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Rövidítések 

 

5HT – Szerotonin (5-hidroxi-triptamin)  

6-OHDA – 6-hidroxi-dopamin 

AUC – Görbe alatti terület (Area Under Curve) 

BDNF – Agyi eredetű neurotrófikus faktor (Brain-derived neurotrophic factor) 

BSA – Marha szérum albumin (Bovine Serum Albumin) 

CD1 – Differenciációs klaszter 1 (Cluster of Differentation 1) 

CFD – Filteres centrifuga cső (Centrifugal Filter Device) 

CHAPS – 3-[(3-kolamidopropil)dimetilammonia]-2-hidroxi-1-propánszulfonát 

CHCA – α-Ciano-4-hidroxi fahéjsav (α-Cyano-4hydroxycinnamic acid) 

CID – Ütközési gáz segítette fragmentálás (Collison Induced Decay) 

COMT – Katekol-O-Metil Transzferáz 

CREB – „cAMP response element” kötő fehérje 

DA – Dopamin 

DDA – Adatfüggő rögzítés (Data Dependent Acquisition) 

DTT – Ditiotreitol 

EDTA – Etilén-diamin-tetraecetsav  

EGTA – Etilén-glikol-tetraecetsav 

ERK – Extracelluláris szignál által regulált kináz 

ETD – Elektron-átviteli disszociáció (Electron-transfer Dissociation) 

HEPES – 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etánszulfonsav  

HRP – Tormaperoxidáz (Horseradish peroxidase) 
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IMS – Képalkotó tömegspektrometria (Imaging Mass Spectrometry) 

IPG – Rögzített pH gradiens (Immobilized pH gradient) 

ITO – Indium Titan Oxid 

JNK – C-jun N-terminális kináz 

KO – Génkiütött (Knockout)  

LID – Lézer segítette ütköztetés (Laser Induced Decay) 

LOD – Detektálási határ (Limit of Detection) 

LOQ – Kvantifikálási határ (Limit of Quantification) 

MALDI – Mátrix segítette lézer deszorpció és ionizáció (Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionisation) 

MAO-B – Monoamin Oxidáz B 

MAPK – Mitogén-aktiválta protein kináz 

MRM – Több fragmentálás párhuzamos monitorozása (Multiple Reaction Monitoring) 

NCBI – Biotechnológiai információk nemzetközi központja (National Center for 

Biotechnology Information) 

NCE – Normalizált ütközési energia (Normalized Collision Energy) 

PACAP-Hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid (Pituitary Adenylate Cyclase 

Activating Polypeptide) 

PAGE – Poliakrilamid gélelektroforézis 

PBS – Sós foszfát puffer (Phosphate saline buffer) 

PFP – Pentafluorofenil 

PMF – Peptid tömeg újlenyomat-vizsgálat (Peptide Mass Fingerprinting) 

ROI – Vizsgálati régió (Return on Investment) 

RPeDa – Óriás dopaminerg neuron (Right Pedal-Dorsal neuron) 

http://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/molecular-biology-products.html?TablePage=9622709
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SA – Mustársav (Sinapic Acid) 

SC – Szekvencia lefedettség (Sequence Coverage) 

SDS – Nátrium-dodecil-szulfát 

SEM – Átlag szórása (Standard Error of Mean) 

SIM – Egy-ion monitorozás (Single Ion Monitoring) 

TBS – Trisz(hidroximetil)-aminometán-puffer (Tris-Buffered Saline) 

TFA –Trifluor-hangyasav 

Tween – Polioxietilén (20) sorbitán monooleát 

UHR-Q-TOF – Ultranagy felbontású kvadrupól-repülési idő analizátoros 

tömegspektrométer (Ultra High Resolution-Quadrupole-Time Of Flight) 

UPLC – Ultranagy hatékonyságú folyadékkromatográfia (Ultrahigh Performance Liquid 

Chromatography) 

VIP – Vazoaktív intesztinális peptid 
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Bevezetés 

Tömegspektrometriás módszerek rövid elméleti hátterének bemutatása  

 

A tömegspektrometria (mass spectrometry, MS) elterjedése közel 100 évre 

tehető. Thomson és kutatócsoportjának kísérletei alapozták meg a tömegspektrometria 

létrejöttét. Több mint húsz éven át az új vizsgálati módszer fő tevékenysége az elemek 

és izotópok pontos tömegének és a gyakoriságuknak a meghatározása volt (Thomson 

1913). Számos izotóp pontos tömegét meghatározták és megalapozták a szervetlen 

anyagok tömegspektrometriás vizsgálati módszereit. A szerves vegyületek vizsgálatára 

az 1950-es évektől került alkalmazásra a módszer (Hoffmann és Strooband 2007). A 

kiforratlan technika gyors fejlődésnek indult, az ionforrások gyors, intenzív fejlesztése 

eredményeként a kezdeti atombombázáson alapuló eljárás, az úgynevezett „Fast Atom 

Bombardment” (FAB) mellett hamar kialakultak a plazmadeszorpciós (PD-), illetve 

lézerdeszorpciós ionizációs (LDI-) eljárások (Herbert és Johnstone 2002). Azonban még 

ezekkel a technikákkal sem lehetett az 5000 Da vagy ennél is nagyobb molekulatömegű 

biomolekulák tömeg-meghatározását elvégezni. Napjainkban e technika egyre 

fontosabb szerephez jut és rohamos fejlődését nagyon jól bizonyítja, hogy 2002-ben 

három Nobel-díjat ítéltek oda, olyan különböző kémiai területen dolgozó kutatók 

számára, akik hozzájárultak a biológiai szempontból fontos fehérjék 

tömegspektrometriás azonosításához és vizsgálatához (John B. Fenn - Egyesült 

Államok, Koichi Tanaka - Japán, Kurt Wüthrich - Svájc). A LDI-technika 

továbbfejlesztésének kulcsa abban rejlett, hogy Tanaka és munkatársai nem a vizsgálni 

kívánt molekulát, hanem a mintában levő hordozómátrixot gerjesztették lézersugár 

segítségével. A mátrix-, vagy hordozódeszorpción alapuló ionizációs eljárás (matrix-

assisted laser desorption/ionization, MALDI) esetében lézersugárral a mátrix 

molekulákat bombázzák, a célmolekulát csak áttételesen ionizálják, illetve párologtatják 

(Karas és mtsai. 1985). Ezzel párhuzamosan Fenn kutatócsoportja ionizációs forrásként 

1989-ben elektronporlasztáson (electrospray ionization, ESI) alapuló technikát kezdett 

alkalmazni (Fenn és mtsai. 1989). Az így kifejlesztett technikák ugrásszerűen 

megnövelték a vizsgálható molekulák mérettartományát és ez tette lehetővé a technika 

igazi elterjedését. A két eljárás (1. ábra) közös előnye, hogy akár több százezres 

molekulatömegű makromolekulák molekulatömeg meghatározása lehetséges, közel 

fmol (10
-15

 mol), egyes esetekben attomol (10
-18

 mol) kimutatási határral. A korábbi 
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eljárásoktól eltérően tehát mind a MALDI MS, mind az ESI MS elég érzékeny, és elég 

széles molekulatömeg-tartományban mér ahhoz, hogy a kismolekuláktól kezdve 

egészen a célfehérjékkel kölcsönható kofaktorok, inhibitorok, poliszacharidok, 

oligonukleotidok és különböző bimolekuláris komplexek is vizsgálhatóvá váljanak 

(Cole 2010). 

 

1. ábra Az ionforrásban lejátszódó ionizáció sematikus rajza a MALDI MS- (a) és az 

ESI MS- (b) eljárások során (Demartini 2013, Váczy 2009). 

 

A tömegspektrometria szervetlen és szerves komponensekből képződött ionok fajlagos 

tömegének (töltésegységre eső tömegük: m/z) alacsony nyomáson, elektromos, vagy 

mágneses mezők segítségével történő detektálása. Az elválasztott ionok intenzitását 

mérve eredményül az ionáram intenzitás és fajlagos tömeg függvénykapcsolatot kapjuk, 

amit másként tömegspektrumnak hívunk. Ez a tömegspektrum szolgál a minőségi 

információ alapjaként, ugyanis nincs két olyan szerves vegyület, amelyiknek a 

tömegspektruma, pontosabban a legintenzívebb ion intenzitására normált, úgynevezett 

karakterisztikus tömegspektruma vagy a fragmentációja során kapott fragmentációs 

profilja azonos lenne. Mindezek által érthető, hogy az MS, mint technika, alkalmas 

széles tömeg- és polaritás-tartományban a kis molekulatömegű molekuláktól egészen a 

nagy molekulatömegű, nem illékony biopolimerek, peptidek, fehérjék valamint 

szintetikus rendszerek tömegének és szerkezetének komplex tanulmányozására. Annak 

köszönhetően, hogy a technika kiválóan kombinálható az elválasztás-technikában 

használatos módszerekkel, lehetőséget teremt már fmol anyagmennyiségű minták 

megbízható, pontos, gyors és olcsó analízisre (Debreczeni és Kovács 2008), amely 

során technikától függően mind minőségbeli, mind mennyiségbeli információ nyerhető 

(Maász 2010).  
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A hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid (PACAP) 

 

Általános jellemzői 

A hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptidet (pituitary adenylate cyclase 

activating polypeptide; PACAP) 1989-ben izolálták először birka hipotalamuszból, 

nevét a hipofízisben kifejtett adenilát cikláz enzim aktiváló hatásáról kapta. Az emlős 

szervezetben előforduló PACAP közel 90%-át a 38 aminosavból felépülő PACAP38 

forma teszi ki, míg a 27 aminosavas forma csak kisebb mennyiségben van jelen 

(Arimura és mtsai. 1991, Reglődi 2009). Néhány tanulmány szerint a PACAP27 

nagyobb mennyiségben fordul elő a gerinctelen élővilágban (Reglődi és mtsai 2000, 

Hernádi és mtsai. 2008). A 38 aminosavnál rövidebb fragmensek, mint pl. PACAP3-38, 

PACAP6-38 általában antagonista hatással rendelkeznek, bár bizonyos szövetekben 

agonista hatást is leírtak (Juhász és mtsai. 2014, Wojcieszak és Zawilska 2014). A 

PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktív intesztinális peptid (VIP) peptidcsalád tagja 

(Arimura 1998), szerkezetét tekintve evolúciósan konzervált polipeptid: szekvenciája 

minden méhlepényes emlősben azonos, és a gerincesek törzsén belül is csak pár 

aminosavval eltérő formában található (Vaudry és mtsai 2000). Ebből arra lehet 

következtetni, hogy alapvető élettani funkcióval rendelkezik. Legnagyobb 

mennyiségben a központi idegrendszerben, valamint az endokrin szervekben fordul elő. 

A PACAP a központi idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a hipotalamuszban 

mutatható ki, de több agyrégióban is találhatóak PACAP tartalmú sejtek 

(kéregállományban, az agytörzsben, a talamuszban, a hipofízisben stb.). A perifériás 

idegrendszerben a vegetatív pre- és posztganglionáris neuronok, valamint a spinális 

ganglionok tartalmaznak PACAP-ot (Arimura 1998, Köves és mtsai. 1990, Vaudry és 

mtsai. 2000). Jelenlétét több perifériás szövetben is igazolták, többek között 

ivarszervekben, a kardiovaszkuláris, neuroendokrin és a gasztrointesztinális, légző-, 

húgyuti és nyirok-rendszerben.  

Az evolúciósan erősen konzervált PACAP és receptorai jelenlétét már számos 

gerinctelen faj idegrendszerében megfigyelték, mint például földigilisztákban (Molnár 

és mtsai. 2008, Reglődi és mtsai. 2000, Somogyvári-Vigh és mtsai. 2000), rákfélékben 

(Lugo és mtsai. 2013), gyümölcslégyben (Bhattacharya és mtsai. 2004, Zhong és mtsai. 

1995) és csigákban (Hernádi és mtsai. 2008, Pirger és mtsai. 2010). Igazolható, hogy a 

gerinces és gerinctelen PACAP szekvencia között kisebb az eltérés, mint a PACAP és a 

vele egy peptidcsaládba tartozó VIP között (Kiss és Pirger 2013). 
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Receptorai 

A PACAP hatásait a szervezetben a hét transzmembrán karral rendelkező G-

protein receptorokon keresztül fejti ki. Receptorai közé tartoznak a PAC1, VPAC1 és a 

VPAC2 receptorok. A receptorok különböző affinitást mutatnak a PACAP-hoz és a 

VIP-hez. A VPAC1 és VPAC2 receptorok a PACAP-ot és a VIP-et közel azonos 

intenzitással kötik, ezzel szemben a PAC1 receptor két-három nagyságrenddel nagyobb 

affinitást mutat a PACAP-hoz, mint a VIP-hez (Arimura 1998). A PACAP receptorok 

szervenként más és más eloszlást mutatnak. PAC1 receptor található többek között az 

agyban, a gerincvelőben, az adenohipofízisben, a mellékvesevelőben és a herében. 

VPAC1-receptor mutatható ki a központi idegrendszer mellett a tüdőben, a májban, a 

lépben, a tímuszban, az ováriumban és a gasztrointesztinális traktusban (Hashimoto és 

mtsai. 1996, Joo és mtsai. 2004). A citoprotektív funkciókért többségében a PAC1 

receptor felelős, de a hatások közvetítésében a VPAC is szerepet játszik (Somogyvári-

Vigh és Reglődi 2004). 

A PACAP a PAC1 receptorokon keresztül számos, részben egymással konvergáló 

jelátviteli úton keresztül fejti ki védő hatásait. Aktiválja az adenilát ciklázt és a 

foszfolipáz C-t, melynek hatására cAMP-függő, és attól független útvonalak 

aktiválódnak. A protein kináz A (PKA) aktiváció hatására általában a védő hatású 

MAPK (mitogén aktiválta protein kináz), és az ERK (extracelluláris szignál által 

regulált kináz) foszforiláció emelkedése figyelhető meg, ezzel szemben a 

neuronpusztulást elősegítő JNK (c-jun N-terminális kináz) és p38 MAPK foszforiláció 

csökken. A PKA a Rap1 és Ras fehérjék aktivációján keresztül is fokozza az ERK 

fehérje aktivitását, valamint növeli a CREB („cAMP response element” kötő fehérje) 

foszforilációját (Vaudry és mtsai. 2009).  

Hatásai 

A PACAP szerteágazó hatásairól több összefoglaló tanulmány is megjelent 

(Arimura 1998, Counis és mtsai. 2007, Vaudry és mtsai. 2000; 2009). A PACAP részt 

vesz a hypophysis hormontermelésének szabályozásában (Lezak és mtsai. 2014). 

Befolyásolja a gonádok szteroid termelését (El-Gehani és mtsai. 2000), a 

pajzsmirigyműködést (Okada és mtsai. 2007), a spermiogenezist és a petefészek 

follicularis fejlődést (Apa és mtsai. 2002, Reglődi és mtsai. 2012b, Brubel és mtsai. 

2012, Koppán és mtsai. 2012, Köves és mtsai 2014). Fokozza a mellékvese katekolamin 

szintézisét (Isobe és mtsai. 2003, Stroth és mtsai. 2013), valamint a pancreas 

inzulintermelését (Winzell és Ahren 2007). A PACAP központi szerepet játszik a napi 
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ritmus szabályozásában (Hannibal 2006, Vereczki és mtsai. 2006, Purrier és mtsai 

2014), továbbá befolyásolja az alvást (Murck és mtsai. 2007) és a hőháztartást (Pataki 

és mtsai. 2002, Bánki és mtsai 2014, Diané és mtsai. 2014). Szerepe van a 

memóriafolyamatok szabályozásában (Pirger és mtsai. 2010, 2014), amit a PACAP és a 

PACAP receptor KO egerek memóriazavara is mutat (Matsuyama és mtsai. 2003, Otto 

és mtsai. 2001, Roberto és mtsai. 2000). Továbbá, a polipeptid számos viselkedésre 

gyakorolt hatását is leírták, mint például az antidepresszáns hatása (Kormos és Gaszner 

2013), a lokomotoros aktivitás fokozása (Masuo és mtsai. 1995), a szteroid-indukálta 

reprodukciós viselkedés szabályozása (Apostolakis és mtsai. 2004), valamint a stressz 

adaptációs magatartás szabályozása (Agarwal és mtsai. 2005, Mustafa 2013, Lezak és 

mtsai. 2014).  

Az is jól ismert, hogy a PACAP része a celluláris védelmi rendszernek. Mind az 

exogén, mind az endogén PACAP neuroprotektív hatása nagyon intenzíven kutatott, 

mert egy ígéretes neuroprotektív peptidnek tűnik (Lee és Seo 2014). A PACAP a 

citoprotektív hatásait egy összetett mechanizmus segítségével éri el: antiapoptotikus, 

antioxidáns és antiinflammatórikus hatása is van. Az apoptózis során gátolja a 

proapoptotikus faktorokat, míg serkenti az antiapoptotikus folyamatokat, többek között. 

A Bcl család antiapoptotikus tagjait aktiválja (Bcl-2, Bcl-xL), míg a proapoptotikus 

tagjait inaktiválja (Bad, Bax). Továbbá, a PACAP jelentősen gátolja a kaszpáz-függő és 

független apoptotikus folyamatokat is (Reglődi 2009, Pirger és mtsai. 2009). A PACAP 

neuroprotektív hatásával szoros összefüggésben áll az idegrendszer fejlődésében 

betöltött szerepe. A PACAP és receptorai már a fejlődő idegrendszer korai fázisában 

megjelennek és szabályozó szerepet játszanak a neurogenezisben, a neuronális 

differenciációban, valamint a gliasejtek fejlődésében (Waschek 2002, Raoult és mtsai. 

2014).  

A neuronális túlélést elősegítő hatását először patkány PC12 sejtvonalon figyelték 

meg növekedési faktor megvonásakor (Tanaka és mtsai. 1997). A későbbiekben más 

sejtvonalakon is leírták az antiapoptotikus és sejttúlélést elősegítő hatásait 

szemcsesejtekben, kolinerg neuronokban, hátsó gyöki ganglionsejtekben. A PACAP 

számos toxikus tényezővel szemben védő hatást fejt ki a neuronokban. Védő hatásáról 

beszámoltak glutamát toxicitással szemben retina sejtekben (Fábián és mtsai 2012), 

kortikális neuronokban (Morio és mtsai. 1996) és PC12 sejtekben (Said és mtsai. 1998). 

A sejtkultúrákban leírt hatások mellett számos betegség állatmodelljében mutatták ki a 



12 

 

peptid védő hatásait (Reglődi és mtsai. 2011, Bourgault és mtsai. 2009, Lee és Seo 

2014) in vitro és in vivo kísérletes modellekben is, mint például retinasérülés (Fábian és 

mtsai. 2012, Atlasz és mtsai. 2007, 2008), neurodegeneráció (Brown és mtsai. 2013), 

excitotoxin indukálta sejtpusztulás (Wada és mtsai. 2013). Ezeken kívül a PACAP védő 

hatásáról számoltak be beta-amiloid protein, 6-hidroxi-dopamin (6-OHDA), in vitro 

hipoxia és emelkedett Ca
2+

 szint okozta sejtkárosodással szemben is (Onoue és mtsai. 

2002a;b;c, Takei és mtsai. 1998, Somogyvári-Vigh és Reglődi 2004). Protektív 

hatásáról számoltak be glükóz megvonás és oxidatív stressz indukálta endothel 

sérüléssel szemben (Wilhelm és mtsai. 2014), mely hatás javíthatja a vér-agy gát 

mikroereinek barrier funkcióját. A sejtvédő hatását apoptózissal szemben gerinces 

kísérleteken kívül már a gerinctelen éticsigában (Helix pomatia) is leírták (Pirger és 

mtsai. 2007). 

Az endogén PACAP neuroprotektív hatását a PACAP-hiányos egereken történt 

vizsgálatok is megerősítik (Reglődi és mtsai. 2012a). A PACAP-hiányos egerek külső 

stressz-behatással szembeni növekedett érzékenységét már számos modellben leírták. 

Az első ilyen megfigyelés oxidatív stressznek vagy etanol-hatásnak kitett kisagyi 

sejteken történt. Vaudry és munkatársai leírták, hogy a PACAP-hiányos egerekből 

származó kisagyi sejtkultúra növekedett sejthalállal válaszolt a behatásokra (Vaudry és 

mtsai. 2005), melyet más sejkultúrákon végzett kísérletek is megerősítettek (Horváth és 

mtsai. 2010). In vivo modellekben is közöltek hasonló megfigyeléseket. Agyi 

ischémiának kitett knockout egereken növekedett mértékű agyi infarktust figyeltek meg 

a vad típusú populációhoz képest (Ohtaki és mtsai. 2006). Az endogén PACAP-ot nem 

tartalmazó állatoknál megnövekedett sebezhetőség figyelhető meg a különböző stressz- 

és toxikus-behatásokkal szemben, valamint a felgyorsult öregedés jelei is jelentkeznek. 

Növekedett retinasérülést is leírtak a kétoldali carotis artéria lekötés által kiváltott retina 

ischemiában (Szabadfi és mtsai. 2012).  
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Saját és munkacsoportunk korábbi tömegspektrometriás PACAP 

vizsgálatainak összefoglalása 

 

Munkacsoportunk már régóta foglalkozik a PACAP tömegspektrometriás 

vizsgálatával. Számos különböző biológiai mintából történtek vizsgálatok. Miután PhD 

munkám ezen vizsgálatokon alapul, szeretném a munkacsoport korábbi eredményeit 

röviden bemutatni, melyekben számos munkában személyesen is részt vettem és ezek 

alapjául szolgálnak a disszertációban részletesen bemutatandó munkáknak. 

Munkánkat szintetikus PACAP38 és a PACAP27 standardok vizsgálatával 

kezdtük, a tömegspektrometriás vizsgálatokhoz Bruker Daltonics Autoflex II típusú 

MALDI TOF/TOF készüléket alkalmaztunk. A standardból 4535,5 Da-nál sikerült 

azonosítanunk a PACAP38 protonált molekula ionját, míg 3146,8 Da-nál a PACAP27-

ét.  

Második lépésben meghatároztuk a PACAP38 fragmentációs profilját annak 

érdekében, hogy a különböző biológiai minták vizsgálatánál a PACAP jelenlétét nagy 

biztonsággal bizonyíthassuk. Elvégeztük a PACAP standardok tripszines emésztését is, 

abból a célból, hogy a PACAP-ot olyan biológiai mintáinkból is azonosítani tudjuk, 

ahol natív formában az nem volt detektálható (Váczy 2009). 
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2. ábra A szintetikus PACAP38 és 27 standardok tömegspektruma - Az „A” panelen a 

PACAP38 standard tömegspektruma, a „C” panelen a PACAP38 standard MS/MS 

tömegspektruma látható. Az ábrán feltüntettük a fragmentálás során kapott aminosav 

szekvenciát is. A „B” panel a PACAP27 standard tömegspektrumát, míg a „D” panel a 

PACAP27 standard MS/MS tömegspektrumát mutatja (Börzsei és mtsai. 2009). 

 

A nyers mintáinkat (humán- és patkány szérum, anyatej, csiga központi idegrendszer 

homogenizátum, endolimfa- és könnyfehérje) és azok triptikus emésztményeit 

vizsgáltuk a standardokhoz hasonló módon. A MALDI TOF/TOF tömegspektrometria 

ezen kívül lehetőséget teremt arra, hogy az általunk vizsgálni kívánt polipeptid 

különféle kémiai módosulatait is meghatározzuk, vizsgáljuk. Ennél a folyamatnál 

rögzítettük az elsődleges tömegspektrumot, majd ezt követően a nagyobb intenzitású 

peptidek szerkezetét próbáltuk azonosítani. Így meghatároztuk a peptid pontos 

elsődleges szerkezetét és annak módosulásait, valamint következtetni tudtunk a 

vegyület felépítésére, térszerkezetére is. 

Humán szérum, anyatej és könny mintákban igazoltuk a PACAP jelenlétét. A 

PACAP38 kvázi-molekula ionját (MW: 4535 Da) sikeresen detektáltuk, azonban nagy 

mennyiségben mutattuk ki a PACAP38 Na
+
 ionhoz kötődő alakját is (molekula tömeg: 
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4558,7 Da). A PACAP38 szérumban való jelenlétének további igazolásához mintáinkon 

on-plate triptikus emésztését végeztünk el, amin MALDI TOF/TOF mérést is 

elvégeztünk. Ez már lehetőséget teremtett arra, hogy mintáinkból meghatározhassuk a 

PACAP38 fragmenseinek jelenlétét, és azok aminosav sorrendjét. A MALDI TOF és 

TOF/TOF üzemmódban kapott spektrumainkat összesítve elküldtük különféle adatbázis 

keresésekre (Swissport, MSDB, NCBIr), ahol az irodalmi adatok eredményeinkkel 

78%-os szekvencia megegyezést mutattak, ami szignifikáns korrelációt jelentett.  

 

 

3. ábra Egy PACAP38 tartalmú szérum minta MS (A) és MS/MS (B) módban felvett 

tömegspektruma, valamint tripszines emésztésének tömegspektruma (C) látható (Börzsei 

és mtsai. 2009). 
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Ezzel egyértelműen sikerült igazolnunk, hogy a PACAP38 natív és Na
+
 ionhoz kötődő 

formában is jelen van a szérumban. 

A molekula detektálható mennyiségben megtalálható volt humán és patkány 

könnymintákban (Kiss és mtsai. 2009). Az anyatej mintákban különösképpen nagy 

mennyiségű PACAP38-t találtunk (kb 10-20 szoros mennyiséget a szérumhoz képest), 

aminek nagy jelentősége lehet az újszülött fejlődésében (Börzsei és mtsai. 2009). 

 

4. ábra A PACAP38 biológiailag aktív forma tömegspektruma könny (A) és anyatej (B) 

mintákból. 

 

Vizsgálatainkat összefoglalva több testfolyadékban sikerült a gerincesekre jellemző 

PACAP38 forma jelenlétét igazolni, amelyek a következők voltak: szérum, anyatej, 

könny, tüszőfolyadék. A gerinces eredetű natív minták vizsgálata mellett a gerinctelen 
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szervezetek különböző mintáiból, pl. éti csiga (Helix pomatia) hemolimfából és 

központi idegrendszer homogenizátumból is sikeresen mutattuk ki a PACAP formákat. 

Mint ahogyan már utaltunk rá, a gerinctelen szervezetekre a PACAP27 dominancia a 

jellemző (Hernádi és mtsai. 2008). 

 

5. ábra Az „A” panelen a PACAP27 tömegspektruma látható Helix pomatia 

hemolimfájából. A „B” ábrarész a szerkezet igazolásra végzett fragmentálási mérés 

tömegspektrumát mutatja (Hernádi és mtsai. 2008). 

 

Végeztünk mennyiségi meghatározásokat is radio-immunoassay (RIA) technikával. 

Kiváncsiak voltunk a PACAP mutat-e évszakfüggő változásokat, ehhez Helix pomatiat 

használtunk modellállatként. Szignifikánsan alacsonyabb szinteket mértünk az inaktív 

állapotban lévő állatokban (Hernádi és mtsai. 2008). Elmondható, hogy a PACAP27 
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neuropeptid évszakfüggő változást mutat a hibernált állapot felvételére képes 

gerinctelen állatban. 

 

6. ábra A PACAP két formáját ábrázoltuk fmol/mg koncentrációban, fekete oszlop 

mutatja az aktív állapotban lévő állatok polipeptid szintjeit. Látható, hogy a PACAP27 

a gerinctelen állatokban a nagyobb mennyiségben előforduló PACAP forma (Hernádi 

és mtsai. 2008). 

 

Célunk volt mennyiségi elemzésre is alkalmas tömegspektrometriás módszer 

kifejlesztése. Nano LC-ESI-MS rendszeren próbálkoztunk mennyiségi meghatározásra 

alkalmas mérési módszer kidolgozásával. Kezdetben a natív PACAP38 MS és MSMS 

módú mérésével próbálkoztunk. A kromatográfiás elválasztás során komoly 

problémákba ütköztünk, valamint szérum koncentrációjának (5-4000 fmol/ml) 

detektálásával is adódtak problémáink. A natív molekula mérésének reprodukálhatóság 

elégtelenségét a kvantitálni kívánt molekula mérete indokolhatta, ezért triptikus 

emésztés utáni fragmenseire is próbáltuk kvantifikálni rendszerünket, ez sem hozott 

kielégítő javulást. A molekula szérumból való szelektív extrakciójára sem sikerült 

megfelelő módszert kidolgoznunk, valamint a molekula DPPIV enzim általi 

degradációja is problémát okozott, amelyet peptidázgátló trazilol alkalmazásával 

igyekeztük csökkenteni. Összességében elmondható, hogy rutinmérésre alkalmas 

stabilitással rendelkező módszert ezidáig még nem sikerült kifejlesztenünk. 
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7. ábra A mennyiségi meghatározás során kapott PACAP38 standard tömegspektruma 

nanoLC-ESI-MS rendszeren. A 4535 Da protonált molekulaion 5-9-szeres pozitív 

töltésű ionjai láthatóak a tömegspektrumon. 

 

Korábbi munkáink során arra törekedtünk, hogy egy olyan új analitikai eljárást 

dolgozzunk ki a PACAP vegyületének mérésére különféle biológiai mintákból, melynek 

mintaigénye csekély, kevés minta-előkészítést igényel és a mérés rendkívül érzékeny és 

pontos eredményeket szolgáltat számunkra. Emellett a módszer lehetőséget teremtett 

számunkra az általunk vizsgált polipeptid pontos aminosav szekvenciájának 

meghatározására, illetve a mintákban található PACAP38 homológok, és azok kémiai 

módosulatainak azonosítására is. Kutatásunk során sikerült elsőként azonosítanunk és 

kimutatnunk a PACAP molekula jelenlétét számos olyan biológiai mintákból (patkány- 

és humán szérum, humán anyatej, csiga hemolimfa és központi idegrendszer), melyek 

PACAP tartalmáról eddig még nem állt rendelkezésre irodalmi adat. Ezek a vizsgálatok 

hozzájárulnak nemcsak a PACAP szervezetben való elhelyezkedésének felderítéséhez, 

hanem annak hatástani vizsgálataihoz is. Az általunk alkalmazott módszer, a PACAP 

kvalitatív mérésére kiválóan alkalmas technika, megkönnyítette a PACAP különféle 

szervezetekben való előfordulásának, biológiai hatásának feltárását. Célunk volt 

mennyiségi elemzésre is alkalmas tömegspektrometriás módszer kifejlesztése, azonban 

rutinmérésre alkalmas stabilitással rendelkező módszert ezidáig nem sikerült 

kifejlesztenünk. 
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A disszertációban vizsgált témakörök  

 

A vizsgákatokhoz használt PACAP KO egérpopuláció egyedein már fiatal 

korban is az öregedés jelei mutatkoznak, valamint növekedett érzékenységet mutatnak a 

külső stressz hatásokkal szemben. Néhány lehetséges biokémiai folyamatot leírtak, 

amelyek ezen jelenségek hátterében állhatnak, azonban nagyon keveset lehet tudni a 

folyamatok átfogó molekuláris hátteréről. Ennek a felderítésnek első lépése a kvalitatív 

és kvantitatív fehérjeösszetétel, illetve a folyamatban szerepet játszó fehérjeváltozások 

meghatározása. PACAP-hiányos egerekben ilyen jellegű vizsgálatokat még egyáltalán 

nem végeztek, ezért elvégeztük a vad típusú és a PACAP knockout egerek különböző 

agyterületeinek proteomikai profiljának feltérképezését és a közöttük létező kvantitatív 

különbségek felderítését és magyarázatát. Gélelválasztáson alapuló MALDI TOF/TOF 

nagy áteresztőképességű rendszeren végeztük vizsgálatainkat. A molekuláris fehérje-

összetétel vizsgálatán túl kíváncsiak voltunk a fehérjék lokális eloszlására is. Erre a 

célra kiválóan alkalmas a képalkotó tömegspektrometria, amely manapság még egy 

elterjedőben lévő technikának számít. A technika kiforratlansága miatt eredményeinket 

a már rutinszerűen alkalmazott és elfogadott technikának számító LC-MS technikával 

kívántuk megerősíteni.  

A Parkinson-kór egy progresszív jellegű, neurodegeneratív kórkép, melyben a 

substantia nigra pars compacta területén a dopaminerg neuronok pusztulása és a 

nigrostriatalis pályarendszer degenerációja okozzák a biokémiai jelátviteli rendszer 

átviteli zavarait. Munkacsoportunk már korábban is vizsgálta a PACAP hatását gerinces 

neurodegenerációs modellekben. Megfigyeltük, hogy a neurotoxikus lézió előtt a 

substantia nigrába beadott PACAP megvédi a dopaminerg sejtek közel 50%-át a 

substantia nigrában. A PACAP kezelt állatok szignifikánsan jobban teljesítenek a 

magatartási tesztekben, nem mutatnak súlyos hypoaktivitási jeleket, és az 

aszimmetrikus tüneteik is szignifikánsan gyorsabban javulnak, mint a kontroll 

csoportban (Reglődi és mtsai. 2004). 

 Számos modell sikeresen reprodukálja a kór néhány jellemző tünetét (Cannon és 

mtsai. 2009). A Parkinson kór kiváltása kísérletes körülmények között lehetséges 

például az inszekticid rotenon (mely egy mitokondriális toxin) és az oxidatív stressz 

kiváltására alkalmas 6-OHDA segítségével. Megállapították, hogy az ismételt rotenon 
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kezelés a gerincesek Parkinson-kór tüneteihez hasonló tüneteket vált ki a 

gerinctelenekben. Rotenon kezelés hatására a tirozin-hidroxiláz immunreaktivitása 

csökken az óriás dopaminerg neuronban (RPeD1), amely az egyik fő dopamin-termelő 

sejt a csigák központi idegrendszerében. Ez a megfigyelés megerősíti, hogy a rotenon 

hat a dopaminerg rendszerre gerinctelen neurodegenerációs modellekben is. A központi 

idegrendszer dopamin tartalmának csökkenése progresszív és irreverzibilis mozgás és 

étvágy csökkenést, valamint élettartam rövidülést eredményez (Vehovszky és mtsai. 

2007). A gerinctelen modellek használhatósága gyakran megkérdőjelezhető, mivel első 

pillantásra a gerinctelen idegrendszer neuroanatómiája jelentősen eltér a gerinces 

szervezetektől. Azonban molekuláris és sejt szinten az élettani folyamatokban számos 

hasonlóság van jelen a gerinctelen és a gerinces idegrendszerekben és a modellek 

hasonló működést mutatnak (Penney és McCabe 2008). A puhatestű idegrendszerek 

egyedi eszközt nyújtanak a sejtszintű események farmakológiai vizsgálataihoz, 

mechanizmusok tanulmányozására különböző viselkedési és betegség vizsgálatokban.  

A dopaminerg neuronok pusztulásával jól korrelál a substantia nigra dopaminszint 

csökkenése, legnagyobb részt e monoamin szint csökkenés áll a tünetek kialakulásának 

hátterében. A dopamin a központi idegrendszer egyik legszélesebb eloszlást mutató és 

legszélesebb körben tanulmányozott neurotranszmittere, az összes jelentős állattörzset 

figyelembe véve (Elekes és mtsai. 1991, S-Rózsa 1984, Walker és mtsai. 1996). A 

másik jelentős monoamin a központi idegrendszerben a szerotonin (5HT). A 

puhatestűek idegrendszerében és a szívizomzatában is a dopamin és a szerotonin a 

legnagyobb mennyiségben jelen lévő monoaminok, koncentrációjuk pár µg-tól 30-40 

µg/gramm nedves szövet koncentrációig terjed (Gerschenfeld 1973). Újabban az a 

feltételezés is beigazolódni látszik, hogy a szerotonin közvetítette neurotranszmisszió is 

megváltozik Parkinson-kórban és feltételezik, hogy a különböző szerotonin receptor 

altípusoknak is szerepe lehet a betegség manifesztációjában (Huot és mtsai. 2011).  
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Célkitűzések 

 

- Első lépésben a PACAP KO és PACAP gént tartalmazó egerek agyi fehérje 

összetétel vizsgálatát kívántuk elvégezni SDS PAGE-n alalpuló MALDI 

TOF/TOF tömegspektrometriás fehérje azonosítással. 

 

- Célul tűztük ki, hogy a detektálható fehérje összetételbeli különbségeket 

figyelembe véve további PACAP-hoz köthető hatásmechanizmusokat keressünk. 

 

- Célunk volt továbbá a fehérjék lokalizációját összehasonlítani a PACAP gént 

tartalmazó és a nem tartalmazó csoportok között.  

 

- Kíváncsiak voltunk arra, hogy a PACAP-hoz köthető neuroprotektív hatások az 

evolúciós fejlődés során konzervált hatásként megfigyelhetőek-e, ezért az 

összehasonlításhoz gerinctelen modellállatként nagy mocsári csigát (Lymnaea 

stagnalis), míg gerinces modellállatként Wistar patkányt alkalmaztunk 

 

- Célul tűztük ki annak a vizsgálatát, hogy a PACAP hatással van-e a gerinces és 

gerinctelen szervezetekben a központi idegrendszer monoamin (DA, 5HT) 

szintjének változására. 

 

- Vizsgálni kívántuk a Parkinson-kór kialakulása során milyen fehérje szintű 

változások vannak jelen a központi idegrendszerben 

 

- Végezetül, vizsgálatokat terveztünk annak kiderítésére, hogy a PACAP vajon 

hatással van-e a dopamin metabolizmusára? Ez utóbbi kísérletet a dopamin 

metabolizálását végző enzimek (COMT, MAO-B) Western-blot technikával 

történő vizsgálatával végeztük a különböző mitokondriális toxinokkal kiváltott 

neurodegenerációs (Parkinson-kór) modellekben. 



23 

 

Anyagok és módszerek 

Agyi fehérje összetétel vizsgálata 

Kísérleti Állatok 

A CD1 KO egértörzs kialakítását és fenntartását Hashimoto és mtsai. közleményei 

(2001, 2009) alapján végezték a PTE ÁOK Anatómia Intézetében.  Tíz generációra 

visszamenőleg keresztezték a CD1 KO egér populációkat. Az agyi fehérjeprofil 

meghatározásához vad típusú (PACAP+/+, n=5) és homozigóta KO (PACAP-/-, n=5) 

egeret használtunk fel. Ad libitum táplálkozhattak, 12 óránként váltakozó nappali és 

éjszakai körülményeket bitosítottunk számukra. Minden, az állatokat érintő eljárás 

elfogadott protokollok alapján az etikai irányelveknek megfelelően zajlott (etikai 

engedély száma: Pécsi Tudományegyetem BA02/2000-15024/2011). 

Minta-előkészítés 

A vad típusú és a PACAP KO állatok agyát isoflurán anesztéziában távolítottuk 

el. Az agymintákból a következő 5 régiót preparáltuk ki: frontális kortikális régió, 

temporális lebeny–dienkefalon komplex, mezenkefalon, híd-nyúltvelő komplex, 

valamint kisagy. 50 mg preparált agyrégióhoz 200 µl lízis puffert adtunk (2 mM EDTA, 

10 mM EGTA, 20 mM HEPES, pH 7,5). Az agymintákat szöveti homogenizátorral 

homogenizáltuk, majd 6x10 másodperces sejtfeltárást végeztünk nagy energiájú 

ultrahangos feltáróval (UIS250V-Hielsher Ultrasound Technology, Teltow, 

Németország). A 10 másodperces ciklusok között jeges hűtést alkalmaztunk. A feltárt 

mintákat 10 000 g-n 10 percig centrifugáltuk. A tiszta felülúszókat új csőbe pipettáztuk 

át, majd 100 µl -30°C-os kloroformot adtunk a mintákhoz. A kloroformot a fehérjék 

kicsapáshoz, ill. a nagy mennyiségben jelenlévő lipidek eltávolítására alkalmaztuk. A 

lipidek eltávolítása szükséges volt a majdani tömegspektrometriás ionizálás javítására. 

A kloroformos kétfázisú rendszert néhány másodpercig nagy sebességgel kevertettük 

egy emulziós rendszer eléréséig, hogy megfelelő érintkezési határfelület alakuljon ki a 

kellő minőségű fehérjekicsapás eléréséhez (Wang és mtsai. 2012, Zhang és Lee 2012). 3 

percig folytattuk a fehérje kicsapást kis energiájú ultrahangos fürdőn, ami biztosította az 

emulziós rendszer fennállását. A vizes és a szerves fázist 4 000 g-n 5 percig történő 

centrifugálással szeparáltuk. A két fázis határfelületén találhatóak a kicsapott fehérjék. 

A teljes minta-előkészítési folyamat alatt LoRetention pipetta hegyet és LoBind 

Eppendorf csöveket (Eppendorf, Wien, Ausztria) használtunk, hogy elkerüljük a 
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fehérjeveszteséget. Mindkét fázist eltávolítottuk, majd a kloroform maradványokat 

Speed Vac koncentrátor (Concentrator Plus, Eppendorf) segítségével eltávolítottuk. A 

fehérjekicsapás eredményességét a vizes és szerves fázisok tömegspektrometriás 

vizsgálatával ellenőriztük (Autoflex Speed - Bruker Daltonik, Brema, Németország). 

Fehérje maradványokat próbáltunk detektálni lineáris módú méréssel, mustársav mátrix 

alkalmazásával. 1 µl mintához 1 µl mátrix oldatot (10 mg/ml SA, acetonitril/0,1 % 

TFA, 1/2 v/v%) adtunk. Amennyiben az ellenőrző vizsgálat során nem találtunk 

oldatban lévő fehérjéket, a kloroform mentes fehérjéket - 80°C-on tároltuk a további 

feldolgozásig. 

Agilent automata gél rendszer 

Az Agilent 2200 TapeStation rendszerhez (Agilent Technologies, Kromat KFT, 

Budapest, Magyarország) tartozó mintafeldolgozási protokollt követve P200-as 

pufferoldatokat készítettünk a minta-előkészítéshez. 2-2 µl P200-as festő és jelölő 

oldathoz 2-2 µl mintát vagy mólsúly standardot adtunk, majd 7 percig 75 °C tartottuk az 

oldatokat. A keverékeket P200-as redukáló oldattal 5 percig 75°C-ra történő 

melegítésével denaturáltuk. majd 2 µl P200 nem redukáló oldatot adtunk az összes 

mintához és mólsúly standardhoz. Az oldatokat kevertettük, centrifugáltuk, majd a tiszta 

felülúszókat a 2200 TapeStation rendszerbe vittük át. A vezérlést és a szemikvantitatív 

kiértékelést a 2200 TapeStation rendszerhez tartozó szoftverrel végeztük el. 

Egydimenziós SDS-gélelektroforézis fehérje elválasztás 

A gélelektroforézishez használt reagensek és oldatok a BIO-RAD (Budapest, 

Magyarország) cégtől származtak. Az agymintákat 1 M Tris/HCl pufferben 

homogenizáltuk, (pH: 8), ami 0,5 mM EDTA-t, 0,7 mM beta-merkaptoetanolt és 10 % 

SDS-t is tartalmazott. Homogenizálás után a mintákat 5 percig főztük, majd 8 000 g-n 

10 percig centrifugáltuk. 12 %-os Poliakrilamid gélben Laemmli módszere szerint SDS 

jelenlétében gélelektroforézist (PAGE) végeztünk. Molekulasúly standardként 

ProSieveTM QadColorTM fehérjemarkert alkalmaztunk 4,6–300 kDa közötti 

tartományban. A gélek festéséhez R-250 Coomassie Brilliant Blue oldatot használtunk, 

amely 5 % (v/v) ecetsavat és 16,5 % (v/v) metanolt tartalmazott. A géleket Quantity 

One, BIO-RAD szoftverrel értékeltük ki. Az érdekes fehérjesávokat szikepengével 

kimetszettük a gélből, majd háromszor tíz percig mostuk 200 μL 50 mM 

ammóniumbikarbonátot (pH: 8,3) tartalmazó 50 % (v/v) acetonitril oldattal. A 

fehérjéket 50 µL 10 mM DDT-vel (50 mM ammóniumbikarbonát pufferben) 1 órán 
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keresztül 55 °C-on redukáltuk, majd ezt követően 50 µl 55 mM jódacetamid oldattal (50 

mM ammóniumbikarbonát pufferben) alkiláltuk. A géldarabokat Speed Vac 

koncentrátorral szobahőmérsékleten megszárítottuk, majd a fehérjéket módosított 

tripszinnel (Promega, Madison, WI, USA) 37 °C-on egy éjszakán át tartó inkubálással 

megemésztettük (tripszin koncentráció: 5 ng/µl 50 mM-os ammóniumbikarbonát 

oldatban, pH=8,3). A keletkezett triptikus peptideket 50 µl vizes acetonitriles 

hangyasavas oldattal (44/50/6 v/v/v%) eluáltuk, majd liofilizáltuk az oldatokat és a 

további feldolgozásig -80°C-on tartottuk a mintákat. 

Kétdimenziós SDS gélelektroforézis fehérje elválasztás 

Az agymintákat 8 M urea, 50 mM DTT, 4% CHAPS, 0,2% amfolit és 0,0002% 

brómfenol kék feltáró pufferben homogenizáltuk, amely oldatot az IPG csík 

rehidrálásához is használtuk. A mintákat kevertettük, majd 10 percig 10 000 g-n 

centrifugáltuk, hogy elkülönítsük a szövettörmeléket.  Rehidratált IPG csíkon (7 cm, 

lineáris gradiensű pH 4–7 között) elvégeztük a felülúszók izoelektromos fókuszálását, 

PROTEAN IEF rendszer (BIO-RAD) használatával. A következő beállításokat 

használtuk: 250 V 20 percig, 4 000 V 2 órán keresztül és 2,5 óra alatt 4 000 V-ról 

10 000 V-ra emeltük a feszültség értéket. Az átfolyó áram 50 µA/csík volt. Az 

izoelektromos fókuszálás után a gél csíkokat -80°C-n tároltuk. A második dimenzióhoz 

a gél csíkokat 10 percig ekvilibráló pufferben (6 M urea, 2 % SDS, 0,05 M Tris/HCl pH 

8.8, 20 % glicerin nagy tisztaságú desztillált vízben), inkubáltuk, amely 2 % DTT-t 

tartalmazott. A következő inkubáció azonos összetételű pufferben történt 10 percig, 

amely 2,5 % jódacetamidot tartalmazott. A gél-csíkokat SDS futtató pufferrel mostuk és 

Laemmli módszere szerint 12 %-os poliakrilamid gélben futtattuk. A géleket 

PharosFXTM (BIO-RAD) kép szkenner segítségével rögzítettük és PDQuestTM 2-D 

analízis szoftverrel elemeztük. Minden futtatást háromszor végeztünk el. A gélek 

festését és az érdekes fehérjék kivágását, emésztését a bemutatott egy dimenziós fehérje 

elválasztás protokolljai szerint végeztük. 

MALDI TOF/TOF tömegspektrométer alapú fehérjeazonosítás 

Az SDS PAGE futtatások során kapott triptikus peptid mintákat a 

tömegspektrometriás vizsgálat előtt 0,1% TFA oldatban oldottuk vissza. A visszaoldott, 

emésztett fehérjemintákból 1µl-t Protein Anchor chip tárgylemezre (MTP 

AnchorChip
TM

 384 T F, Bruker Daltonik, Brema, Németország) cseppentettünk, majd 1 

µl higított CHCA (0,7mg/ml) mátrix oldatot rétegeztünk a mintákra. A mátrix oldatot a 
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vizsgálat előtt mindig frissen készítettük, acetonitril/0,1% TFA (33/67 v/v%) oldószer 

alkalmazásával. A fehérjékből származó triptikus peptidek azonosítására Autoflex 

Speed (Bruker Daltonics, Brema, Németország) tömegspektrométert alkalmaztunk: 

reflektron módban PMF-t végeztünk, valamint LID, illetve CID fragmentációt 

hajtottunk végre. A műszer irányítását FlexControl 3.4 szoftverrel végeztük, a gyorsító 

feszültség 20 kV volt. A készülék MALDI ionforrással ellátott tömegspektrométer, 

amelyben az ionizációhoz szükséges energiát egy 1 kHz-es szilárd fázisú Smart beam II 

Nd:YAG UV lézer (Lasertechnik Berlin GmbH, Berlin, Németország) biztosította. 

Külső kalibrációként minden esetben a Bruker cég által gyártott peptid kalibráló 

standardot (#206195 Peptide Calibration Standard, Bruker Daltonik, Bréma, 

Németország) használtuk, belső utólagos rekalibrálásra minden esetben triptikus 

autolízis csúcsokat választottunk. Mérési tartományunk 500 és 5 000 m/z között volt, 

minden spektrumot 7 500 db lézerlövésből vettünk fel. A fehérjéket PMF módszerrel, 

az egyszeres pozitív töltésű ionok Swiss-Prot és NCBI adatbázisokban (utolsó frissítés: 

2013. június. 17) történő keresésével végeztük. A kereséseket MASCOT 

(www.matrixscience.com, Matrix Science Ltd., London, Anglia) és Bruker Protein 

Scape (Bruker Daltonik, Bréma, Németország) szerverek segítségével végeztük. A 

kereséseknél maximum 2 triptikus emésztési hiba figyelembevételét, a monoizotópos 

tömeg meghatározásánál 150 ppm tömegeltérést engedélyeztük. Két lehetséges 

módosítást vettünk figyelembe: ciszteinen bekövetkezett fix karbamidometilációt, 

valamint lehetséges oxidációt a metioninen. A PMF alapján beazonosított lehetséges 

fehérjéket LID és CID fragmentációval igazoltuk. A felhasznált azonosított triptikus 

peptidek közül fehérjénként minden esetben minimum háromnak azonosítottuk a 

szekvenciáját. Ezzel igazoltuk a fehérje tényleges jelenlétét. 

 

Lokális agyi fehérje eloszlás vizsgálata IMS felhasználásával 

Minták 

Ezen vizsgálatokhoz is az „Agyi fehérjeösszetétel vizsgálata” című fejezetben 

bemutatott vad típusú (PACAP+/+, n=3) és homozigóta KO (PACAP-/-, n=3) egér 

populációkat használtuk fel. Az állatokat fíziológiás sóoldattal perfundáltuk, hogy a 

vérmaradványok ne zavarják a tömegspektrometriás analízist. A metszés során parallel 

metszeteket készítettünk a vad típusú és a PACAP-hiányos állatokból, Nissl festéssel 
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ellenőriztük a megfelelő agyi sík elérését. A kéreg, hippokampus és hipotalamusz 

metszetből vettük fel mintáinkat és ezt a metszetet használtuk a lokális fehérje-

változások megállapításához. 

Metszetek készítése 

Mint minden szöveti vizsgálati eljárásnál, a MALDI IMS vizsgálathoz is a 

vizsgálni kívánt szövetekből metszetet készítettünk. Ehhez a gyorsfagyasztott szövetet 

beágyazószerbe tettük és megfagyasztottuk. Beágyazószer kiválasztása esetén 

figyelembe kellett vennünk, hogy ionizáció során a beágyazószer részleges ionizációja 

is végbemegy, ami befolyásolhatja a minta-molekulák ionizációját, valamint reakcióba 

léphetnek mintamolekuláinkkal. Kézenfekvő lett volna formalin-fixált, paraffinba 

ágyazott (FFPE) szöveteket metszeni, ám a fixálás során kialakuló fehérje-

keresztkötések miatt ezen minták nem analizálhatók, valamint a paraffin szennyezés a 

paraffin jó ionizálhatósága miatt gátolhatja a mintamolekulák vizsgálhatóságát. 

Léteznek olyan protokollok, melyek során a paraffint xilollal és etanollal távolítják el, 

azonban az említett fehérjemódosítások miatt, e protokollok használata sem lehetséges 

(Chughtai és mtsai. 2010). Az említett okok miatt többnyire karboximetil-cellulóz-

nátrium (CMC-Na), ill. zselatin beágyazószert alkalmaztunk, mert ezek kompatibilisek 

a vizsgálati módszerrel. A fagyasztott szövetet karboximetil-cellulóz-nátrium (CMC-

Na) beágyaszószert tartalmazó műanyag beágyazócsónakba tettük, 30 percig 

inkubáltuk, hogy a beágyazószer megfelelően átjárja szövetmintánkat, majd egy szövet 

fagyasztó mediummal (TissueTeck) a fém tőkéhez fixáltuk. Metszeteinket Leica 

CM1850 kriosztáttal -35 ˚C-on készítettük, így a beágyazott szövettömb pár perc alatt 

hozzáfagyott a tőkéhez és lehetővé vált a minta metszése. 12 mikrométer vastag 

metszeteket készítettünk, melyeket „ITO coated” (Indium-titan-oxid) tárgylemezekre, 

valamint a megfelelő agyi sík ellenőrzéséhez hagyományos tárgylemezre metszettük, 

amellyel mikroszkópos ellenőrzést végeztünk. ITO által bevont lemezek használatára 

azért volt szükség, mert a MALDI ionizációhoz potenciálkülönbséget kell kialakítani a 

mintatartó tálca és az analizátor között. Mérésünkhöz ezt a potenciálkülönbséget 

garantálnunk kellett, ugyanis a mintatartó tálcára kapcsolt ionizáló nagyfeszültséget az 

ITO bevonat közvetítette a mátrix- és a mintamolekulákhoz. 
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Mátrix-felvitel 

Fehérje IMS mérés esetén metszés utáni első feladatunk az agymintákban jelen 

lévő és az ionizációt negatívan befolyásoló nagymennyiségű lipidek eltávolítása. Ezt 

etanol mosással oldottuk meg. Az ITO lemezre felvett metszetet háromszor 30 

másodpercig áztattuk, majd vákumban gondosan megszárítottunk. Következő lépés a 

metszetek mátrixszal történő befedése, ami a molekuláris deszorpciót és ionizációt 

segíti elő. A hagyományos MALDI technikánál, amennyiben nagyméretű molekulák, 

például fehérjék molekulatömegét szeretnénk meghatározni általában mustársav (SA) 

mátrixot használunk. Ez a mátrix IMS mérésre is használható, azonban a CHCA 

mátrixszal jobb eredményeket kaptunk, ezért a továbbiakban is ezt a mátrixot 

alkalmaztuk. A jobb ionizáció valószínűleg az optimális kristályméretre vezethető 

vissza. A mátrix felvitelére egy, az intézetünkben fejlesztett automatizált mátrixfelvivő 

berendezést használtunk. A műszer először 1-3 másodpercen át apró cseppeket terít el a 

vizsgálni kívánt metszetet tartalmazó hengerben, amit 20-30 másodperces inkubáció 

követ, amikor már nem érkezik több mátrix a rendszerbe: a szövetmetszetet tartalmazó 

tárgylemez a mátrixot tartalmazó telített gőztérben áll. Ezután következik a „szárítás”, 

amikor a „mátrixgőzt” tartalmazó hengert 40-50 másodpercen át 99,9%-os N2 gázzal 

áramoltatjuk át. E három egységből álló ciklust általában 50-90-szer kell megismételni 

egy szövetmetszet mátrixszal történő tökéletes bevonására. Ehhez általában 3 ml mátrix 

oldatra van szükség. A mátrix oldat összetétele a következő volt: 10 mg/ml CHCA, 60 

v/v% Acetonitril, 39,9 v/v% nagytisztaságú desztillált víz és 0,1 v/v% trifluorecetsav.  

Tömegspektrometriás mérés és adatkiértékelés 

A mintákat a mátrixszal való lefújás után azonnal a tömegspektrométerbe 

helyeztük, hogy elkerüljük a molekulák degradációját, vagy vákuumban tartottuk a 

mérések elkezdéséig. A mérést Bruker Daltonics Autoflex Speed (Bruker Daltonik, 

Bréma, Németország) tömegspektrométerrel végeztük. Az ionizációhoz szilárdfázisú 

UV lézert (Smartbeam Laser, Bruker Daltonics) használ a készülék, melynek 

frekvenciája 1000 Hz, hullámhossza 353 nm, késleltetési ideje 200 ns, az alkalmazott 

gyorsító feszültség pedig 4 kV volt. Méréseinket pozitív módú ionizációval végeztük, 

5000-25000 Da mérési tartományban. A műszer irányítását Bruker Flex Control 3.4 

szoftverrel végeztük, míg az adatok kiértékeléséhez és a mérési terület kijelöléséhez 

Bruker Flex Imaging 3.0 szoftvert használtunk. Összetett, több anatómiai régiót 

tartalmazó mintákat vizsgálhatunk úgy is, hogy a lemért nyersadatokon kijelöljük jól 
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elkülöníthető anatómiai régiókat, úgy nevezett ROI (Return On Investment) mezőket, és 

célirányosan csak e régiókból származó tömegspektrumokat vetjük össze egymással. A 

ClinPro Tools 3.1 és a Flex Imaging szoftverek között folyamatos kommunikáció 

létesíthető és részrégiók összehasonlítása minőségi és részben mennyiségi különbségek 

keresése is megoldható. Ha elvégeztük az összehasonlításokat, a szoftver segítségével 

különböző statisztikai kiértékelést is végezhetünk, ezzel ellenőrizhetjük a különbségnek 

vélt adatok megbízhatóságát. 

Megerősítő fehérje azonosítás 

Az „Agyi fehérje összetétel vizsgálata” című részben bemutatott minta-

előkészítési és egydimenziós SDS PAGE protokoll szerint gélelektroforézist végeztünk. 

Az alacsony molekulaméret tartományban a 25 és 12 kDa közötti gél csíkot kivágtuk és 

feldarabolás után tripszinnel megemésztettünk. A liofilezett triptikus peptid-keveréket 

25 µl 0,1% hangyasavat tartalmazó nagy tisztaságú vízben oldottuk vissza, vortexeléssel 

(2 percig) és ultrahangozással (30 másodpercig) biztosítottuk a peptidek teljes 

beoldódását. A mintákat nanoLC-MS módszerrel analizáltuk: nanoACQUITY UPLC 

(Waters Corporation, Milford, MA, USA) kromatográfiás készüléket kapcsoltunk nagy 

érzékenységű CaptiveSpray nanoESI ionforrással (Bruker Daltonics, Bréma, 

Németország) felszerelt Maxis 4G UHR-Q-TOF tömegspektrométerhez (Bruker 

Daltonics, Bréma, Németország). A mintákból 1 µl mintát injektáltunk az 1,7 µm 

szemcseátmérőjű BEH130 C18 analitikai oszlopra (100 µm x 100 mm). A mobil fázis 

áramlási sebessége 300 nl/perc volt. Gradiens elúciót alkalmaztunk: vizes fázisként (A) 

0,1% hangyasav tartalmú nagytisztaságú vizet, szerves fázisként (B) 0,1% hangyasav 

tartalmú acetonitrilt alkalmaztunk. B eluensre nézve a kezdő keverési arány 5 v/v% 

volt, amely 20 v/v%-ra emelkedett 1 perc alatt. A következő 50 perc alatt 95 v/v% B-re 

emelkedett a mobilfázis összetétele. Az elválasztást követően 10 percig 95 v/v% B 

eluenssel mostuk az analitikai oszlopot, majd 1 perc alatt a kezdő 5 v/v%-ra 

csökkentettük és ezen tartottuk a következő 14 percben a B eluens koncentrációját az 

oszlop egyensúlyi állapotba  hozatalához. Az egyensúlyi állapot elérése után a 

következő mintát analizáltuk, így egy minta teljes kromatográfiás elválasztása 75 percig 

tartott. A mérés alatt az analitikai oszlopot végig 35 °C-on tartottuk, a mintákat pedig 4 

°C-ra temperáltuk. A Maxis 4G UHR-Q-TOF készüléken a CaptiveSpray nano 

ionforrást a következő beállításokkal alkalmaztuk: 1300 V kapilláris feszültség, szárító 

és szállító gáz áramlási sebessége 3 L/perc. Az ionforrás hőmérsékletét 150 °C-ra 
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állítottuk be. A triptikus peptideket pozitív ion módban DDA fragmentálási mód 

használatával szekvenáltuk. A peptideket 200-2200 Da közötti tartományban 

detektáltuk. A fragmentáció során a prekurzor ion szelekció peremfeltételeként 3 %-os 

relatív intenzitást és 25 000 abszolút intenzitást állítottunk be. Minden időpillanatban a 

legintenzívebb 5 ion fragmentációját hajtottuk végre. Aktív kizárást alkalmaztunk, 

amely során egy molekulasúlyú ionból maximálisan 5 MS/MS spektrumot rögzítettünk 

és maximálisan egy percig detektáltuk. A készülékek irányítását Hystar (3.2 verzió) és 

TrapControl (7.1 verzió) szoftvereket használtunk. A mérések kiértékelését 

DataAnalysis (4.1 verzió) szoftverrel végeztük, a fehérjeazonosításhoz szükséges 

kereséseket MASCOT (www.matrixscience.com, Matrix Science Ltd., London, Anglia) 

és Bruker Protein Scape (Bruker Daltonik, Bréma, Németország) szerverek segítségével 

a korábban leírt módon végeztük. 

 

Parkinson modell  

Kísérleti Állatok 

Gerinctelen modell-csiga (Lymnaea stagnalis) 

A modellhez felhasznált csigákat az MTA ÖK Balatoni Limnológiai Intézetben 

tenyésztették. Az állatokat szűrt Balaton-vízzel (18-20 °C) töltött nagy 

tárolótartályokban tartottuk csoportonként. A kísérletekhez 3-4 hónaposnál nem 

idősebb, fiatalnak számító csigákat használtunk. A csigákat 12 órás világos-sötét 

ciklusos megvilágítás alatt tartottuk és salátával, valamint növényi alapú hal (TETRA 

Werke) eledellel tápláltuk. Ezeket az élelmiszereket a kísérletek kezdete előtt 2 nappal 

megvontuk. A kísérleti állatok külön tartályokban (1 L / 10 példány) kerültek vizsgálati 

csoportonként. Az állatok felhasználását és minden eljárást az etikai iránymutatásoknak 

megfelelően végeztük (VE-I-001 / 01890-10 / 2013).  

A csigák rotenon kezeléséhez a Vehovszky és mtsai. (2007) tanulmányában leírt 

kísérleti eljárás módosított változatát alkalmaztuk. A csigákat négy csoportra osztottuk, 

mindegyik csoport 10-10 állatot tartalmazott. Az első csoportban lévő csigákat szűrt 

Balaton vízben tartottuk és nem injektáltuk semmivel (kontroll csoport). A második 

csoportban olyan csigák voltak, amelyeket 10 µg PACAP38-val injektáltunk és szűrt 

Balaton vízben tartottunk (PACAP-csoport). A harmadik csoportban lévő csigákat 10 µl 

fiziológiás só oldattal injektáltunk és 0,5 µM rotenont tartalmazó tartályban tartottuk 
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(rotenon csoport). A rotenont DMSO-ban oldottuk fel és adtuk hozzá a tartályokhoz. A 

negyedik csoportban a csigákat 10 µg PACAP38-val injektáltunk és 0,5 µM rotenont 

tartalmazó tartályban tartottuk (rotenon+PACAP csoport). A kezeléseket naponta 

megismételtük minden csoportnál, mind a rotenon tartalmú, mind a Balaton vízet 

naponta cseréltük. Az egész kísérleti eljárást négyszer megismételtük. A monoamin 

vizsgálatokhoz csoportonként 32-32 állatot használtunk, amelyek 5 napos kezelést 

kaptak (kontroll, rotenon és rotenon+PACAP csoport). A PACAP csoportot ezekhez a 

vizsgálatokhoz nem használtuk fel, hiszen ez csak a túlélés vizsgálathoz szolgált 

kontroll csoportként, hogy biztosak legyünk abban, hogy a PACAP önmagában nem 

okoz elhullást a kezelt csoportokban. 

Gerinces modell-patkány 

A Parkinson-kór modellezéséhez 200-300 gramm súlyú 3 hónapos hím Wistar 

patkányokat használtunk. Az állatok (n=24) bal substantia nigráját 0,2% aszkorbinsav 

tartalmú 2μl 4μg/μl koncentrációjú 6-OHDA-nal roncsoltuk (Deumens és mtsai 2002, 

Schwarting és mtsai 1991, 1996a;b). A sztereotaxiás műtét ideje alatt az altatáshoz 

intraperitonealisan beadott pentobarbitált használtunk (35mg/ttkg). A toxin beadásának 

pontos helyét Paxinos és Watson sztereotaxiás atlasza segítségével határoztuk meg 

(Paxinos és Watson 1982). A koponyán 1 mm átmérőjű lyukat fúrtunk a bregma ponttól 

3 mm-re kaudalisan és 2 mm-re balra, majd a kemény agyhártyától 8,5 mm-re az 

agyalap felé vezetve a Hamilton fecskendőtűjének hegyével a 6-OHDA-t a bal 

substantia nigrába fecskendeztük. A sztereotaxiás műtétek során az anyagok bejuttatása 

5 percen át tartott a hirtelen volumenváltozás káros hatásainak elkerülése érdekében, 

majd a tűt további 5 percig a beadás helyén tartottuk.  

A PACAP kezelés során a patkányok (n=7) 0,01μg PACAP-38-at kaptak a 6-

OHDA-os roncsolás előtt (Reglődi és mtsai. 2004). A PACAP-ot 2μl fiziológiás 

sóoldatban oldottuk fel, és Hamilton fecskendő segítségével juttattuk be a subtantia 

nigrába, a lézióval megegyező fent megadott koordinátákat alkalmazva. A kontrollként 

használt állatok (n=4) 2 μl fiziológiás sóoldatot kaptak, az ugyanolyan feltételek és 

behatások modellezése érdekében. 
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Minta-előkészítés 

A csiga minták esetében a teljes idegrendszer került preparálásra, míg a patkány 

minták esetében a substantia nigrát távolítottuk el. Lemértük a preparált régiók 

tömegeit, majd dopamin és szerotonin extrakciót hajtottunk végre 0,01 m/v% DTT-t 

tartalmazó 0,1% hangyasavas acetonitril oldatban. A következő minta-extrakciós elegy 

arányt alkalmaztuk az összes minta esetében: 50 mg agyszövethez 200 µl extrakciós 

elegyet adtunk. A szövetet homogenizáltuk, majd 6x10 másodpercig nagy energiájú 

ultrahangos feltárást végeztünk az UIS250V (Hielsher Ultrasound Technology, Teltow, 

Németország) készülékkel. A szöveti degradáció csökkentése céljából a 10 másodperces 

ciklusok között jégen tartottuk a homogenizátumokat. A mintákat vortexeltük (V-1 plus, 

Biosan Medical-Biological Research &Technologies, Warren, USA), majd 10 000 g-n 5 

percig centrifugáltuk (Heraeus Biofuge Pico, Thermo Fisher Scientific, Hudson, New 

Hampshire, USA). Az ülepítés után a tiszta felülúszókat új mikrocentrifugacsőbe vittük 

át. Speed Vac koncentrátor segítségével a teljes oldószer mennyiséget eltávolítottuk, 

majd 50 µl 0,1% hangyasavat tartalmazó desztillált vízben oldottuk a bepárolt mintákat. 

A visszaoldott extraktumot autosampler mintatartó üvegekbe vittük át és HPLC-MS 

analízist hajtottunk végre. 

Monoamin-szint meghatározás LC-MS technikával 

A HPLC-MS analízist egy kvaterner pumpával, gázmentesítő egységgel, UV 

detektorral és oszlop termosztáttal felszerelt komplex Ultimate 3000 (Dionex, Sunyvale, 

USA) mikro HPLC rendszerhez kapcsolt orbitrap analizátoros Q Exactive 

tömegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific, Hudson, New Hampshire, USA) 

végeztük. A HPLC-s elválasztáshoz egy Kinetex PFP (100 mm x 2,1 mm i.d. 

szemcseméret 2,6 µm) oszlopot (Phenomenex, Torrance, USA) használtunk. Áramlási 

sebesség 150 µl/min, az injektálási térfogat 5 µl volt, mintáinkat az automata 

mintaadagolóban 4 °C-on tartottuk, az analitikai oszlopot 40 °C-ra temperáltuk. A 

tömegspektrométer irányítását, az adatgyűjtést és az eredmények kiértékelését Xcalibur 

2.2 SP1.48 és Tune 2.1 szoftverekkel (Thermo Fisher Scientific, Hudson, New 

Hampshire, USA) végeztük. A kromatográfiás elválasztás során gradiens elúciót 

végeztük két eluenses rendszerben (A: nagy tisztaságú víz-0,1 % hangyasav, B: 

acetonitrile–0,1 % hangyasav). Az eluensek keverési aránya az elválasztás kezdetén 10 

% B volt, majd ezt emeltük 4 perc alatt 60 % B-ig. Ezután a mozgófázis összetételét 4 

percen keresztül 60 % B-n tartottuk, majd oszlop az ekvilibrálás céljából 0,2 perc alatt 
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10 % B-re csökkentettük a mozgófázis összetételét és így tartottuk 6,8 percig. A Q 

Exactive tömegspektrométert HESI ionforással szerelve használtuk. Az ionizációt 

pozitív módban, 3 kV-os spray feszültséget alkalmazva végeztük el. A mérés során a 

következő ionforrás-beállításokat használtunk: szárítógáz (N2) áramlási sebessége 10 

L/perc, szállítógázé 2 L/perc, védőgázé 2 L/perc, kapilláris hőmérséklet 320 °C, s 

lencsék rádiófrekvenciás beállítása 20 % volt. A tömegspektrométert 70 000-es 

minimum felbontással használtuk. MS mérés során mérési tartománynak 100-200 Da 

közötti tartományt választottunk, a kellő érzékenység eléréséhez SIM módú mérést 

alkalmaztunk, míg a szerkezet igazoláshoz fragmentálási mérési módszert (MS/MS 

mód) használtunk. A mennyiségi meghhatározáshoz és a szerkezet igazoláshoz a 

következő tranzíciós átmeneteket használtunk: Da esetében 154,08 [M+H
+
] → 137,06 

[F+H
+
] m/z, szerotonin estében 177,10 [M+H

+
] →160,08 [F+H

+
] m/z. A fragmentálás 

során izolációs ablakként 2 Da-s eltérést állítottunk be, fragmentálási energiának 25 

NCE-t. 

Statisztikai elemzés 

A statisztikai elemzésekhez IBM SPSS Statistics- 20. verzió (IBM, Armonk, NY, 

USA) szoftvert használtunk. Analizáltuk, hogy van-e különbség a dopamin és a 

szerotonin szintekben a csoportok között (gerinctelen esetén: kontroll, rotenon kezelt és 

rotenon kezelt-PACAP injektált csoport; gerinces esetén: kontroll, 6-OHDA injektált 

and 6-OHDA-PACAP injektált csoport). Az adatsorok normál eloszlását Kolmogorov-

Smirnov teszttel, a csoportok szórásának egyenlőséget pedig Levene teszttel vizsgáltuk. 

Egy-utas ANOVA teszttel és Scheffe és Tukey vagy Tamhane post hoc teszttel 

vizsgáltuk a csoportok átlagának eltérését. Az eltéréseket akkor tekintettük 

szignifikánsnak, ha p kisebb volt mint 0,05 (p<0,05). 

Western blot 

A vizsgálatokat párhuzamosan csiga és patkány mintákon is elvégeztük. A 

Western blot első lépéseként egydimenziós gélelektroforézist hajtottunk végre, az „Agyi 

fehérjeösszetétel vizsgálata” című fejezetben bemutatott módon. Második lépésként a 

transzfert végeztük el, melynek során gélre egy nitrocellulóz membránt helyeztünk. 

Elektromos áram hatására a fehérjék a gélből a membrán felszínére vándoroltak és ott 

megtapadtak. A membránra transzportált fehérjéket Ponceau-festékkel tettük láthatóvá.  

A membránon lévő szabad kötőhelyeket blokkoltuk a membrán szérum albumin (BSA), 

nem zsíros, száraz tejpor és detergensek (Tween 20) oldatába helyezésével. A 
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blokkoláshoz szükséges idő 2 óra volt szobahőmérsékleten, állandó rázatás közben. A 

fehérjék megjelölését a membránon egy kétlépéses technológia tette lehetővé. A 

kétlépéses jelölést a következő módon hajtottuk végre: a blokkolás után a membránt 

TBS-ben mostuk. Ezután friss blokkoló oldatban rátettük a vizsgálandó fehérje elleni 

antitesteket (nem jelölt primer antitest). Esetünkben három antitestet alkalmaztunk 

(Sigma Aldrich Hungary Kft) anti-MAO B antitest (1,0 µg/ml) 1:1000 hígításban, anti-

COMT antitest (50 µg/ml) 1:100 hígításban és a módszerellenőrzésre szolgáló anti-

Aktin antitest (10 µg/ml) 1:1000 hígításban. A hígító oldat összetétele 0,5 g BSA, 10 ml 

TBS és 10µl Tween 20 volt. A specifikus kötődés kialakulásához a membránt 4 
o
C-on 

egy éjszakán keresztül inkubáltuk az oldatban. Miután átöblítettük a membránt a 

másodlagos antitesttel is inkubáltuk azt. Az elsődleges antitesttel kezelt membránt 0,6 g 

tejpor, 30 ml TBS és 10 µl másodlagos antitest oldatával 2 órán keresztül 

szobahőmérsékleten, óvatos rázatás közben inkubáltuk. Ismételt alapos mosás után a 

specifikusan kötött antitestek maradtak a hordozó felületén. A detektálás során 

peroxidáz enzimet használtunk és kemilumineszcencia segítségével hívtuk elő a blot 

képét (Sümegi 1997). A csiga minták esetén anti-aktin, anti-COMT és anti-MAO-B 

antitestekkel dolgoztunk, MAO-B enzimet nem tudtunk detektálni, ezért a továbbiakban 

a COMT enzimre fókuszáltunk. Az eredmények kiértékeléséhez Fiji Image J szoftvert 

használtunk. A denzitometriás mérés után histogrammon ábrázoltuk az immunpozitív 

fehérje sávok intenzitását és leolvasási pixelenként összegeztük intenzitásukat, ezekez 

az adatokat ábrázoltuk oszlopdiagrammon. 

Proteomikai elemzés - nanoLC-MS 

Az „Agyi fehérje összetétel vizsgálata” című részben bemutatott minta-

előkészítés és egydimenziós SDS-PAGE protokoll szerint végeztünk a gélfuttatásokat. 

A nanoLC-MS vizsgálatot a „Lokális agyi fehérje eloszlás vizsgálata IMS 

felhasználásával - Megerősítő fehérje azonosítás” című részben leírt módon vizsgáltuk, 

a Maxis 4G UHR-Q-TOF keszülék helyett Amazon SL ioncsapda készüléket 

alkalmazva.  

„Szendvics” ELISA 

A 96-lyukú mikro térfogatú mintatartótálcát (PARK7/DJ-1 DuoSet ELISA Kit-

R&D systems) 0,8 µg/ml koncentrációjú 100 µl/lyuk elsődleges antitesttel (PBS-ben 

oldva) inkubáltuk szobahőmérsékleten egy éjszakán keresztül. Az inkubáció után a 

mintatartótálcát háromszor mostuk mosó puferrel (0,05% Tween 20 PBS-ben oldva, pH 
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7,2-7,4). A szabad kötőhelyeket 300 µl/lyuk hígító oldattal (1% BSA PBS-ben, pH 7,2-

7,4) blokkoltuk és egy órán keresztül inkubáltuk szobahőmérsékleten. A mosási fázis 

után a minttartótálcán PARK7/DJ-1 standard hígítási sort (vak, 0,313; 0,625; 1,25; 2,50; 

5,00 ng/ml) helyeztünk el 100 µl/lyuk térfogatban. A patkány és csiga mintákat hígító 

oldattal homogenizáltuk (200 µl/5 mg minta), majd 100 µl-t a lyukakba pipettáztunk. A 

mintatartótálcát két órát inkubáltuk szobahőmérsékleten. Újból elvégeztük a mosási 

protokollt. Majd lyukanként 100 µl 45ng/ml koncentrációjú másodlagos antitestet 

vittünk fel, amelyet két órát inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd ismét elvégeztük a 

mosási protokollt. A HRP konjugációs oldatot 1:40-szeres hígításban (hígító oldatban) 

vittük fel 100 µl térfogattal és húsz percig inkubáltuk a mintatartótálcát, az inkubáció 

során kerültük a direkt megvilágítást. A kötött HRP konjugátumot 3,3′,5,5′-

Tetrametilbenzidin (TMB) használatra kész (Sigma Aldrich Hungary Kft, 100 µL/lyuk) 

előhívó oldattal húsz percig sötétben inkubáltuk. A kialakult immunkomplexek kék 

színt eredményeztek, az enzimatikus reakciót 100 µl/lyuk 2N H2SO4 oldattal állítottuk 

le. Végül az optikai denzitometriás vizsgálatokat mikroplate leolvasóval (PerkinElmer, 

Victor3 1420 multilabel counter) analizáltuk 450 nm-n. Korrekciós hullámhosszként 

550 nm-n végeztünk leolvasását, hogy a mintatartótálca felületi egyenlőtlenségeiből 

származó hibákat kiküszöböljük. A vizsgálatokban minden esetben három párhuzamos 

kísérletet végeztünk. 
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Eredmények 

 

Agyi fehérje összetétel vizsgálata 

A különböző agyrégiók (frontális lebeny régió, temporális lebeny–dienkefalon 

komplex, mezenkefalon, híd-nyúltvelő komplex, valamint kisagy) proteomikai 

profiljának felállításához kezdetben az Agilent 2200 TapeStation egy dimenziós 

automata gél futtató rendszert használtuk. Ezen rendszer alkalmas egy gyors, 

szemikvantitatív mérés elvégzésére, de korlátozott felbontással rendelkezik. Az 

elválasztott fehérjék gél csíkja és a molsúly standard hasonló orientációban látható (8. 

ábra), a gél csíkok alatt a készülék által készített elektroferogrammok láthatóak, 

molekulasúly szerinti növekvő eloszlásban, valamint az y tengelyen az intenzitást 

ábrázoltuk. Ezen elektroferogrammok kiértékelésével tudtunk szemikvantitatív 

következtetéseket levonni és kiválasztani az érdekes és jelentős különbségeket mutató 

agyrégiókat. A frontális kéreg (A1 és A2 az 8. ábrán) és a híd-nyúltvelő komplex (B1 és 

B2 az 8. ábrán) agyi régiók nem mutattak jelentős fehérje összetételbeli különbségeket a 

vad típusú és a knockout egyedek között. Ellenben találtunk két olyan agyrégiót, 

amelyekben jelentős fehérje összetételbeli különbséget sikerült detektálnunk a két 

populáció összehasonlítása során, ezek voltak a mezenkefalon (C1 és C2 a 8. ábrán) és a 

temporális lebeny-dienkefalon komplex (D1 és D2 a 8. ábrán).  
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8. ábra A vad típusú (1) és a PACAP knockout (2) egér agy minták fehérje térképe az 

Agilent 2200 TapeStation rendszer használatával, a következő agyi régiókból: A – 

kortex, B – híd-nyúltvelő komplex, C - mezenkefalon, D- temporális lebeny-dienkefalon 

komplex. A zöld és a barna szín jelzi az eredeti P200 molekulasúly markereket, a kék 

foltok mutatják a különböző fehérjéket. A halványkék csúcsok reprezentálják a 

különböző fehérjék intenzitását, relatív koncentrációját. 

 

Az elektroferogrammok alapján detektált fehérjék táblázatos összefoglalója a 9. ábrán 

látható a két kiválasztott agyrégiónál (A1, B1 vad típusú minták, A2, B2 knockout 

minták). Az A1, A2 panelek a mezenkefalon fehérje összetételét hasonlítja össze, az 

azonos molekulasúllyal rendelkező fehérjéket egy sorban ábrázoltuk. A 9. ábra A2 

panelen látható, hogy több esetben nem találtunk detektálható mennyiségben fehérjéket, 

ezeket kihúzással jelöltük (ilyenek a 50,8; 55,5; 61,1; 80,0 és a 176,5 kDa). Ezzel 

ellentétben találtunk egy olyan fehérjét, amely megjelent a vad típusú mintához képest 

(12,9 kDa). Hasonlóképpen a B1 és a B2 panelek a fehérje eloszlást mutatják a 

temporális lebeny-dienkefalon komplex agyi régióban. A vad típusú mintával 

ellentétben a knockout mintánál három fehérjét nem tudtunk detektálni, ezek a 14,9; 

35,8 és a 52,8 kDa molekulatömegű fehérjék voltak. 

Vad típusúVad típusú Knockout
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9. ábra Az elektroferogrammok alapján detektált fehérjék táblázatos összefoglalója a 

két kiválasztott agyrégiónál (A1 vad típusú minta- A2 knockout minta mezenkefalonból, 

B1 vad típusú minta- B2 knockout minta temporális lebeny-dienkefalon komplex 

agyrégióból). Az A1, A2 és B1, B2 panelek a fehérje összetételét hasonlítják össze akét 

populáció között, az azonos molekulasúllyal rendelkező fehérjéket egy sorban 

ábrázoltuk. Látható, hogy több esetben nem találtunk detektálható mennyiségben 

fehérjéket, ezeket „-
 
” jellel jelöltük. 

 

Az Agilent rendszer előnyeit kihasználva képesek voltunk egy gyors, egyszerű minta-

előkészítést igénylő analízis elvégzésére, amely során ki tudtuk választani a nagy 

különbségeket mutató régiókat. Azonban a pontos fehérjeösszetétel megállapításához a 

rendszer limitált spektrális felbontása miatt a későbbiekben a hagyományos 

egydimenziós SDS-PAGE elválasztást alkalmaztuk. Úgy gondoltuk, hogy a rendszer 

jóval nagyobb spektrális felbontóképessége elegendő lesz a minták pontos 

fehérjeösszetételének megállapításához. A 10. ábra reprezentálja a mezenkefalon (A) és 

a temporális lebeny-dienkefalon komplex (B) egydimenziós SDS-PAGE képét, egymás 

mellett összehasonlítva a vad típusú és a knockout mintákat. Az inzertek a legnagyobb 

különbségeket mutató gél régiókat ábrázolják, a mezenkefalonbana fő különbségek 40-

70 kDa közötti mérettartományban jelentkeztek. Ebben a tartományban nyolc fehérje 

(kb. 39, 40, 45, 47, 50, 55, 60, 70 kDa) mutatott intenzitásbeli különbséget a két 
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populáció között. A temporális lebeny-dienkefalon komplex esetében 35-55 kDa között 

találtunk hat olyan fehérjét (kb. 35, 36, 37, 40, 47, 55 kDa), amely jelentős 

intenzitásbeli eltérést mutatott. A géleket Quantity One BIO-RAD szoftverrel 

analizáltuk.  

 

10. ábra Mezenkefalon (A) és a temporális lebeny-dienkefalon komplex (B) régiók 

egydimenziós SDS-PAGE képe. Az inzertek a legnagyobb különbségeket mutató 

gélrégiókat mutatják. Az A és a B panelek esetében is a bal oldali gél mutatja a vad 

típusú minta 1D gélképét, míg a jobb oldali a knockout mintáét. A sávokat Quantity One 

BIO-RAD szoftverrel analizáltuk. 

 

A jelentős eltéréseket mutató fehérjefoltokat a gélből való kivágás után tripszines 

emésztésnek tettük ki és tömegspektrometriás analízissel fehérjeazonosítást végeztünk. 

A fehérjeazonosítás során több olyan fehérjefoltot is találtunk, amelyből egyes fehérjék 

visszaazonosíthatók voltak, ezért a pontos minőségi és mennyiségi viszonyok 

felállításához szükséges volt a kétdimenziós elválasztás elvégzése. A különböző 

kétdimenziós SDS-PAGE képeket a 11. ábra reprezentálja, 11A a mezenkefalont, míg a 

11B a temporális lebeny-dienkefalon komplexet. 

KnockoutVad típusú Vad típusú Knockout

A B
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11. ábra Az a A és B panelek mutatják a két dimenziós elválasztások során kapott agyi 

régiók fehérje elválasztását. Az A panel reprezentálja a mezenkefalon régiót, míg a B 

panel a temporális lebeny-dienkefalon komplex régiót. A vad típusú és a PACAP 

knockout minták 2D géljei egymásra lettek vetítve. A piros nyilak mutatják a vad 

mintákból származó fehérje spotot, a lila nyilak reprezentálják a knockout mintákból 

származó fehérje spotot. 

 

 A kétdimenziós fehérje elválasztás lehetővé tette a fehérjék izoelektromos pontja 

szerinti elválasztást 3-10 pH tartományban az első elválasztási dimenzióban, míg a 

molekulatömeg szerinti szeparálást 4,6 és 300 kDa tartományban a második elválasztási 

dimenzióban. Mindkét agyi régió esetében a két populációból készült kétdimenziós 

géleket pontosan egymásra vetítettük, a vad típusú fehérjefoltokhoz piros színt 

rendeltünk, míg a knockout fehérjefoltokhoz kéket. A kevert színt mutató foltok 

mindkét mintában jelen voltak, a csak egy színben megjelenő fehérjefoltok az egyik 

populáció adott fehérjéjének hiányára vagy detektálási limit alatti koncentrációjára utalt.  

Ezen fehérjék kivágását, tripszines emésztését és tömegspektrometriás analízisét is 

elvégeztük. A tömegspektrometriás fehérje azonosítás során 22 olyan fehérjét 

azonosítottunk, amelyek egyértelmű minőségbeli és mennyiségbeli különbséget 

mutattak a két vizsgált populáció között. Ezekből a fehérjékből az 12. ábrán az A 

panelen egy olyan fehérjét ábrázoltunk, amelynél nem találtunk különbséget 

(glicerinealdehid-3-foszfát dehidrogenáz), a B panelen egy a knockout mintákban 

kisebb mennyiségben jelen lévő fehérjét (glutation-S-transzferáz), a C panelen egy a 

knockout mintákban nagyobb koncentrációban megjelenő fehérjét (ATP szintáz) 

tüntettünk fel.  
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12. ábra A különböző azonosított fehérjék triptikus peptidjeinek MALDI-TOF 

reprezentatív tömegspektrumai. (A) glicerinealdehid-3-foszfát dehidrogenáz, (B) 

glutation S-transzferáz, (C) ATP szintáz. A fehérjék azonosításához PMF (Peptide Mass 

Fingerprinting) mérést használtunk, a fehérjét azonosító peptidek szekvenciáit 

szekvenálással erősítettük meg LID és CID fragmentálás felhasználásával. 

 

Az azonosított 22 fehérjét az 1. táblázatban összegeztük, az NCBI kódot, biológiai 

funkciót, „MASCOT score” keresési értéket és a szekvencia lefedettséget feltüntetve. A 

knockout mintákban a 22 azonosított fehérjénél 14 esetben találtunk kisebb 

koncentrációt a vad típusú populációhoz képest (peptidilprolil izomeráz A, glutation S-

transzferáz, malát dehidrogenáz 1, enoláz 2, aldoláz 1, aszpartát aminotranszferáz, 

leucin-gazdag ismétlődéseket tartalmazó 9 izoforma, foszfoglicerát mutáz 1, piruvát 

kináz, akonitáz-2, hemoglobin béta-1 alegység, albumin 1, hiszton (H1) domén, 

szekretin receptor). 
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Sors
zám 

NCBI 
Kód Fehérje Neve 

Vad 
típus 

Knoc
kout Biológiai funkció 

MW 
[kDa] 

Mascot 
Score 

SC 
[%] 

1 
gi|4987
52597 hemoglobin beta-1 alegység + - oxigén transzport 15,8 111,0 88,4 

2 
gi|6679
439 peptidilprolil izomeráz A + +↓ 

katalitikus enzim, 
interrakció HSP-kkel  18,0 95,3 66,5 

3 
gi|6754
084 glutation S-transzferáz Mu 1 + +↓ detoxifikáció 26,0 91,1 63,3 

4 
gi|4072
61468 citokrom c oxidáz alegység 1 + + 

mitokondriális légzési 
lánc 28,9 67,5 50,0 

5 
gi|7422
4797 

malát dehidrogenáz 1, NAD 
izoforma  + +↓ katalitikus enzim 36,5 70,5 43,7 

6 
gi|5515
3885 

Gliceraldehid-3-foszfát 
dehidrogenáz + + glilkolitikus enzim 35,8 89,1 42,9 

7 
gi|1486
77501 ATP szintáz, izoforma - + ATP szintézis 54,6 96,4 39,2 

8 
gi|7305
027 enoláz 2, gamma neuron + +↓ glilkolitikus enzim 47,3 105,0 38,9 

9 
gi|6671
539 aldoláz 1, A izoforma  + +↓ glilkolitikus enzim 39,3 74,3 31,6 

10 
gi|3871
06 asrpartát aminotranszferáz + +↓ 

aminosav metabolizáló 
enzim 46,2 81,7 31,0 

11 
gi|1487
04587 

leucin-gazdag ismétlődéseket 
tartalmazó 9 izoforma + +↓ 

fehérje szerkezti 
motívum 81,7 63,4 25,1 

12 
gi|4256
1824 MITF fehérje + + transzkripciós faktor 38,6 83,7 33,8 

13 
gi|1143
26546 foszfoglicerát mutáz 1 + +↓ glilkolitikus enzim 28,8 61,0 43,7 

14 
gi|1309
7483 Tubb2 fehérje  - + szerkezeti fehérje 34,0 61,3 26,2 

15 
gi|3598
07367 piruvát kináz, izom izoforma M1 + +↓ glilkolitikus enzim 57,9 135,0 36,2 

16 
gi|2634
0966 albumin 1 + +↓ 

vér kolloid ozmotikus 
nyomásszabályzás 68,7 106,0 34,5 

17 
gi|9143
17 neurofaszcin + + sejt adhéziós molekula 9,5 60,9 33,7 

18 
gi|7418
9848 spektrin alfa lánc - + 

eritrocita szerkezeti 
fehérje 97,8 76,8 25,5 

19 
gi|5131
3 Hiszton (H1) domén + +↓ Hiszton fehérje 20,8 65,7 64,9 

20 
gi|7418
8189 akonitáz 2 + +↓ katalitikus enzim 85,3 114,0 33,2 

21 
gi|1486
69535 vinculin, izoforma - + citoszkeletális fehérje 123,8 68,0 18,7 

22 
gi|8188
2894 Szecretin receptor + +↓ 

G-fehérje kapcsolt 
receptor  50,9 62,1 15,0 

 

1. táblázat A táblázat tartalmazza a vad típusú és a PACAP knockout agyi mintákból 

azonosított fehérjéket, a negyedik és az ötödik oszlop mutatja a mennyiségi különbséget 

a két populáció között ( + a fehérje jelenlétét mutatja, - a fehérje a kimutatási határ 

alatti mennyiségben van jelen, +↓ a fehérje jelen van, de kisebb mennyiségben a másik 

populációhoz képest). Az utolsó három oszlop mutatja a molekula tömeget (MW), 

Mascot Score-t és szekvencia lefedettséget (SC) százalékban. 

 

Négy fehérje esetében (citokrom c oxidáz, gliceraldehid- 3-foszfát dehidrogenáz, 

microphthalmia-asszociált transzkripciós faktor, neurofaszcin) nem találtunk jelentős 

különbséget a két populáció között. Négy olyan fehérjét is találtunk (ATP szintáz, tubb2 

fehérje–tubulin béta-2 lánc, spektrin alfa lánc, vinculin), amelyek nagyobb 

koncentrációban voltak jelen a knockout populációban a vad típusúhoz képest. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_adhesion_molecule
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Lokális agyi fehérje eloszlás vizsgálata IMS felhasználásával 

A képalkotási vizsgálataink során Autoflex Speed MALDI TOF/TOF 

tömegspektrométert használtunk méréseinkhez. A három lépcsős mátrixfelviteli 

eljárásra a következők miatt van szükség: a metszeten egy kellően homogén 

mátrixréteget kell létrehozni, mert ha ez a réteg nem kielégítően homogén, a felületi 

egyenlőtlenségek miatt lehetetlenné válik az ionizált molekulák pontos 

tömegmeghatározása, valamint nem biztosított az egységes szöveti extrakció. Az 

inkubációs periódus a mátrixfelviteli eljárás egyik kulcslépése, ugyanis ebben a 

szakaszban történik a fehérjemolekulák extrakciója: a szövetfelületből a felvitt 

mátrixcseppekbe való átdiffundálása. A harmadik, nitrogénes szárítási periódusban az 

immáron extrahált molekulákat is tartalmazó mátrixcseppek szárazra párolása történik. 

Meghatározó lépés lehet ez is, ugyanis a következő mátrix felviteli periódus előtt a 

cseppméretek minimalizálása szükséges, mert a megfelelő térbeli felbontás eléréséhez 

különálló minimális méretű cseppek előállítása szükséges, nem engedhetjük meg a 

cseppek összefolyását. Ha bármely lépés a három közül nem kellően precíz, nem 

teljesül a cseppek különálló homogén felvitele és a térbeli felbontásunk romlani fog. 

Több mátrixfajtát kipróbáltunk méréseinkhez, a CHCA mátrix bizonyult a 

legmegfelelőbbnek fehérje mérésekhez, ezért a továbbiakban ezt a mátrixtípust 

használtuk. Méréseinket 5 000-25 000 Da között végeztük, a kriosztáttal történt paralell 

metszés során egy speciális ITO tárgylemezre metszettünk PACAP knockout és vad 

típusú agymetszetet, amely azonos síkból származtak, ezzel biztosítottuk, hogy 

metszeteink azonos anatómiai struktúrákat tartalmazzanak. Ezt sztereotaxiás atlasz és 

Nissl festéssel történt mikroszkópos vizsgálattal erősítettük meg. 

A mérési eredményeket vizsgálva elmondhatjuk, hogy csak kismértékű 

morfológiai eltéréseket figyeltünk meg, azonban néhány fehérje esetében találtunk 

különbséget. A legjelentősebb eredményünk, amelyhez biológiai jelentőséget is tudtunk 

kapcsolni a 13. ábrán látható béta-szinuklein fehérje lokális eloszlásában és 

mennyiségében jelentkezett. Jól látható, hogy az A panelen bemutatott vad típusú 

mintában jóval kiterjedtebb a fehérje jelenléte a B panelen lévő knockout mintához 

képest.  
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13. ábra A mezenkefalon paralell síkmetszetből készített IMS mérés eredménye látható, 

a 14 043 Da béta-szinuklein lokális eloszlását tüntettük fel. Az A panelen a vad típusú 

minta képe látható, a B panelen a PACAP knockout mintáé, azonos síkokban. Az ábrán 

látható még a mérettartomány a jobb alsó sarokban. 

 

A fehérje tényleges igazolásához a jelen agyi síkból fehérje extrakciót végeztünk és 

gélelektroforézis elválasztást követő nanoLC-MS fehérje azonosítást végeztünk a 

párhuzamos mintákból. A 2. táblázatban tüntettük fel a fehérje azonosítás során kapott 

fehérjék egy részét, összesen 37 fehérjét azonosítottuk vissza, amely az elfogadási 

feltételt (Mascot Score ≥80) meghaladó keresési biztonsággal rendelkezik, köztük a 

beta-szinukleint (2. táblázat 15. fehérje) 14 043 Da molekulatömeggel, amely jól 

korrelál az IMS során mért molekulatömeggel. 
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Sorszám NCBI Kód Fehérje neve MW [kDa] Mascot Score SC [%] 

1 Q61171 Peroxiredoxin-2 21,77 276,72 24,24 

2 Q3TE63 Peptidil-prolil cisz-transz izomeráz 17,93 248,52 52,44 

3 gi|290756158 béta-globin 15,87 245,87 54,42 

4 gi|6679593 RAB3A 24,95 232,65 32,73 

5 PEBP1 Foszatidiletanolamin-kötő fehérje 1 20,82 218,19 52,41 

6 P35276 Ras-függő fehérje Rab-3D 24,40 208,42 25,57 

7 gi|6680924 kofilin 18,55 183,30 38,55 

8 gi|6679439 peptidilprolil izomeráz A 17,96 181,11 43,29 

9 ATPO ATP szintáz O alegység 23,35 169,84 25,35 

10 gi|6746357 peroxiszomal membrán fehérje 20 17,00 168,48 38,27 

11 PRDX5 Peroxiredoxin-5 21,88 167,30 29,52 

12 RAB1A Ras-függő fehérje Rab-1A 22,66 158,14 27,80 

13 gi|10946936 adenilát kináz izoenzim 1 23,10 156,80 22,38 

14 P17751 Triózfoszfát izomeráz 32,17 154,36 24,75 

15 gi|6678047 alfa-szinuklein 14,48 152,67 27,86 

16 gi|15809030 béta-szinuklein 14,04 151,53 30,83 

17 GSTP1 Glutation S-transzferáz  23,59 144,50 22,38 

18 gi|34538601 citokrom c oxidáz alegység II 25,96 137,42 23,35 

19 gi|21313162 ras-függő fehérje Rab-1B 22,17 126,83 28,36 

20 gi|7710086 RAB10, RAS onkogén család tagja 22,53 118,47 16,50 

21 gi|156257689 alfa-globin 15,13 114,95 48,59 

22 gi|17390379 Sod2 fehérje 24,07 104,64 12,84 

23 SODM Szuperoxid dizmutáz 24,59 103,46 12,61 

24 gi|69885032 mielin bázikus fehérje 21,49 96,76 20,00 

25 THY1 Thy-1 membrán glikoprotein 18,07 95,92 17,90 

26 gi|3980175 Thy 1.2 antigén 12,74 95,92 25,89 

27 Q53YX2 CD90 18,10 95,92 17,90 

28 gi|10946940 RAB2 23,53 94,68 12,74 

29 NDUA4 NADH dehidrogenáz [ubiquinon]  9,32 89,32 15,85 

30 gi|1401252 mlrq-like fehérje 8,51 89,32 17,33 

31 P04370-10  Mielin bázikus fehérje 10 izoforma 20,80 88,01 15,18 

32 gi|69885032  Mielin bázikus fehérje 1 izoforma 21,49 88,01 14,87 

33 gi|199051  Mielin bázikus fehérje 16,22 87,52 14,77 

34 gi|1050551 rab7 23,54 87,21 13,04 

35 gi|3603241  peroxiredoxin II típus 21,78 86,55 14,65 

36 gi|10946936 adenilát kináz izoenzim 23,10 85,05 12,38 

37 gi|6679439 peptidilprolil izomeráz 17,96 83,76 19,51 

 

2. táblázat A táblázat tartalmazza a vad típusú és a PACAP knockout agyi mintákból a 

nanoLC-MS vizsgálat során azonosított fehérjéket. A táblázat utolsó három oszlopa 

mutatja a nevesített fehérje molekula tömegét (MW), Mascot Score-t és szekvencia 

lefedettségét (SC) százalékban feltüntetve. A 15. és 16. azonosított fehérje (béta-

szinuklein, alfa-szinuklein) a Parkison kór kialakulásában is szerepet játszó két fehérjét 

mutatják. 
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 A béta-szinukleint csak a vad típusú mintákból sikerült visszaazonosítanunk, a 

knockout mintákban detektálási limit alatti koncentrációban lehet jelen. A 14. ábrán 

látható a triptikus minta LC kromatogrammja, egy triptikus peptidjének MSMS 

spektruma és a MASCOT azonosítás során kapott keresési eredmény.  

 

14. ábra A béta-szinuklein fehérje azonosításhoz használt egydimenziós gél fehérje 

foltból származó minta, triptikus peptidjeinek a nanoLC-MS mérés során kapott 

kromatogramja MSMS módban, valamint a MASCOT adatbázis keresés során kapott 

eredmények láthatóak, egy triptikus peptidjének MSMS spektruma, peptid 

tömegpontosság, a 2554,35 Da molekulatömegű peptid aminosav szekvenciája, a 

fehérje szekvencia lefedettsége (%). 

 

A másik, táblázatban szereplő fontos fehérje, az alfa-szinuklein (2. táblázat 16. fehérje) 

14 476 Da molekulatömeggel. Ezt a fehérjét mindkét populáció mintáiból 

visszaazonosítottuk, a fehérjét alkotó három triptikus peptid nagyságrendileg azonos 

intenzitással és görbe alatti területtel rendelkeztek, ebből arra következtetünk, hogy 

nagyságrendileg azonos koncentrációban voltak jelen. 
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Parkinson modell  

Monoaminok analitikai meghatározása 

A kvantitatív meghatározáshoz 5 pontos kalibrációs görbét használtunk, dopamin 

esetében 56; 111; 556; 834; 1112 pmol/ml koncentrációjú standard oldatokat és 122; 

305; 610; 1200; 2100 pmol/ml koncentrációjó szerotonin standard oldatokat. A 

kalibrációs görbe illeszkedése a kalibrációs pontokra 99,56-99,89 % (r
2
) között volt MS 

és MSMS módban is. Módszerünk kimutatási határa 2,9 pmol/ml (LOD), mennyiségi 

meghatározási határ 5,8 pmol/ml (LOQ) volt dopamin esetében, szerotoninra 6,2 és 9,4 

pmol/ml-s értékeket mértünk. A monoaminok meghatározását MS módban mért pontos 

molekulatömeg, valamint az irodalmi fragmentációs átmenettel megegyező fragmens 

molekulatömegazonosításával végeztük el. A mérési eredmények kvantitálását 

ellenőrzésképpen párhuzamosan MS és MSMS módban is elvégeztük.  

 

15.ábra HPLC-MS dopamin mérés eredményét mutatja egy kontroll állat substantia 

nigra régiójából. Az A panel a dopamin SIM módú mérésének szelektív 

ionkromatogramját mutatja, a B panel repezentálja az 1,9 perchez tartozó csúcs 

tömegspektrumát és látható a dopamin megjelenése protonált anyaionként [M+H
+
] 

154,09 m/z értéknél. A dopamin MS
2
 módú mérésének szelektív ionkromatogrammja a C 

ábrarészen látató, míg a D panel az 1,94 percnél eluálodó csúcs tömegspektrumát 

mutatja, ahol azonosítható volt a dopamin fragmensének protonált formája [F+H
+
] 

137,06 m/z értékkel. 
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A dopamint 1,94 perces retenciós idővel, az anyaion protonált formájában 

[M+H
+
] azonosítottuk 154,09 m/z értéknél, a protonált formájú fragmens ionját [F+H

+
] 

137,06 m/z értéknél (15. ábra). A szerotonint 3,9 perces retenciós idővel, 177,10 m/z 

ptrotonált anyaion tömeggel [M+H
+
]és 166,8 m/z protonált fragmens ion [F+H

+
] 

tömeggel azonosítottuk (16. ábra). Az általunk mért anyaion és fragmens ion tömegek 

megeggyeznek a korábban közölt adatokkal (Wei és mtsai. 2014) és ezeken az adatokon 

alapulnak a további monoamin koncentráció meghatározások mind a gerinctelen, mind 

a gerinces modellben. 

 

 

16.ábra HPLC-MS rendszerrel történő szerotonin mérés eredménye látható egy 6-

OHDA + PACAP injektált állat substantia nigra agyrégiójában. Az A ábrarész a 

szerotonin szelektív ioncsúcs kromatogrammját mutatja (SIM módban), a B panel MS 

spektrumot reprezentál, amely az 3,89 perces elúciós idővel rendelkező csúcsból, 

szerotonin volt azonosítható 177,10 m/z értékkel, a következő formában [M+H
+
]. A C és 

a D panelek a szerkezet igazoló mérések eredményeket mutatják MS
2
 módban. A 

szerotonin fragmens ion protonált formáját [F+H
+
] 3,88 perces retenciós idővel 

azonosítottuk 166,08 m/z értékkel. 
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Gerinctelen modell – Lymnaea stagnalis 

A PACAP neuroprotektív hatásait vizsgáltuk rotenon indukálta gerinctelen 

Parkinson modellben. A csigákat 0,5 µM rotenonnal kezeltük, az egyik csoportot 10 µg 

PACAP38-al injektáltuk, amely 100 µl fiziológiás só oldatban volt felodva, a kezelést 

12 napon keresztül végeztük. A kezelést túlélő csigák kontroll csoportonként (PACAP 

nem injektált és PACAP injektált) 10 db és 9 db volt (17A ábra).  

 

17.ábra Az A ábrarész mutatja az életben maradt csigák számát kontroll körülmények 

között () PACAP (), rotenon+fiziológiás só oldat () és rotenon+PACAP () 

kezelés után 12 napos kezelés periódust alkalmazva. Csoportonként 10-10 állattal 

végzett kísérletet 4-szer ismételtük és a négy kísérletből képzett átlagértékek lettek 

feltüntetve. A B panel mutatja a monoamin koncentrációkat a kontroll csoportban µg/g 

szövet koncentráció egységben. A C és a D panel a dopamin és a szerotonin tartalmat 

mutatja (%) a különböző csoportokban a kontroll koncentráció átlagokra normalizálva. 

A szignifikáns eltéréseket jelöltük (*,** és # jelek), amely eltéréseket a következő 

statisztikai tesztek alkalmazásával mutattuk ki: egy-utas ANOVA, dopamin esetén - 

F(2,86)=39,03; p<0,001; Tamhane post hoc teszt a kontroll csoporthoz viszonyítva a 

rotenon csoport (p<0,001)(*), a rotenon+PACAP injektált csoport (p<0,001)(*); a 

rotenon és rotenon+PACAP injektált csoportok között (p=0,019)(#), (C panel). Egy-

utas ANOVA, szerotonin esetén - F(2,86)=18,41; p<0,001; Tukey post hoc teszt a kontroll 

csoporthoz viszonyítva a rotenon csoport (p<0,001)(*), a rotenon+PACAP injektált 

csoport(p<0,0001)(**), (D panel).  
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A fiziológiás sóoldat injektált rotenon tartalmú vízben tartott csigák az 5. napon kezdtek 

elpusztulni és a 12. napra az összes csiga elpusztult. Bár a rotenon kezelt és PACAP 

injektált csigák a kezelés korábbi szakaszában kezdtek elhullani (3-4. nap), azonban 

jóval több állat élt túl a 12. napra, a populáció 50%-a életben maradt a kezelés 

befejeztére (17A ábra).  

A következő kísérletben az átlagos monoamin koncentrációkat határoztuk meg a 

kontroll állatok teljes központi idegrendszerében HPLC-MS rendszerrrel, amely 

3,33±0,76 µg/g szövet (DA) és 9,87±1,87 µg/g szövet (5HT) volt (17B ábra). Ezek a 

mérési eredmények megfelelnek az irodalomban található adatoknak, amely méréseket 

HPLC-elektrokémiai detektor rendszeren végezték (Nagy és Hiripi 2002).  A 17C ábra 

mutatja a dopamin és szerotonin tartalmat a kontroll, rotenon és rotenon+PACAP 

csoportokban, az adatokat a kontroll csoport átlagos koncentrációira (17B ábrán látható) 

normalizáltuk. A rotenon csoportban megfigyeltük a dopamin szint 44,7±12,15 %-os 

csökkenését (második oszlop, n=28). Ezzel szemben a rotenon+PACAP csoportban a 

csökkenés szignifikánsan alacsonyabb volt (26,5±11,5 %, harmadik oszlop, n=30), 

amely újra a neuroprotektív hatás megfigyelésére utal. Ellenben a 17D ábrán látható, 

hogy a szerotonin tartalom a rotenon+PACAP csoportban tovább csökkent a rotenon 

csoporthoz képest. A rotenon csoportban a teljes idegrendszer tartalma 35,5±9,70 %-kal 

csökkent (második oszplop, n=28), míg a PACAP injektált csoportban 49,9±8,60 %-ra 

csökkent (harmadik oszlop, n=30). Látszólag a PACAP ellenkezőleg befolyásolja a 

dopamin és a szerotonin tartalmat a csiga idegrendszerben. 

Western blot kísérletekben vizsgáltuk a metabolizáló enzim (COMT) mennyiségét 

a kontroll, rotenon és rotenon+PACAP csoportokban (18. ábra). A másik fontos 

monoamin metabolizáló enzimet, a MAO-B-t vizsgáltuk, de nem tudtuk azonosítani a 

mérések során. Az irodalomban jól ismert, hogy a gerinctelen idegrendszerekben nem 

található meg ez az enzim, azonban ezzel ellentétes adatok is egyaránt megtalálhatóak. 

Az elfogadott legújabb álláspont, ha az enzim jelen is van, csak nagyon kis szerepe 

lehet a metabolizmusban (Sloley 2004). Mivel mi sem tudtuk az enzimet azonosítani, 

ezért a vizsgálatok során a COMT enzimre fókuszáltunk. A 18A ábrán látható a 

Western blot vizsgálat eredménye anti-aktin és anti-COMT antitestek alkalmazásával 

teljes idegrendszer homogenizátumon. Az összfehérje tartalom egyenlőségét anti-aktin 

antitesttel ellenőriztük a nyers extraktumon (40kDa). A COMT enzim szint a 

kezelésektől (rotenon és rotenon+PACAP) függőnek bizonyult. Pozitív immunreakciót 
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mutató sávokat figyeltünk meg 23 és 26 kDa-nál, amely eredmények jól korrelálnak a 

gyártó által megadott adatokkal. A 23 kDa-s csúcs reprezentálja a szolubilis COMT 

enzimet (S-COMT) a 26 kDa-s a membrán kötött COMT (MB-COMT) enzimet 

mutatja.  A 18B ábrán a denzitometriás kiértékeléshez használt skálát tüntettük fel. A 

denzitometriás kiértékelés (18C ábra) szignifikáns különbséget mutatott a szolubilis 

COMT enzim mennyiségében, ez az enzim módosulat a rotenon és a rotenon+PACAP 

csoportokhoz képest a kontroll csoportban volt jelen nagyobb mennyiségben (normális 

eloszlású, egymintás t teszt, p<0,001). A 18D ábra mutatja, hogy a membrán kötött 

COMT enzimforma a rotenon csoportban szignifikánsan nagyobb mennyiségben volt 

jelen mind a kontroll, mind a rotenon+PACAP csoporthoz képest (normális eloszlású, 

egymintás t teszt, p<0,001). Ezek a tapasztalatok megerősítik a rotenon hatását a 

dopamin metabolizmusára. 

 

18.ábra A COMT enzim Western blot vizsgálat eredményét mutatja az A panel. Az 

egységes mintafelvitelt aktin méréssel biztosítottuk. A B panel a denzitometriás 

kiértékeléshez használt skálát reprezentálja. A két enzim módosulat csoportonkénti 

mennyiségét a C és D ábrarészeken lettek feltüntetve (S COMT - C panel, MD-COMT – 

D panel). * (p<0,001) jellel rotenon és a rotenon+PACAP csoportok kontrolltól való 

szignifikáns eltérését jelöltük a C ábrarészen. A D panelen * (p<0,001) jellel a rotenon 

csoport kontroll, illetve rotenon+PACAP csoporttól való szignifikáns eltérését jelöltük. 
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Gerinces modell – patkány 

Első lépésként a 6-hydroxi-dopamin toxin használatával a dopamin hiány 

kialakulásának időfüggését vizsgáltuk meg. Műtét után 1, 3, 7, 9, 12, 14, 16 nappal 

kerültek az állatok feldolgozásra, azonnal kipreparáltuk a vizsgált agyrégiót (substantia 

nigra). Mintafeldolgozás után LC-MS vizsgálattal megállapítottuk az agyi régiók 

dopamin koncentrációját. A műtét és a toxin sajátsága miatt (féloldali lézió) azonos 

állatból származó kontroll mintával is rendelkeztünk (jobb oldali félteke). A baloldali 

félteke dopamin koncentrációját hasonlítottuk össze a jobb oldali kontroll félteke 

dopamin koncentrációjával, ábrázoltuk a féltekék közti dopaminszint különbséget (19A 

ábra). Látható, hogy a dopaminszint drasztikus mértékű csökkenését (~ 50 %) a műtét 

utáni 7. napon feldolgozott mintákon figyeltük meg a kezdeti ~ 10 %-os csökkenéshez 

képest (1-3 nap), a dopamin szint további csökkenését nem tapasztaltuk a 7-16 nap 

között, ezért a műtét után a hetedik napra a Parkinson-kórra jellemző dopaminszint 

csökkenést teljes mértékben kialakultnak tekintettük. Ezért a továbbiakban a PACAP 

hatását - a felállított időfüggő vizsgálatok eredményeit felhasználva – a 7 napos 

állatokon vizsgáltuk (műtét után 7. napon távolítottuk el a substantia nigra-t). 

Elvégeztük a kontroll csoport (álműtött) substantia nigra régiók átlagos monoamin 

koncentrációinak meghatározását, dopamin 4,24±0,7 µg/g szövet (n=4), szerotonin 

esetén 3,53±0,45 µg/g (n=4) szöveti koncentrációt mértünk (19. ábra). Az 5C ábra 

mutatja a dopamin tartalmat a kontroll, 6-OHDA és a 6-OHDA-PACAP injektált 

csoportokban, az adatokat a kontroll szöveti koncentrációkra (5B ábra) normalizáltuk. A 

6-OHDA injektált csoportban a dopamin tartalom 51,3±4,65 %-ra való csökkenését 

figyeltük meg (második oszlop, n=6), míg a 6-OHDA+ PACAP injektált csoportban 

szignifikánsan alacsonyabb csökkenést (26,1±4,31 %, harmadik oszlop, n=7) 

tapasztaltunk. A szemléltetés céljából a dopaminszint csökkenés időfüggésének 

vizsgálata során kapott görbére illesztettük a műtét utáni 7. napon feldolgozott PACAP 

kezelt minták során kapott eredményt (19A ábra). A szerotonin tartalmat is a kontroll 

csoport szöveti koncentrációira normalizáltuk (19D ábra). A substantia nigra serotonin 

tartalma a 6-OHDA injektált csoportban 40,4±4,77 %-ra csökkent (második oszop, 

n=6), míg a 6-OHDA+PACAP csoporté 57,6±9,70 %-kal csökkent (harmadik oszlop, 

n=30). Ezen adatok arra engednek következtetni, hogy a PACAP kompenzálja a 

Parkinson kórban fellépő dopamin hiányt és a monoamin szinteket hasonlóan 

befolyásolja mind a gerinces, mind a gerinctelen szervezetekben. 
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19.ábra A Parkinson-kórra jellemző dopaminszint csökkenés lefolyását demonstrálja az 

A ábrarész az alkalmazott 6-OHDA indukálta neurodegenerációs gerinces modellben 1-

től 16 napig vizsgálva. A vízszintes tengely a műtét utáni eltelt napok számát mutatja. A 

függőleges tengely az agyféltekék közötti dopamin szintkülönbséget mutatja százalékban 

kifejezve. Az adatokat a következő képlettel számoltuk: 100-(ct/cc*100), ahol ct = a 

dopamin koncentráció a kezelt substantia nigrában (azonos oldali agyfélteke); cc= 

dopamin koncentráció a kontroll substantia nigrában (ellenoldali agyfélteke). A csoport 

átlagokat és a szórásokat tüntettük fel (± SEM) A csillag jel () reprezentálja a 6-

OHDA injektált mintákat, míg a 6-OHDA+PACAP injektált mintákat háromszöggel 

(◄) tüntettük fel a 7. vizsgálati napon. A B ábrarész a kontroll csoportok monoamin 

koncentrációit mutatja µg/g szövet koncentrációban kifejezve. Első oszlop a dopamint, 

második oszlop a szerotonin tartalmat ábrázolja. A csoport átlagokat és a szórásokat 

ábrázoltuk (± SEM). A C és a D panel a dopamin és a szerotonin tartalmat mutatja a 

kezelt csoportokban a kontroll csoport átlagaira normalizálva (%). Szignifikáns 

eltéréseket találtunk (*, ** és # jelek) a vizsgált csoportok között, amely eltéréseket a 

következő statisztikai tesztek alkalmazásával mutattuk ki: egy-utas ANOVA, dopamin 

esetében - F(2,18)=15,49; p<0,001; Tukey post hoc teszt a kontroll és 6-OHDA injektált 

csoportok (p<0,001)(*), kontroll és 6-OHDA+PACAP injektált (p=0,001)(*); 6-OHDA 

és 6-OHDA+PACAP injektált (p=0,008)(#) csoportok között (C panel). Egy-utas 

ANOVA, szerotonin esetében - F(2,12)=12,87; p=0,001; Tukey post hoc teszt a kontroll és 

6-OHDA injektált (p=0,026)(*), kontroll és 6-OHDA + PACAP injektált (p=0,001)(**), 

(D panel) csoportok között. 
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A dopamin metabolizmusában szerepet játszó két metabolizáló enzim Western blot 

mérését is elvégeztük. Az egységes mintafelvitel biztosításához első lépésben 

fehérjekoncentráció mérést végeztünk, majd aktin koncentrációra pontosítottuk a felvitt 

minták mennyiségét (20A ábra), 40 kDa-nál látható az aktin antitest-antigén komplex. A 

MAO B antigén-antitest komplex 55 kDa-nál jelentkezett (20A ábra), a COMT antigén-

antitest komplex két sávban jelentkezett 23 és 26 kDa-nál (ezek a mólsúlyok a gyári 

antitest leírásokkal megegyező adatok). A B panelen a MAO-B immunaktív sávok 

denzitometriás kiértékelése során kapott oszlopdiagrammok láthatók, a 6-OHDA 

csoportban szignifikánsan (normal eloszlású, egymintás t test, p<0,001) alacsonyabb 

értékeket kaptunk a bal oldali agyféltekében, mint a jobb oldaliban, a kontroll és a 6-

OHDA+PACAP csoportoknál nem tapasztaltunk különbséget.   

 

20. ábra A COMT és MAO-B enzimek Western blot vizsgálatának eredményét mutatja 

az A panel. Az egységes mintafelvitelt aktinra való standardizálással biztosítottuk. A B 

panel a MAO-B enzim denzitometriás kiértékeléséből származó ererdményeket mutatja. 

A C és D ábrarészeken a COMT enzim két módosulatának csoportonkénti mennyisége 

(S-COMT - C panel, MB-COMT – D panel) látható. * (p<0,01) jellel 6-OHDA csoport 

kontrolltól való, ** (p<0,001) jellel a 6-OHDA+PACAP kontrolltól való szignifikáns 

eltérését jelöltük a C ábrarászen. A D panelen * (p<0,01) jellel a 6-OHDA csoport 

kontroll, illetve 6-OHDA+PACAP csoportól való szignifikáns eltérését jelöltük. 
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A S-COMT (23 kDa) enzim esetében a kontroll csoporttól szignifikánsan (normál 

eloszlású, egymintás t test, p<0,001) alacsonyabb értékeket kaptunk a 6-OHDA és a 6-

OHDA+PACAP csoport esetében is (20C ábra). Az MB-COMT (26kDa) enzim a 6-

OHDA csoportnál szignifikánsan (normál eloszlású, egymintás t teszt, p<0,001) 

emelkedett értéket mutatott (20D ábra). 

Elvégeztük a Parkinson kór kialakulását követő proteomikai vizsgálatainkat is. 

A substantia nigra homogenizátumon egydimenziós SDS-PAGE futtatásokat végeztünk, 

minden vizsgálati napon, legkevesebb három alkalommal ismételve. A 21. ábrán 

ezekből a gélekből egy összefoglaló ábrát mutatunk be. Az A és B panelen az 1-16 

napos minták különböző agyrégióiból származó minták gélképe látható, egyértelműen 

elmondható, hogy jelentős különbségeket nem találtunk a vizsgált agyrégió fehérje 

összetételében.  

 

21. ábra Az A és B panelen a különböző időpillanatból származó minták agyi 

fehérjeprofilja látható egydimenziós SDS-PAGE futtatással, a szám a mintavételi napot, 

a szám utáni J a jobb féltekét, a B a bal féltekét jelöli. A C panelen a kontroll, a 6-

OHDA és a 6-OHDA+PACAP injektált csoport mintái a 7. napon történő 

mintavételezést követő agyi régiónkénti fehérje profilt szemlélteti. 
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 Fehérje szintű eltérést nem tapasztaltunk az azonos agyféltekék különböző napos 

mintái között, vagy az azonos napon történt mintavétellel, de különböző agyféltekéket 

vizsgálva sem. Fehérje szintű különbségeket a különbözü csoportok (kontroll, 6-

OHDA-, 6-OHDA+PACAP injektált) mintái között sem találtunk az általunk 

alkalmazott módszerekkel (21. ábra C panel). 

A pontos proteomikai térkép felállításához és a kis különbségek felderítéséhez nanoLC-

MS vizsgálatokat végeztünk. A 22. ábrán egy azonosított hő-sokk fehérje (71 kDa) 

nanoLC-MS futtatásának MSMS módban készült bázis ioncsúcs kromatogrammja 

látható, inzertként feltüntettük egy triptikus peptid fragmentációs profilját, valamint az 

adatbázis keresés során elért 703 MASCOT Score eléréséhez a beazonosított triptikus 

peptidek listáját. 

 

22. ábra A 71 kDa hő-sokk fehérje azonosításhoz használt egydimenziós gél fehérje 

foltból származó minta, triptikus peptidjeinek a nanoLC-MS mérés során kapott 

kromatogramja MSMS módban, egy triptikus peptidjének MSMS spektruma inzertként 

szerepel, valamint a MASCOT adatbázis keresés során kapott eredmények láthatóak, az 

adatbázis keresés során elért 708 MASCOT Score eléréséhez beazonosított triptikus 

peptidek listája. 
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 Jelentős számú fehérjét azonosítottunk vissza az adatbázis keresésekkel (95 db fehérje), 

azonban mindösszesen egy jelentős különbséget találtunk a csoportok között, ezért csak 

a legjelentősebb azonosított fehérjéket gyűjtöttük össze az 3. táblázatban (35 db 

fehérje).  A DJ-1 fehérje (PARK-7 fehérje) esetében találtunk szignifikáns különbséget 

a vizsgálati csoportok között. 
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Sorszám NCBI kód Fehérje Neve MW [kDa] Mascot Score Peptidek SC [%] 

1 HSP7C 71 kDa hő-sokk fehérje  70,83 813,6 26 36,2 

2 ACTG Aktin 41,77 731,2 32 49,3 

3 CLH1 Klatrin nehéz lánc  191,48 563,6 13 9 

4 ENOA  Alfa-enoláz 47,1 532,1 15 33,2 

5 KCRB Kreatin kináz B-típus 42,7 524,7 21 42 

6 G3P Gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz 35,81 503,5 15 40,8 

7 HBA  Hemoglobin alfa alegység 15,32 461,6 19 69,7 

8 PEBP1 Foszfatidiletanolamin-kötő fehérje  20,79 444,6 10 73,8 

9 1433G 14-3-3 gamma fehérje  28,28 423,1 12 33,2 

10 HBB1 Hemoglobin béta alegység 15,97 416,3 19 57,1 

11 LDHB  L-laktát dehidrogenáz B lánz 36,59 415,9 9 28,7 

12 1433Z 14-3-3 zéta/delta fehérje  27,75 365,4 10 42,4 

13 TPIS Triózfoszfát izomeráz 26,83 323,4 11 36,9 

14 MDHM  Malát dehidrogenáz 35,66 307,9 6 21,6 

15 LDHA  L-laktát dehidrogenáz A lánc  36,43 298,7 8 23,5 

16 PGAM1 Foszfoglicerát mutáz  28,81 289,6 10 46,5 

17 PRDX6 Peroxiredoxin-6 24,8 286,5 7 33,5 

18 PARK7 DJ fehérje 19,96 278,4 9 54 

19 SOMA Somatotropin prekursor (növekedési hormon)  24,64 275,9 9 40,7 

20 DPYL2  Dihidropirimidináz-függő fehérje 62,24 264,7 7 17 

21 CH10  10 kDa hő-sokk fehérje 10,89 260,1 6 51 

22 PGK1 Foszfoglicerát kináz 44,51 245,5 8 28,5 

23 G3P Gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz 35,81 243,9 8 26,7 

24 1433B 14-3-3 protein béta/alfa 28,04 242,1 6 19,9 

25 UCHL1 Ubiquitin carboxil-terminális hidroláz izoenzim 24,82 222,1 9 34,1 

26 LDHB L-lattát dehidrogenáz B lánc  36,59 209,2 5 17,1 

27 DHPR  Dihidropteridin reduktáz 25,54 177,6 4 27,4 

28 ALDOA Fruktóz-biszfoszfát aldoláz A 39,33 172,3 4 14,8 

29 CRYM  NADP szabályozta THB fehérje 33,53 171,5 4 11,8 

30 MBP Mielin bázikus fehérje S  21,49 163,5 4 23,1 

31 GSTM1  Glutation S-transzferáz  25,9 151,7 5 14,2 

32 KCY UMP-CMP kináz 22,16 149 4 22,4 

33 DOPD D-dopakrom dekarboxiláz  13,12 143,4 3 30,5 

34 RAB6A  Ras-függő fehérje Rab-6A 23,57 140,3 3 17,8 

35 GDIR1  Rho GDP-disszociált inhibitor  23,39 126,2 4 22,1 

 

3. táblázat A táblázat tartalmazza a Parkinson modell egydimenziós SDS-PAGE 

futtatásokból származó mintákból a nanoLC-MS vizsgálat során azonosított fontosabb 

fehérjéket. A táblázat utolsó négy oszlopa mutatja a nevesített fehérje molekula tömegét 

(MW), Mascot Score-t, a beazonosított fehérjéből származó triptikus peptikek számát és 

a szekvencia lefedettségét (SC) százalékban feltüntetve. 
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Az SDS-PAGE alapú nanoLC-MS mérés során a PARK7/DJ-1 fehérje mutatott 

mennyiségi különbséget, de a fehérje a kimutatási határ körüli koncentrációban volt 

jelen, ezért a pontos változások megállapításához specifikus nagyobb érzékenységű 

„szendvics” ELISA mérést végeztünk a csiga és a patkány minták esetében is (23. ábra).  

 

23. ábra Az ábra a „szendvics” ELISA mérés eredményeit mutatja. Az A ábrarész a 

hatpontos polinomiális kalibrációs görbét mutatja, amely a mennyiségi meghatározás 

alapjául szolgált. A B ábrarész a denzitometriásan meghatározott PARK7/DJ-1 fehérje 

szöveti koncentrációit mutatja, az első három oszlop a gerinctelen, a második három 

oszlop a gerinces modell csoportjait reprezentálja. A PARK7/DJ-1 fehérje 

koncentrációját ng/ml koncentráció egységben adtuk meg. A csiga minták esetében * 

(p<0,01) jellel a rotenon kezelt csoport kontrollcsoportól való, ** (p<0,001) jellel a 

rotenon+PACAP csoport kontroll csoporttól való szignifikáns eltérését jelöltük. A 

patkány minták esetében * (p<0,01) jellel a 6-OHDA csoport kontroll, illetve 6-

OHDA+PACAP csoportoktól való szignifikáns eltérését jelöltük. 
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Az A panel mutatja a kvantitatív meghatározáshoz használt kalibrációs görbét, a B 

panel reprezentálja a PARK7/DJ-1 fehérje koncentrációját [ng/ml] egységben. Mindkét 

toxin (6-OHDA, rotenon) hatására a fehérje mennyisége szignifikánsan csökkent. 

Azonban a PACAP csak a gerinces modell esetében volt képes e csökkenés kivédésére. 
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Megbeszélés 

Agyi fehérje összetétel vizsgálata 

Elsőként végeztünk tömegspektrometriára épülő proteomikai elemzést PACAP 

KO egereken. A vizsgálatokkal a korábbi tanulmányokból ismert és megfigyelt 

jelenségekre próbáltunk magyarázatot keresni. Megfigyelték, hogy ha a PACAP KO 

egereket valamilyen káros behatás éri, például hipoxia/ischémia, trauma vagy 

valamilyen toxikus behatás, nagyobb sérülést szenvednek el, mint az endogén PACAP-

ot tartalmazó egerek. Ez bebizonyosodott több kísérletes modellben is, például 

autoimmun encephalomyelitis (Tan és mtsai. 2009), agyi ischémia (Ohtaki és mtsai. 

2006), retina ischémia, és retina excitotoxicitás (Endo és mtsai. 2011, Szabadfi és mtsai. 

2012). Ezenkívül az endogén PACAP-ot nem tartalmazó egerekben csökkent 

regenerációs képességet figyeltek meg a gerincvelő és perifériás idegek sérülésekor 

(Armstrong és mtsai. 2008; Tsuchikawa és mtsai. 2012). Ezen eredmények azt 

sugallják, hogy a háttérben kell állnia olyan biokémiai változásoknak, amelyek képesek 

kompenzálni e hatásokat PACAP hiányában, abban az esetben, ha nem éri különösebb 

stressz hatás az állatokat. Azonban, e kompenzáló hatások nem elegendőek a stressz 

hatások, sérülések által kiváltott folyamatok kivédésére és a celluláris védelem 

fenntartására. 

Eredményeink azt mutatják, hogy a PACAP-hiányos egerekben vannak olyan 

fehérjék, amelyek kisebb, mások pedig nagyobb mennyiségben vannak jelen a KO 

egerekben. A két egér populáció között olyan fehérjékben találtunk mennyiségi 

különbségeket, amelyek szerepet játszanak az oxidatív stressz kivédésében és az 

antioxidáns kapacitás fenntartásában (peptidilprolil izomeráz A, glutation S-

transzferáz). E fehérjéknek csökkent szintjét detektáltuk a PACAP knockout egerekben. 

A Peptidilprolil izomeráz A (PPIase), például kulcsszerepet játszik a hő-sokk fehérjék 

által indukálta stressz válaszban. A Glutation S-transzferáz fontos a detoxifikációban és 

a már említett antioxidáns kapacitás fenntartásában. Ezek az eredmények összhangban 

vannak azon korábbi megfigyelésekkel, amelyek azt mutatták, hogy a PACAP-hiányos 

egerekben fokozott oxidatív stressz hatásra emelkedett malondialdehid-, illetve 

csökkent glutation és szuperoxid-dizmutáz szint figyelhető meg (Ferencz és mtsai. 

2010a, b). Továbbá, míg fiatal korban a PACAP knockout és a vad típusú 

egérpopulációk szérum antioxidáns kapacitása és a szérum reaktív szabadgyök szintje 

között nem figyelhető meg különbség, idős egerek összehasonlításánál csökkent 
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antioxidáns kapacitást és fokozott reaktív szabadgyök termelődés figyelhető meg a 

génhiányos állatokban (Ohtaki és mtsai. 2010). Egy nemrég készült tanulmányban 

megvizsgálták a PACAP indukálta változásokat agyi ischémiában (Hori és mtsai. 2012). 

A kutatók az antioxidáns hatású molekulák szintjének emelkedését figyelték meg 

PACAP kezelés hatására. Egy korábbi tanulmányban PACAP kezelés alkalmazását 

követően a hő-sokk fehérje-27 expressziójának emelkedését, míg a neurotoxikus hősokk 

fehérjék expressziójának csökkenését figyelték meg (Lebon és mtsai. 2006). Ezen 

proteomikai eredmények részben molekuláris magyarázatot szolgáltathatnak a PACAP-

hiányos egerek növekedett sebezhetőségére és az öregedés fokozott mértékére és e 

során bekövetkezett változások felgyorsulására. Összeségében a fehérjék e csoportját 

vizsgálva elmondhatjuk, hogy az endogén PACAP egy fontos ágens lehet az oxidatív 

stressz kivédésére szolgáló mechanizmusok megfelelő működéséhez. 

A fehérjék egy másik csoportja, amelyben jelentős különbségeket találtunk a két 

populáció agyi fehérje összetételében, a glikolitikus enzimek csoportjába tartoznak. 

Malát-dehidrogenáz 1, enoláz 2, aldoláz 1, foszfoglicerát-mutáz 1 (PGM) és piruvát-

kináz (PK) szintjének csökkenését, míg az ATP szintáz szintjének emelkedését 

figyeltük meg. Hasonlóan az oxidatív stressz markerekhez, a glikolitikus enzimek 

változásai is összhangban állnak a Hori munkacsoportja általi megfigyelésekkel (Hori 

és mtsai. 2012), hogy az exogén PACAP befolyásolja a glikolízisben szerepet játszó 

enzimeket és a PACAP kezelés pozitívan hathat az energia homeosztázis fenntartására 

és védelmet biztosíthat az ischémiás sérülésekben.  Ezen eredmények és jelen 

megfigyeléseink megerősítik, hogy az endogén PACAP szükséges a megfelelő 

energiaháztartás fenntartásához. Ennek a szabályozási mechanizmusnak hiányában 

zavar áll fenn az energia egyensúlyban és így sebezhetővé válik a szervezet az ártalmas 

ingerekre (hipoxia, ischémia, öregedés, toxinok, neurodegeneratív kórképek). Ezek az 

eredmények összhangban állnak azzal a tanulmánnyal, amelyben arról számoltak be, 

hogy ennek az enzimatikus gépezetnek a stimulálása neuroprotektív hatással van a 

hipoxia állapotában (Zaman és mtsai. 1999). 

Eredményeink azt mutatják, hogy a PACAP-hiányos állatokban az ATP-szintáz 

szint emelkedése egy kompenzációs mechanizmus eredménye lehet, mely a sérült 

energia egyensúly kompenzálására szolgál intakt vagy stresszmentes körülmények 

között. Ez korábbi tanulmányok megfigyeléseivel is összhangban áll (Ohtaki és mtsai. 

2010), amelyekben már leírták, hogy ehhez hasonló kompenzáló mechanizmusokat 
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megfigyeltek fiatal knockout egerekben oxidatív stressz kiváltásakor (csökkent reaktív-

oxidatív metabolit szintek és emelkedett antioxidáns kapacitás), viszont ezt a 

mechanizmust időskorú egyedekben nem figyelték meg. Találtunk néhány olyan 

különbséget a fehérje összetételben, amelyeket strukturális fehérjék és a vérképzésben 

résztvevő fehérjék okoznak, ezen különbségek pontos értelmezése még további 

vizsgálatok tárgyát képezi.  

A kompenzációs mechanizmusok a PACAP knockout állatok esetében még nem 

teljesen világosak. Számos kísérletet tettek a PACAP hiányában jelentkező 

kompenzációs mechanizmusok tisztázására. Az első ilyen jellegű vizsgálatokban nem 

találtak eltéréseket a monoaminerg neurotranszmitter rendszerben (Ogawa és mtsai. 

2005). Azt feltételezték, hogy a kompenzációs mechanizmusok a VIP család egyéb 

tagjaihoz köthetők, mivel e peptidek állnak legközelebb a PACAP-hoz a szerkezeti 

homológiát tekintve. Annak ellenére, hogy ez az elméleti lehetőség fennállt, az agyban 

nem találtak ilyen kompenzáló mechanizmusokat a VIP expresszióját vizsgálva (Girard 

és mtsai. 2006). Ezért még mindig nem ismert, hogy milyen mechanizmus kompenzálja 

az endogén PACAP hiányát. Legújabb tanulmányok szerint például a kálcium kötő 

fehérjék is eltérő expressziót mutatnak a belső fülben, ami ugyancsak fokozott védelmet 

nyújthat káros behatásokkal szemben (Németh és mtsai. 2014). Így valószínű, hogy egy 

összetetteb kompenzációs mechanizmus van jelen, több fehérje is eltérő módon 

expresszálódik, melynek szerepe lehet a felbomlott energiaháztartás kompenzálásában. 

Ennek a része lehet az általunk leírt ATP szintáz emelkedés is.  

 

Lokális agyi fehérje eloszlás vizsgálata IMS felhasználásával 

A molekulák térbeli eloszlása egy plusz információt hordoz a pontos biológiai 

mechanizmusok tisztázásában. A képalkotó tömegspektrometria új, fejlődésben és 

elterjedésben lévő tömegspektrometriás technikának számít még napjainkban. Az IMS 

technika egy jelölésmentes mérést tesz lehetővé, azonban a metodikai limitációk miatt 

csak nagy átgondolás mellett alkalmazható, kiegészítésként pedig szerkezet igazoló és 

megerősítő vizsgálatok szükségesek. Erre a célra nanoLC-MS méréseket végeztünk.  

Az IMS eredményeket nagymértékben meghatározza és kritikus lépésnek számít a 

mátrix felvitel. Erre saját készüléket fejlesztettünk ki, amely biztosítja a mátrix 

megfelelő homogén felvitelét, valamint a kellően nagy spektrális felbontást. A 
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mérésminőségét meghatározó munkafolyamatról van szó, ugyanis a mérés a szövet 

roncsolása nélkül történik, mert az ionizációhoz alkalmazott lézer csak a mátrixréteget 

párologtatja el a szövetfelületéről. Így csak azok a fehérjék mérhetők, amelyeket 

sikerült extrahálni a szöveti struktúrából. Ezért érthető, hogy a jó extrakcióhoz sok 

mátrixoldatot kellene a szövetünkre felvinni, viszont minél több folyadékot viszünk a 

szövetre, annál inkább romlik a térbeli felbontásunk. Emiatt egy köztes megoldást kell 

alkalmaznunk: nem tudjuk egy lépésben az extrakciót végrehajtani, hanem több száz 

mártixfelvitel-extrakció-mátrixbeszárítás ciklust kell ismételnünk. Amennyiben ezt a 

megoldást választjuk, egy viszonylag jó extrakciót és térbeli felbontást is el tudunk érni, 

de csak egy meghatározott fehérjeméretig, amely 25 000 Da-t jelent. Ma ez jelenti a 

technika határát, ugyanis ezidáig nem sikerült megoldani a nagyobb fehérjék szöveti 

struktúrából való extrahálását. Történtek erre irányuló próbálkozások, például ultrahang 

segítette extrakció. Azonban így sem sikerült az extrakciót fokozni a térbeli felbontás 

megtartása mellett.  

Egyéb limitációja ezen technikának, hogy a molekulák szerkezetazonosítása, 

igazolás még nem megoldott, ugyanis az MS mérés során kapott anyaionokat 

fragmentálással igazolnunk kellene. Erre azonban nincs lehetőségünk, mert a mérés 

során a mátrixréteget teljes mértékben eltávolítjuk a szövet felületéről, így fizikailag 

nem mérhető újból a minta, tehát vagy újbóli mátrixfelvitellel vagy csak másik minta 

mérésével készíthető megerősítő fragmentáció. Fehérje-szerkezetigazolás két módon 

elképzelhető: Az első a Bottom up technika alkalmazása, tripszines emésztést kell 

végrehajtanunk a szöveten. Ebben az irányban is történtek mérések az irodalomban, 

azonban hatalmas mennyiségű emésztőenzimet kell a szövetre feljuttatni, amelynek 

komoly anyagi vonzatai vannak. A szöveten való emésztés egyik problémája, hogy a 

térbeli felbontás megtartása még nehezebb feladat. Amennyiben ez sikerülne is, a 

következő probléma, hogy ahol az emésztő enzim találkozik a szövettel, az összes jelen 

lévő fehérjét elkezdi emészteni. Így egy több tíz-száz fehérjéből származó peptid 

keveréket fogunk látni a mérés során, amelyből a fehérje azonosítás gyakorlatilag 

lehetetlen feladat. A másik lehetőség fehérje-szerkezet igazolásra, hogy Top Down 

fragmentációt alkalmazhatunk, például ETD fragmentációs cellával, de ehhez is meg 

kellene oldanunk a nagyobb fehérjék extrakcióját, azonban sajnos ilyen fragmentációs 

cellával ellátott képalkotásra alkalmas tömegspektrométerrel nem rendelkeztünk. 
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Méréseink igazolták a PACAP-hiányos állatok mezenkefalon régiójában a béta-

szinuklein fehérje csökkent jelenlétét, azonban az alfa-szinuklein fehérje mindkét 

populációban közel azonos mennyiségben volt megtalálható. A szinuklein fehérje 

család biológiai szerepe és lokális előfordulása 1988-ban Maroteaux által került 

publikálásra (Maroteaux és mtsai. 1988). Az alfa- és béta-szinuklein fehérjék 

megjelenését az agykéreg-, hippokampusz-, talamusz-, kiagyi régiókban írták le, a 

neuronok preszinaptikus oldalán (Iwai és mtsai. 1995, Nakajo és mtsai. 1994). Azóta 

több neurodegeneratív betegségben leírták szerepüket, többek között az Alzheimer-

kórban és a Parkinson-kórban. A Parkinson-kór kialakulásában és súlyosságának 

lefolyásában fontos szerepet játszanak a Lewy testek, melyek abnormális fehérje 

aggregátumok. A béta-szinuklein szerepet játszik a Lewy testeket kialakító alfa-

szinuklein aggregációjának gátlásában, ezzel neuroprotektív hatást fejt ki. Korábbi 

tanulmányokban jól definiált hatásmechanizmust állapítottak meg a béta-szinuklein 

neuroprotektív hatása hátterében, ezeket rotenon és 6-OHDA indukálta 

neurodegenerációs modellekben írták le. A béta-szinuklein és az Akt között kialakuló 

direkt kapcsolat hatására az Akt jelátviteli út emelkedett működését figyelték meg 

(Hashimoto és mtsai. 2004). Ezen megfigyelések jól magyarázzák a neuroprotektív 

hatás kialakulását. A fenti példákból jól látszik, hogy amennyiben a PACAP hiánya a 

béta-szinuklein fehérje megjelenését csökkenti, fontos védekező mechanizmusok 

sérülhetnek, amellyel a neurodegeneratív kórképek kialakulásának esélye 

nagymértékben növekedhet. 

Eredményeinkből a PACAP Parkinson-kórban betöltött lehetséges védőhatására 

következtetünk, ezért vizsgálatainkat ennek a betegségnek az állatmodelljében 

folytattuk. Ebben a modellben vizsgáltuk a PACAP KO egereket és megfigyeltük, hogy 

a tünetek jóval súlyosabban jelentkeztek (Reglődi és mtsai. 2014). Azonban nehezíti az 

egér modell alkalmazását, hogy a viselkedési vizsgálatok nem megfelelően működtek a 

modellben, ezért a továbbiakban patkány állatmodellben folytattuk a PACAP Parkinson 

kórban kifejtett hatásának vizsgálatát. 

Parkinson kór modell  

A Parkinson kór patomechanizmusában több lehetséges kiváltó ok szerepe 

feltételezhető: például az oxidatív stressz, mitokondriális károsodás, excitotoxikus 

folyamatok és a genetikai háttér (Gardian és mtsai. 2010). Az oxidatív stressz elleni 

védekezést egy komplex enzimatikus rendszer végzi (kataláz, peroxidáz stb.), amely 
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kiegészül több nem enzimatikus elemmel is, ezeket nevezik „scavanger” anyagoknak 

(glutation, E-vitamin, C-vitamin, transferrin, ferritin).  A PACAP-nak komoly szerepet 

tulajdoníthatunk az antioxidáns kapacitás fenntartásában, ahogy az agyi fehérje 

összetétel vizsgálatánál láttuk PACAP knockout állatokon. A PACAP 

neurodegenerációs modellekben a PAC1 receptoron keresztül egy komplex 

neuroprotektív hatást fejt ki. Stimulálja a BDNF/CREB jelátviteli útvonalat, ezzel 

csökkenti a kaszpáz-3 szintet és a neuronális apoptózist (Brown és mtsai. 2013). 

Hatására megfigyelhető a neurotrófikus útvonalak fokozott működése, amely 

neurodegenerációban szintén ptotektív hatás. A másik jelentős jelátviteli út, amelyen 

keresztül a PACAP hatást fejthet ki neurodegeneráció során, az Akt foszforilációs 

útvonal (Rácz és mtsai. 2007). Valószínűsítjük, hogy a PACAP indukálta Akt 

foszforilációnak is szerepe lehet a béta-szinukleinhez hasonló neuroprotektív hatás 

kifejtésében, amely a Parkinson-kórban jelentős neuroprotektív hatást fejthet ki.  

Első lépésként elvégeztük a Parkinson-kór kialakulásért felelős substantia nigra 

dopaminszint csökkenésének vizsgálatát. A kórra jellemző dopamin szint csökkenés 

teljes kialakulását a vizsgálatok alapján a 3. és 7. nap közötti időpontban figyeltük meg, 

ez az irodalommal jól korrelál (Anastasía és mtsai. 2009). A továbbiakban a műtét utáni 

7. napon vizsgáltuk az állatokat, amikorra a dopamin szint csökkenés már betegséget 

kiváltó szintre csökkent, ezért a PACAP kezelt állatokat is a 7. napon vizsgáltuk. 

Megfigyeltük, hogy mind a 6-OHDA, mind a rotenon indukálta PD modellben a 

dopamin és a szerotonin monoaminok szintje szignifikánsan csökkent a kontroll 

csoportokhoz képest. Azoknál a csoportoknál, amelyek kaptak PACAP kezelést, a 

PACAP képes volt ellensúlyozni a toxinok károsító hatását a dopaminerg rendszert 

tekintve, mivel megakadályozta dopamin csökkenést mindkét modell esetében. Ez a 

megfigyelés magyarázza részben azt, hogy korábbi patkányban végzett tanulmányokban 

egyes Parkinson kór modellben jellegzetes magatartásjelek egyáltalán nem voltak 

megfigyelhetők (pl. hipokinézia) vagy sokkal korábban mutattak javulást PACAP 

kezelés hatására, mint a kontroll állatok esetében (Reglődi és mtsai 2004, 2011). Ezzel 

az adattal kiegészítve már teljesebb képet kaphatunk arról, hogy a PACAP 

neuroprotektív hatása hogyan javítja a tüneteket, hiszen a súlyos dopaminszint 

csökkenés megakadályozásával csökkenthető az akut klinikai tünetek súlyossága 

amellett, hogy a krónikus tüneteket is javítja illetve a PACAP neuroprotektív hatása 

következtében kevesebb sejt pusztul el. Eredményeink így összhangban vannak a 
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korábbi megfigyelésekkel, kiegészítik azokat és további adattal szolgálnak a 

neuroprotektív hatásmechanizmus megértéséhez neuroprotektív betegségekben 

Az agyi szerotonin koncentrációkat vizsgálva elmondhatjuk, hogy a PACAP 

kezelés hatására nem tapasztaltunk a dopamin szintek vizsgálatánál tapasztaltakhoz 

hasonló mérsékelt monoamin szinteket. A dopaminerg rendszerhez képest a 

szerotoninerg redszer különböző reakciójának oka jelenleg még ismeretlen. A 

Parkinson-kórban az agyi szerotonin rendszer vizsgálatokban, egyes tanulmányok 

szerotonin szint csökkenést, mások emelkedést állapítottak meg. A korábbi 

vizsgálatokban nem állapítható meg egyértelmű változás (Huot és mtsai. 2011). Az alfa-

szinuklein másik Parkinson-kórban súlyosbító szerepet játszó tulajdonsága, hogy a 

neurotranszmitterként szolgáló dopaminnal és szerotoninnal stabil aggregátumot képez, 

ezzel is csökkentve a már egyébként is alacsony rendelkezésre álló dopamin és 

szerotonin szintet (Conway és mtsai. 2001, Falsone és mtsai. 2011). A PACAP kezelés 

hatására a béta-szinuklein általi szerotonin szint csökkenés mérséklésére számítottunk, 

azonban az LC-MS mérésekből arra következtetünk, hogy ez a mechanizmus nincs 

jelen. Valószínűsítjük, hogy a korábban leírt mechanizmussal magyarázható a 

szerotonin szint csökkenése, miszerint a szerotonin gátló szerepet játszik a dopamin 

felszabadulásában, ezért a szerotonin szint csökkenés egy kompenzációs mechanizmus 

lehet a sérült dopaminerg rendszer fenntartásához (Santiagoa és mtsai. 2014, Kanda és 

mtsai. 2008, Suzuki és mtsai. 2009). 

A monoaminok metabolizációjában résztvevő egyik enzimet, a MAO-B-t 

vizsgáltuk, de a csiga mintákból nem tudtuk azonosítani, csak a patkány mintákból. 

Egyrészt az irodalomban számos helyen megtalálható, hogy a gerinctelen 

idegrendszerekben nem található meg ez az enzim, másrészt azonban ezzel ellentétes 

irodalmak is egyaránt megtalálhatók. Az elfogadott legújabb álláspont az, ha az enzim 

jelen is van, csak nagyon kis szerepe lehet a metabolizmusban (Sloley 2004). Mivel mi 

sem tudtuk az enzimet azonosítani, ezért a vizsgálatok során a COMT enzimre 

fókuszáltunk. A mindkét fajban megtalálható metabolizáló enzim (COMT) 

vizsgálatánál hasonló változásokat tapasztaltunk a gerinces és a gerinctelen modellek 

esetében. A 6-OHDA és rotenon modelekben egyaránt megfigyeltük az S-COMT szint 

szignifikáns csökkenését, amely PACAP segítségével nem volt visszaállítható. 

Ellenben, az MB-COMT szintje szignifikásan növekedett a toxinok hatására, de ez a 

hatás PACAP alkalmazásával visszafordítható volt. Feltételezzük, hogy az MB-COMT 
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növekedett szintje hozzájárult a toxin csoportokban megfigyelt dopaminszint 

csökkenéshez. A két enzimforma funkciója között jelentős különbségek vannak: az MB-

COMT elsődleges funkciója a dopaminerg neurotranszmisszió gátlása (Roth 1992), 

ezért valószínűsítjük, hogy mind a 6-OHDA patkány, mind rotenon csigamodellekben 

párhuzamosan megfigyelt MB-COMT enzimváltozások hozzájárulnak a dopaminerg 

neurotranszmisszió csökkenéséhez. Mivel az agyban a dopaminszintek legfőbb 

regulatora a COMT enzim és szoros összefüggésben állhat a viselkedési és kognitív 

folyamatok megjelenésében (Tunbridge és mtsai. 2007). 

A gerinctelen modellben megfigyeltük, hogy a csak PACAP kezelt csoportban az 

egyedek elhullása nem különbözött a kezelést nem kapott kontroll állatokétól. A csak 

rotenon kezelést kapott csigák a 12 napos kezelés végére teljes mértékben elpusztultak, 

míg a rotenon+PACAP kezelt állatok 50%-a életben maradt. Ez a megfigyelés 

alátámasztja a PACAP neurodegenerációs modellekben kifejtett neuroprotektív hatását. 

Ezen kívül megfigyeltük, hogy a 3-8. napig a rotenon+PACAP kezelt állatok nagyobb 

arányban halnak el, mint a csak rotenon kezelést kapott csigák. Valószínűsítjük, hogy a 

rotenon+PACAP kezelés egy krónikus (kisebb mértékű) stressz reakciót vált ki, amely a 

kezelés első pillanatától kezdve jelen van, ezért folyamatos az egyedek elhullása. Ezzel 

szemben a rotenon kezelés egy akut választ (nagyobb mértékű) vált ki, amely ellen 

beindulnak kompenzáló mechanizmusok, de ezek a 8. napra kimerülnek és utána jóval 

nagyobb stresszként jelentkezik, ezért az egyedek elhullása felgyorsul.  

A nanoLC-MS vizsgálatok során 95 fehérjét azonosítottuk, azonban csak egy 

fehérje esetében találtunk különbséget a csoportok között, ez a fehérje a PARK7/DJ-1 

fehérje volt. A PARK7/DJ-1 fehérje C56 peptidáz fehérjecsalád tagja, az androgén 

receptor függő transzkripció pozitív regulátora. Redox- érzékeny chaperon fehérjék 

közé tartozik, valamint oxidatív stressz érzékelő funkciót lát el. Korábbi tanulmányok 3 

lehetséges hatásmechanizmust állapítottak meg, amelyeken keresztül a DJ-1 fehérje 

neuroprotektív hatást képes kifejteni.  Egyrészt a DJ-1 fehérje stabilizálja a NRF2 

fehérjét, amely egy transzkripciós faktor és a sejtszintű antioxidás védekező rendszer 

legfőbb szabályozója és ezáltal az oxidatív stressz általi sejtelhalást meggátolja, ezzel 

gátolva a Parkinson-kór kialakulását (Clements és mtsai. 2006). Másrészt a DJ-1 gátolja 

a fehérje-asszociált splicing faktort (PSF), amelynek normál esetben transzkripció 

csendesítő hatása van és ezzel fokozza a neuronális apoptózist.  Harmadrészt a mutáns 
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alfa-szinuklein aggregációt gátolja, ezáltal nem tudnak a kór kialakításában nagy 

szerepet játszó Lewy testek kialakulni (Xu és mtsai. 2005).  

 

24. ábra A PARK7/DJ-1 fehérje neuroprotektív hatásmechanizmusait mutatja. 

 

Az ELISA mérések során a PARK7/DJ-1 fehérje csökkent koncentrációban volt 

jelen a 6-OHDA és a rotenon kezelt csoportokban a kontroll csoportokhoz képest. A 

gerinces modellben a kontrollhoz képest a PACAP csoportnál is azonos mennyiségben 

detektáltuk a PARK7/DJ-1 fehérjét, azonban a gerinctelen modellben ezt a védőhatást 

nem tapasztaltuk. Feltételezzük, hogy a védőhatás elmaradása az alkalmazott toxinok 

közti különbségből vagy különböző jelátviteli utak aktiválásából adódott. 

Összességében megállapítottuk, hogy a PACAP neurodegenerációs modellekben 

kifejtett neuroprotektív hatása összefüggésben áll a neurotranszmitter monoamin szintek 

változásaival. Elmondható, hogy a PACAP hatására olyan evolúciósan konzervált 

molekuláris és sejtes mechanizmusok indulnak el, amelyek hatására neuroprotektív 

hatások jelentkeznek. A neurotranszmitter monoaminok és a metabolizáló enzimek 

szintjén azonos változások figyelhetőek meg mind a gerinces, mind a gerinctelen 

neurodegenerációs modellben, azonban ez a PARK7/DJ-1 fehérjét vizsgálva nem 

mondható el. Megállapítottuk, hogy a PACAP- PARK7/DJ-1 fehérje jelátviteli 

kapcsolat csak a gerinces modell esetében vizsgálható. Megállapítottuk, hogy a 

gerinctelen rotenon modell a neurodegenerációs Parkinson kór néhány tünetét sikeresen 

modellezi és alternatívát kínál a PACAP védőhatás molekuláris mechanizmusainak 

tanulmányozására.  
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Új tudományos eredmények 

 

- Elvégeztük a PACAP gént tartalmazó és az endogén PACAP gént nem 

tartalmazó egerek agyi fehérjeösszetételének feltérképezését 

 

- Sikerült néhány olyan fehérjeszintű változást azonosítanunk, amelyek 

segítségével részben magyarázhatók a PACAP-hiányos egerek növekedett 

sebezhetősége és az öregedés fokozott mértéke. Ilyenek voltak a glikolitikus enzimek, 

az antioxidáns kapacitás fenntartásában, valamint az oxidatív stressz elleni védelemben 

szerepet játszó enzimek. Rámutattunk az esetlegesen fenálló kompenzáló 

mechanizmusok jelenlétére, mint például az emelkedett ATP szintáz szint 

 

- MALDI IMS technika segítségével megállapítottuk a béta-szinuklein fehérje 

csökkent jelenlétét a PACAP KO állatokban, ismertettük a lehetséges PACAP-béta-

szinuklein kapcsolat protektív hatásait 

 

- Megállapítottuk, hogy a gerinctelen állatok esetében használt rotenon indukálta 

neurodegenerációs modell monoamin és enzim szinten hasonlóan alkalmas a 

molekuláris vizsgálatok elvégzésére, mint a 6-OHDA indukálta neurodegenerációs 

modell a gerinces állatok esetében. 

 

- Igazoltuk, hogy a korábban közölt PACAP neurodegenerációs modellekben 

kifejtett neuroprotektív hatása korreláltatható a neurotranszmitterek mennyiségi 

változásával 

 

- Megvizsgáltuk a dopamin metabolizáló enzimek mennyiségi változásait, 

valamint megállapítottuk, hogy a MAO-B enzim a Lymnea stagnalis-ban nincs jelentős 

mennyiségben jelen, így a dopamin metabolizmusában sem játszik jelentős szerepet.  
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- Proteomikai elemzést végeztünk a gerinces modellben és megállapítottuk, hogy 

csak a DJ-1 fehérje esetében állapítható meg mennyiségi különbség a kezelési csoportok 

között.  

 

- Elsőként vizsgáltuk a PARK7/DJ-1 fehérje – PACAP kapcsolatot. „Szendvics” 

ELISA méréssel megállapítottuk a PARK7/DJ-1 fehérje pontos mennyiségi változását a 

modellekben. Elsőként igazoltuk a PARK7/DJ-1 fehérje Lymnaea stagnalis-ban való 

jelenlétét.  

 

- Rámutattunk a szerotonin szint változásának egy lehetséges magyarázatára, 

miszerint a szerotonin gátló szerepet játszik a dopamin felszabadulásában, ezért a 

szerotonin szint csökkenés egy kompenzációs mechanizmus lehet a sérült dopaminerg 

rendszer fenntartásához  
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