liu és mtsai., 2004, Garbarino-
Pico és mtsai., 2004). A melatonin AC ttvonalat gatlo hatasat G-protein kapcsolt receptorok
kozvetitik, melyeknek két altipusat sikeriilt azonositani az emlds retinaban: az MT1 és MT2
receptorok (Wiechmann és Summers, 2008). Patkanyban az MT1 receptor expresszidjat

kimutattak amakrin, horizontalis és ganglion sejteken is (Fujieda és mtsai., 1999), mig az
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MT?2 receptorok jelenléte a palcika-ON-bipolaris sejteken (Yang és mtsai., 2011) és a
ganglion sejteken igazolt (Zhao és mtsai., 2010). A melatonin receptorok jelenléte a
szintézisért felelds sejteken arra utal, hogy a melatonin sajat bioszintézisét is szabalyozza.
Lokalis neuromodulatorként szabad diffuzo révén, parakrin médon fejti ki hatasat a
célsejtekre. A legtobb vizsgalt fajban a melatonin szintje magasabb ¢jszaka, mint nappal,
ugyanakkor termelddését a retina cirkadian ritmusa is befolyasolja, hiszen a folyamatos
sOtétségnek kitett allatokban is megvalosul szintjének ciklikus emelkedése és csokkenése
(Iuvone és mtsai., 2005, Tosini és mtsai., 2008). Szamos eredmény tamasztja ala, hogy a
melatonin termelés cirkadian ritmusat a fotoreceptorok szabalyozzak (Tosini és mtsai., 2007).
A fény, mint direkt hatas, befolydsolja a fotoreceptor sejtek miikodését a dopamin
felszabadulas révén. A dopamin ugyanis fény hatasara szabadul fel az amakrin és az Un.
interplexiform sejtekbdl — mely az amakrin sejtek egy, a kiils6 retina felé is nyulvanyokat
cAMP és Ca®" szint emelkedését, valamint gatolja a melatonin bioszintézist, mely igazolja a
dopamin és a melatonin miikdésének antagonisztikus viszonyat (Ivanova és mtsai., 2008).
Szamtalan bizonyiték tamasztja ald azt az elképzelést, miszerint, ahogyan a dopamin a fény
adaptacio kulcseleme, tigy a melatonin viszont a s6tét adaptiv fizioldgia kialakitdsaért felelds
a retinaban. Nappal a magas dopamin szint gatolja a melatonin felszabadulast, ugyanakkor
¢jszaka, vagy sotétben a melatonin keriil folénybe, mig a dopamin felszabadulds gatolt
(Ribelayga és mtsai. 2004).

A fent leirtak értelmében elképzelhetd, hogy a PACI1 receptorok expresszidjanak

nagymeértékii emelkedéséért a sotétben felszabaduld melatonin felelds.
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6. Osszefoglalas

A hipofizis adenilat ciklaz aktivald polipeptid (PACAP), pleiotrép hormonként szdmos
élettani folyamatot szabalyoz VPACI1, VPAC2, PACI1 receptorain keresztiil. Ezen beliil a
PACI1 receptornak tovabbi hat izoformdja ismert melyek embrionalis korban valo
;megjelenése arra engednek kovetkeztetni, hogy a PACAP a retina ontogenezisében is
szerepet vallal. Az emlds retindban megjelené Null, Hip, Hopl, Hiphopl izoforma
expresszios mintdzata azt jelzi, hogy a retina posztnatalis fejlédése soran a PAC1 izoformak
kifejezddése komplex regulacid alatt all. Jelen dolgozatban célul tliztik ki, hogy fényt
deritsiink az izoformak kifejezddését szabalyozd mechanizmusokra és miRNS szekvenciaikra.

A kisérletekben normal koriilmények kozott nevelkedett, 24 6rés fény-, vagy sotét adaptalt
Wistar patkanyok retinajat vizsgaltuk, P5 kortél P10 korig. A total és miRNS extrakciot
kovetden reverz transzkripciot végeztik. A Hip és Hopl specifikus miRNS primereket a
miRBase adatbazis felhasznalasaval terveztiik meg. A Hip és Hopl receptorok mRNS ¢és
mMiRNS-ek expresszios szintjét real-time PCR segitségével allapitottuk meg. Az expresszios
ANOVA-t hasznaltunk Post-Hoc Dunnett teszttel.

Normadl retinakban P6-P9 kozott a Hip expresszidja folyamatosan csokkent, mig a Hopl
szintje csak P8 és P9 korban mutatott csokkenést. Mindkét izoforma mRNS szintjében a P10
napon egy szignifikans novekedést detektaltunk. A sotét adaptalt mintakban PS5, P8, P9 és P10
korban mindkét izoforma mRNS szintjében kiugré ndvekedést mértiink. Az adatbazisbol a
miR137, miR147 miRNS-eket valasztottuk ki, melyek szekvencia alapjan a Hip, illetve Hopl
MRNS-re specifikusak. A miRNS szintek normalis fejlédési koriilmények kozott forditottan
korrelaltak a Hip és Hopl mRNS szintekkel. A fény, illetve sotét adaptalt retindk esetében
azonban nem talaltunk dsszefliggést a mRNS-ek €s a miRNS-ek expresszios szintje kozott.

Elséként azonositottunk két miRNS szekvenciat, melyek normal fejlédési koriilmények
kozott szabalyozhatjak a Hip és Hopl mennyiségét a patkany retinaban. Kimutattuk, hogy a
Hop1/Hip expressziot a fényinger hidnya nagymeértékben befolyasolja bizonyos fejlodési
allapotokban, azonban ebben a regulacioban a vizsgalt MiIRNS-ek nem vesznek részt. A
mRNS szintek emelkedése ebben az esetben a transzkripcid serkentésén vagy a splicing
regulacion keresztiil valosulhat meg, melyben parakrin regulatorokként a dopamin és

melatonin is szerepet kaphat.
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