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Roviditések

5HT — Szerotonin (5-hidroxi-triptamin)

6-OHDA — 6-hidroxi-dopamin

AUC — Gorbe alatti teriilet (Area Under Curve)

BDNF — Agyi eredetii neurotréfikus faktor (Brain-derived neurotrophic factor)
BSA — Marha szérum albumin (Bovine Serum Albumin)

CD1 - Differenciacios klaszter 1 (Cluster of Differentation 1)

CFD - Filteres centrifuga cs6 (Centrifugal Filter Device)

CHAPS — 3-[(3-kolamidopropil)dimetilammonia]-2-hidroxi-1-propanszulfonat
CHCA — a-Ciano-4-hidroxi fahéjsav (a-Cyano-4hydroxycinnamic acid)

CID — Utkodzési gaz segitette fragmentalas (Collison Induced Decay)

COMT - Katekol-O-Metil Transzferaz

CREB —,,cAMP response element” kotd fehérje

DA — Dopamin

DDA — Adatfiiggd rogzités (Data Dependent Acquisition)

DTT - Ditiotreitol

EDTA — Etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA — Etilén-glikol-tetraecetsav

ERK — Extracellularis szignal éltal regulalt kinaz

ETD — Elektron-atviteli disszociacié (Electron-transfer Dissociation)

HEPES — 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

HRP — Tormaperoxidaz (Horseradish peroxidase)



IMS — Képalkoto tomegspektrometria (Imaging Mass Spectrometry)

IPG — Rogzitett pH gradiens (Immobilized pH gradient)

ITO — Indium Titan Oxid

JNK — C-jun N-terminalis kinaz

KO — Génkiiitott (Knockout)

LID — Lézer segitette iitkoztetés (Laser Induced Decay)
LOD — Detektalasi hatar (Limit of Detection)

LOQ — Kvantifikalasi hatar (Limit of Quantification)

MALDI — Matrix segitette 1ézer deszorpci6 és ionizacid (Matrix Assisted Laser

Desorption lonisation)

MAO-B — Monoamin Oxidaz B

MAPK — Mitogén-aktivalta protein kinaz

MRM — Tobb fragmentalds parhuzamos monitorozasa (Multiple Reaction Monitoring)

NCBI — Biotechnologiai informaciok nemzetkozi kézpontja (National Center for

Biotechnology Information)
NCE — Normalizalt iitk6zési energia (Normalized Collision Energy)

PACAP-Hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (Pituitary Adenylate Cyclase
Activating Polypeptide)

PAGE — Poliakrilamid gélelektroforézis

PBS — Sés foszfat puffer (Phosphate saline buffer)

PFP — Pentafluorofenil

PMF — Peptid tomeg ujlenyomat-vizsgalat (Peptide Mass Fingerprinting)
ROI — Vizsgalati régio (Return on Investment)

RPeDa — Orias dopaminerg neuron (Right Pedal-Dorsal neuron)


http://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/molecular-biology-products.html?TablePage=9622709

SA — Mustarsav (Sinapic Acid)
SC — Szekvencia lefedettség (Sequence Coverage)
SDS — Natrium-dodecil-szulfat

SEM — Atlag szorasa (Standard Error of Mean)
SIM — Egy-ion monitorozas (Single Ion Monitoring)

TBS — Trisz(hidroximetil)-aminometan-puffer (Tris-Buffered Saline)
TFA —Trifluor-hangyasav
Tween — Polioxietilén (20) sorbitan monooleat

UHR-Q-TOF — Ultranagy felbontasu kvadrupol-repiilési id6 analizatoros
tomegspektrométer (Ultra High Resolution-Quadrupole-Time Of Flight)

UPLC — Ultranagy hatékonysagu folyadékkromatografia (Ultrahigh Performance Liquid
Chromatography)

VIP — Vazoaktiv intesztinalis peptid



Bevezetés

Tomegspektrometrias modszerek rovid elméleti hatterének bemutatasa

A tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) elterjedése kozel 100 évre
tehetd. Thomson és kutatocsoportjanak kisérletei alapoztak meg a tomegspektrometria
1étrejottét. Tobb mint hiisz éven at az 01j vizsgalati modszer 6 tevékenysége az elemek
és izotopok pontos tOmegének és a gyakorisiguknak a meghatarozasa volt (Thomson
1913). Szamos izotop pontos tOmegét meghataroztak és megalapoztak a szervetlen
anyagok tomegspektrometrids vizsgalati modszereit. A szerves vegyiiletek vizsgalatara
az 1950-es évektodl keriilt alkalmazasra a modszer (Hoffmann és Strooband 2007). A
kiforratlan technika gyors fejlddésnek indult, az ionforrasok gyors, intenziv fejlesztése
eredményeként a kezdeti atombombazason alapul6 eljaras, az ugynevezett ,,Fast Atom
Bombardment” (FAB) mellett hamar kialakultak a plazmadeszorpcids (PD-), illetve
lézerdeszorpcids ionizacios (LDI-) eljarasok (Herbert és Johnstone 2002). Azonban még
ezekkel a technikdkkal sem lehetett az 5000 Da vagy ennél is nagyobb molekulatomegii
biomolekulak tomeg-meghatarozasat elvégezni. Napjainkban e technika egyre
fontosabb szerephez jut és rohamos fejlédését nagyon jol bizonyitja, hogy 2002-ben
harom Nobel-dijat itéltek oda, olyan kiilonb6z0 kémiai teriileten dolgozo kutatok
szdmara, akik hozzajarultak a  biologiai szempontbol fontos  fehérjék
tomegspektrometrids azonositasahoz és vizsgéalatdhoz (John B. Fenn - Egyesiilt
Allamok, Koichi Tanaka - Japan, Kurt Wiithrich - Svéjc). A LDI-technika
tovabbfejlesztésének kulcsa abban rejlett, hogy Tanaka €s munkatarsai nem a vizsgalni
kivant molekulat, hanem a mintdban levé hordozomatrixot gerjesztették lézersugar
segitségével. A matrix-, vagy hordozddeszorpcion alapuld ionizacids eljaras (matrix-
assisted laser desorption/ionization, MALDI) esetében lézersugarral a matrix
molekuldkat bombazzak, a célmolekulat csak attételesen ionizaljak, illetve parologtatjak
(Karas és mtsai. 1985). Ezzel parhuzamosan Fenn kutatocsoportja ionizacios forrasként
1989-ben elektronporlasztason (electrospray ionization, ESI) alapuld technikat kezdett
alkalmazni (Fenn és mtsai. 1989). Az igy kifejlesztett technikdk ugrasszeriien
megnovelték a vizsgalhaté molekuldk mérettartomanyat és ez tette lehetdvé a technika
igazi elterjedését. A két eljards (1. abra) kozos eldnye, hogy akar tobb szazezres
molekulatdomegli makromolekuldk molekulatomeg meghatarozasa lehetséges, kozel

fmol (10" mol), egyes esetekben attomol (10™*® mol) kimutatasi hatarral. A korabbi



eljarasoktol eltérden tehat mind a MALDI MS, mind az ESI MS elég érzékeny, és elég
széles molekulatomeg-tartomanyban mér ahhoz, hogy a kismolekuldktol kezdve
egészen a célfehérjékkel kolcsonhaté kofaktorok, inhibitorok, poliszacharidok,
oligonukleotidok ¢s kiilonb6z6 bimolekularis komplexek is vizsgalhatova valjanak

(Cole 2010).
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1. abra Az ionforrasban lejatszodo ionizacio sematikus rajza a MALDI MS- (a) és az
ESI MS- (b) eljarasok soran (Demartini 2013, Vaczy 2009).

A tomegspektrometria szervetlen és szerves komponensekbdl képzddott ionok fajlagos
tomegének (toltésegységre esd tomegiik: m/z) alacsony nyomadson, elektromos, vagy
magneses mezok segitségével torténd detektalasa. Az elvalasztott ionok intenzitasat
mérve eredményiil az iondram intenzitas és fajlagos tomeg fliggvénykapcsolatot kapjuk,
amit masként tomegspektrumnak hivunk. Ez a tomegspektrum szolgdl a mindségi
informacio alapjaként, ugyanis nincs két olyan szerves vegyiilet, amelyiknek a
tomegspektruma, pontosabban a legintenzivebb ion intenzitasara normalt, igynevezett
karakterisztikus tOmegspektruma vagy a fragmentdcidja sordn kapott fragmentacios
profilja azonos lenne. Mindezek altal érthetd, hogy az MS, mint technika, alkalmas
széles tomeg- €s polaritas-tartomanyban a kis molekulatomegli molekulaktol egészen a
nagy molekulatomegili, nem illékony biopolimerek, peptidek, fehérjék valamint
szintetikus rendszerek tomegének és szerkezetének komplex tanulmanyozéasara. Annak
koszonhetden, hogy a technika kivdloan kombinalhaté az elvalasztas-technikdban
hasznalatos modszerekkel, lehetdséget teremt mar fmol anyagmennyiségli mintdk
megbizhatd, pontos, gyors és olcsd analizisre (Debreczeni és Kovacs 2008), amely
soran technikatol fliggden mind mindségbeli, mind mennyiségbeli informacié nyerhetd

(Maasz 2010).



A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

Altaldnos jellemzdi
A hipofizis adenilat ciklaz aktivaloé polipeptidet (pituitary adenylate cyclase

activating polypeptide; PACAP) 1989-ben izolaltak el6szor birka hipotalamuszbol,
nevét a hipofizisben kifejtett adenildt cikldz enzim aktivald hatdsardl kapta. Az emlds
szervezetben eléforduld PACAP kozel 90%-at a 38 aminosavbol felépiilé PACAP38
forma teszi ki, mig a 27 aminosavas forma csak kisebb mennyiségben van jelen
(Arimura és mtsai. 1991, Reglédi 2009). Néhany tanulmany szerint a PACAP27
nagyobb mennyiségben fordul el a gerinctelen éldvilagban (Reglédi és mtsai 2000,
Hernadi és mtsai. 2008). A 38 aminosavnal rovidebb fragmensek, mint pl. PACAP3-38,
PACAPG-38 Aaltalaban antagonista hatdssal rendelkeznek, bar bizonyos szdvetekben
agonista hatast is leirtak (Juhasz és mtsai. 2014, Wojcieszak és Zawilska 2014). A
PACAP a szekretin/glukagon/vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) peptidcsalad tagja
(Arimura 1998), szerkezetét tekintve evolucidésan konzervalt polipeptid: szekvencidja
minden méhlepényes emlésben azonos, és a gerincesek torzsén beliil is csak par
aminosavval eltéré forméban taldlhaté (Vaudry és mtsai 2000). Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy alapvetd élettani funkcioval rendelkezik. Legnagyobb
mennyiségben a kozponti idegrendszerben, valamint az endokrin szervekben fordul el6.
A PACAP a kozponti idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a hipotalamuszban
mutathaté ki, de tobb agyrégioban is talalhatbak PACAP tartalmi sejtek
(kéregallomanyban, az agytorzsben, a talamuszban, a hipofizisben stb.). A periférias
idegrendszerben a vegetativ pre- és posztganglionaris neuronok, valamint a spinalis
ganglionok tartalmaznak PACAP-ot (Arimura 1998, Koves és mtsai. 1990, Vaudry és
mtsai. 2000). Jelenlétét tobb periférias szovetben is igazoltak, tobbek kozott
ivarszervekben, a kardiovaszkularis, neuroendokrin és a gasztrointesztinalis, 1€gz6-,
hagyuti és nyirok-rendszerben.

Az evolucidsan erdsen konzervalt PACAP és receptorai jelenlétét mar szamos
gerinctelen faj idegrendszerében megfigyelték, mint példaul foldigilisztdkban (Molnar
¢és mtsai. 2008, Reglddi és mtsai. 2000, Somogyvari-Vigh és mtsai. 2000), rakfélékben
(Lugo ¢és mtsai. 2013), gyiimolcslégyben (Bhattacharya és mtsai. 2004, Zhong és mtsai.
1995) és csigakban (Hernadi és mtsai. 2008, Pirger és mtsai. 2010). Igazolhato, hogy a
gerinces ¢€s gerinctelen PACAP szekvencia kozott kisebb az eltérés, mint a PACAP és a

vele egy peptidcsaladba tartozo VIP kozott (Kiss és Pirger 2013).
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Receptorai
A PACAP hatasait a szervezetben a hét transzmembran karral rendelkezd G-

protein receptorokon keresztiil fejti ki. Receptorai kozé tartoznak a PAC1, VPACI ¢és a
VPAC?2 receptorok. A receptorok kiilonb6zé affinitast mutatnak a PACAP-hoz és a
VIP-hez. A VPACI ¢és VPAC2 receptorok a PACAP-ot és a VIP-et kozel azonos
intenzitassal kotik, ezzel szemben a PACI1 receptor két-harom nagysagrenddel nagyobb
affinitast mutat a PACAP-hoz, mint a VIP-hez (Arimura 1998). A PACAP receptorok
szervenként mas és mas eloszlast mutatnak. PACI1 receptor talalhatd tobbek kozott az
agyban, a gerincveldben, az adenohipofizisben, a mellékveseveloben és a herében.
VPAC1-receptor mutathato ki a kdzponti idegrendszer mellett a tiidoben, a méjban, a
Iépben, a timuszban, az ovariumban és a gasztrointesztinalis traktusban (Hashimoto és
mtsai. 1996, Joo és mtsai. 2004). A citoprotektiv funkciokért tobbségében a PACI
receptor felelds, de a hatasok kozvetitésében a VPAC is szerepet jatszik (Somogyvari-
Vigh és Reglédi 2004).

A PACAP a PACI receptorokon keresztiil szamos, részben egymassal konvergalo
jelatviteli uton keresztiil fejti ki védé hatdsait. Aktivalja az adenilat ciklazt és a
foszfolipaz C-t, melynek hatdsdra cAMP-fiiggd, ¢és attol fiiggetlen utvonalak
aktivalodnak. A protein kindz A (PKA) aktivacio hatasara altaldban a védd hatasu
MAPK (mitogén aktivalta protein kindz), és az ERK (extracellularis szignal altal
reguldlt kinaz) foszforilaci6 emelkedése figyelhetd meg, ezzel szemben a
neuronpusztulast eldsegité JINK (c-jun N-terminalis kinaz) és p38 MAPK foszforilacio
csokken. A PKA a Rapl és Ras fehérjék aktivacidjan keresztiil is fokozza az ERK
fehérje aktivitasat, valamint noveli a CREB (,,cAMP response element” kot6 fehérje)

foszforilacigjat (Vaudry és mtsai. 2009).

Hatasai
A PACAP szertedgazd hatasairol tobb 0Osszefoglald tanulmény is megjelent

(Arimura 1998, Counis és mtsai. 2007, Vaudry és mtsai. 2000; 2009). A PACAP részt
vesz a hypophysis hormontermelésének szabalyozasdban (Lezak és mtsai. 2014).
Befolyasolja a gonadok szteroid termelését (ElI-Gehani ¢és mtsai. 2000), a
pajzsmirigymiikodést (Okada és mtsai. 2007), a spermiogenezist és a petefészek
follicularis fejlodést (Apa és mtsai. 2002, Reglédi és mtsai. 2012b, Brubel és mitsai.
2012, Koppan és mtsai. 2012, Koves 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 kozponti szerepet jatszik a napi
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ritmus szabalyozasaban (Hannibal 2006, Vereczki és mtsai. 2006, Purrier és mtsai
2014), tovabba befolyasolja az alvast (Murck és mtsai. 2007) és a héhaztartast (Pataki
és mtsai. 2002, Banki és mtsai 2014, Diané és mtsai. 2014). Szerepe van a
memoriafolyamatok szabalyozasaban (Pirger és mtsai. 2010, 2014), amit a PACAP és a
PACAP receptor KO egerek memoriazavara is mutat (Matsuyama ¢és mtsai. 2003, Otto
¢s mtsai. 2001, Roberto és mtsai. 2000). Tovabba, a polipeptid szamos viselkedésre
gyakorolt hatasat is leirtak, mint példaul az antidepresszans hatasa (Kormos és Gaszner
2013), a lokomotoros aktivitas fokozasa (Masuo és mtsai. 1995), a szteroid-indukalta
reprodukcios viselkedés szabélyozéasa (Apostolakis és mtsai. 2004), valamint a stressz
adaptacios magatartas szabalyozasa (Agarwal és mtsai. 2005, Mustafa 2013, Lezak és
mtsai. 2014).

Az is jol ismert, hogy a PACAP része a cellularis védelmi rendszernek. Mind az
exogén, mind az endogén PACAP neuroprotektiv hatdsa nagyon intenziven kutatott,
mert egy igéretes neuroprotektiv peptidnek tiinik (Lee és Seo 2014). A PACAP a
citoprotektiv hatdsait egy Osszetett mechanizmus segitségével éri el: antiapoptotikus,
antioxidans és antiinflammatorikus hatasa is van. Az apoptdzis soran gatolja a
proapoptotikus faktorokat, mig serkenti az antiapoptotikus folyamatokat, tobbek kozott.
A Bcl csalad antiapoptotikus tagjait aktivalja (Bcl-2, Bcl-xL), mig a proapoptotikus
tagjait inaktivalja (Bad, Bax). Tovabba, a PACAP jelentOsen gatolja a kaszpaz-fliggd és
fliggetlen apoptotikus folyamatokat is (Reglédi 2009, Pirger és mtsai. 2009). A PACAP
neuroprotektiv hatdsdval szoros Osszefliggésben 4ll az idegrendszer fejlédésében
betdltott szerepe. A PACAP és receptorai mar a fejlddd idegrendszer korai fazisaban
megjelennek és szabalyozo szerepet jatszanak a neurogenezisben, a neuronalis
differenciacioban, valamint a gliasejtek fejlédésében (Waschek 2002, Raoult és mtsai.
2014).

A neuronalis tualélést eldsegitd hatasat el6szor patkany PC12 sejtvonalon figyelték
meg novekedési faktor megvonasakor (Tanaka és mtsai. 1997). A késébbiekben mas
sejtvonalakon is leirtdk az antiapoptotikus ¢és sejttalélést eldsegitdé hatasait
szemcsesejtekben, kolinerg neuronokban, hatséo gyoki ganglionsejtekben. A PACAP
szamos toxikus tényezdvel szemben védd hatast fejt ki a neuronokban. Védé hatasarol
beszamoltak glutamat toxicitassal szemben retina sejtekben (Fabian és mtsai 2012),
kortikalis neuronokban (Morio és mtsai. 1996) és PC12 sejtekben (Said és mtsai. 1998).

A sejtkultarakban leirt hatdsok mellett szamos betegség allatmodelljében mutattak ki a
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peptid védo hatasait (Reglddi és mtsai. 2011, Bourgault és mtsai. 2009, Lee és Seo
2014) in vitro és in vivo kisérletes modellekben is, mint példaul retinasériilés (Fabian és
mtsai. 2012, Atlasz és mtsai. 2007, 2008), neurodegeneracio (Brown és mtsai. 2013),
excitotoxin indukalta sejtpusztulas (Wada és mtsai. 2013). Ezeken kiviil a PACAP védé
hatasar6l szamoltak be beta-amiloid protein, 6-hidroxi-dopamin (6-OHDA), in vitro
hipoxia és emelkedett Ca®* szint okozta sejtkarosodéassal szemben is (Onoue és mtsai.
2002a;b;c, Takei ¢és mtsai. 1998, Somogyvari-Vigh és Reglédi 2004). Protektiv
hatasar6l szamoltak be gliikoz megvonas és oxidativ stressz indukalta endothel
sériilléssel szemben (Wilhelm és mtsai. 2014), mely hatas javithatja a vér-agy gat
mikroereinek barrier funkciojat. A sejtvédd hatasat apoptozissal szemben gerinces
kisérleteken kiviil mar a gerinctelen éticsigaban (Helix pomatia) is leirtak (Pirger és
mtsai. 2007).

Az endogén PACAP neuroprotektiv hatasat a PACAP-hianyos egereken tortént
vizsgalatok is megerdsitik (Reglédi és mtsai. 2012a). A PACAP-hianyos egerek kiilsé
stressz-behatassal szembeni novekedett érzékenységét mar szamos modellben leirtak.
Az els6 ilyen megfigyelés oxidativ stressznek vagy etanol-hatdsnak kitett kisagyi
sejteken tortént. Vaudry €és munkatarsai leirtak, hogy a PACAP-hidnyos egerekbdl
szarmaz6 kisagyi sejtkultara novekedett sejthalallal valaszolt a behatasokra (Vaudry és
mtsai. 2005), melyet mas sejkultirakon végzett kisérletek is megerdsitettek (Horvath és
mtsai. 2010). In vivo modellekben is kozoltek hasonld megfigyeléseket. Agyi
ischémianak kitett knockout egereken novekedett mértéki agyi infarktust figyeltek meg
a vad tipusu populacidohoz képest (Ohtaki és mtsai. 2006). Az endogén PACAP-ot nem
tartalmazo allatoknal megnovekedett sebezhetdség figyelheté meg a kiillonbozo stressz-
¢és toxikus-behatdsokkal szemben, valamint a felgyorsult 6regedés jelei is jelentkeznek.
Novekedett retinasériilést is leirtak a kétoldali carotis artéria lekotés altal kivaltott retina

ischemiaban (Szabadfi és mtsai. 2012).
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Sajat és munkacsoportunk korabbi tomegspektrometrias PACAP
vizsgalatainak osszefoglalasa

Munkacsoportunk mar régota foglalkozik a PACAP tdmegspektrometrias
vizsgalataval. Szamos kiilonb6z6 bioldgiai mintabol térténtek vizsgalatok. Miutdn PhD
munkam ezen vizsgalatokon alapul, szeretném a munkacsoport korabbi eredményeit
roviden bemutatni, melyekben szamos munkaban személyesen is részt vettem és ezek
alapjaul szolgalnak a disszertacioban részletesen bemutatandé munkaknak.

Munkankat szintetikus PACAP38 ¢és a PACAP27 standardok vizsgalataval
kezdtiik, a tomegspektrometrias vizsgalatokhoz Bruker Daltonics Autoflex II tipusu
MALDI TOF/TOF késziiléket alkalmaztunk. A standardbdl 4535,5 Da-nal sikertilt
azonositanunk a PACAP38 protonalt molekula ionjat, mig 3146,8 Da-nal a PACAP27-
ét.

Masodik 1épésben meghataroztuk a PACAP38 fragmentacios profiljat annak
érdekében, hogy a kiilonb6z6 bioldgiai mintak vizsgalatanal a PACAP jelenlétét nagy
biztonsaggal bizonyithassuk. Elvégeztiilk a PACAP standardok tripszines emésztését is,
abbol a célbodl, hogy a PACAP-ot olyan bioldgiai mintdinkbdl is azonositani tudjuk,
ahol nativ forméban az nem volt detektalhaté (Vaczy 2009).
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2. dbra A szintetikus PACAP38 és 27 standardok tomegspektruma - Az ,,A” panelen a
PACAP38 standard tomegspektruma, a ,,C” panelen a PACAP38 standard MS/MS
tomegspektruma lathato. Az abran feltiintettiik a fragmentdlds sordn kapott aminosav
szekvenciat is. A ,,B” panel a PACAP27 standard tomegspektrumat, mig a ,,D” panel a
PACAP27 standard MS/MS tomegspektrumat mutatja (Bérzsei és mtsai. 2009).

A nyers mintdinkat (humén- és patkany szérum, anyatej, csiga kdzponti idegrendszer
homogenizatum, endolimfa- és konnyfehérje) ¢és azok triptikus emésztményeit
vizsgaltuk a standardokhoz hasonlé6 médon. A MALDI TOF/TOF tomegspektrometria
ezen kiviil lehetdséget teremt arra, hogy az altalunk vizsgdlni kivant polipeptid
kiilonféle kémiai modosulatait is meghatarozzuk, vizsgaljuk. Ennél a folyamatnal
rogzitettilk az elsddleges tomegspektrumot, majd ezt kdvetden a nagyobb intenzitasu
peptidek szerkezetét probaltuk azonositani. Igy meghatiroztuk a peptid pontos
elsédleges szerkezetét és annak modosulasait, valamint kovetkeztetni tudtunk a

vegylilet felépitésére, térszerkezetére is.

Humén szérum, anyatej €és konny mintdkban igazoltuk a PACAP jelenlétét. A
PACAP38 kvazi-molekula ionjat (MW: 4535 Da) sikeresen detektaltuk, azonban nagy
mennyiségben mutattuk ki a PACAP38 Na" ionhoz k6t6dd alakjat is (molekula tomeg:
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4558,7 Da). A PACAP38 szérumban valo jelenlétének tovabbi igazolasahoz mintainkon
on-plate triptikus emésztését végeztiink el, amin MALDI TOF/TOF mérést is
elvégeztiink. Ez mar lehetdséget teremtett arra, hogy mintainkbdl meghatarozhassuk a
PACAP38 fragmenseinek jelenlétét, és azok aminosav sorrendjét. A MALDI TOF és
TOF/TOF tizemmodban kapott spektrumainkat dsszesitve elkiildtiik kiilonféle adatbazis
keresésekre (Swissport, MSDB, NCBIr), ahol az irodalmi adatok eredményeinkkel

78%-o0s szekvencia megegyezést mutattak, ami szignifikans korrelaciot jelentett.
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3. abra Egy PACAP38 tartalmu szérum minta MS (A) és MS/MS (B) modban felvett
tomegspektruma, valamint tripszines emésztésének tomegspektruma (C) ldathatoé (Borzsei
és mtsai. 2009).
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Ezzel egyértelmiien sikeriilt igazolnunk, hogy a PACAP38 nativ és Na* ionhoz kotddé

formaban is jelen van a szérumban.

A molekula detektalhatd6 mennyiségben megtalalhaté volt human és patkany
konnymintdkban (Kiss és mtsai. 2009). Az anyatej mintdkban kiilonosképpen nagy
mennyiségli PACAP38-t talaltunk (kb 10-20 szoros mennyiséget a szérumhoz képest),

aminek nagy jelentdsége lehet az ujsziilott fejlddésében (Borzsei és mtsai. 2009).
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4. abra A PACAP3S8 bioldgiailag aktiv forma témegspektruma kénny (4) és anyatej (B)
mintakbol.

Vizsgalatainkat Osszefoglalva tobb testfolyadékban sikeriilt a gerincesekre jellemzd
PACAP38 forma jelenlétét igazolni, amelyek a kdvetkezOk voltak: szérum, anyatej,

konny, tiisz6folyadék. A gerinces eredetll nativ mintdk vizsgalata mellett a gerinctelen
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szervezetek kiillonb6z6 mintaibol, pl. éti csiga (Helix pomatia) hemolimfabol és
kozponti idegrendszer homogenizatumbol is sikeresen mutattuk ki a PACAP formakat.
Mint ahogyan mar utaltunk ra, a gerinctelen szervezetekre a PACAP27 dominancia a

jellemz6 (Hernadi és mtsai. 2008).
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5. abra Az ,,A” panelen a PACAP27 tomegspektruma lathato Helix pomatia
hemolimfajabol. A ,,B” dbrarész a szerkezet igazoldsra végzett fragmentaldasi mérés
tomegspektrumat mutatja (Hernddi és mtsai. 2008).

Végeztiink mennyiségi meghatarozasokat is radio-immunoassay (RIA) technikaval.
Kivancsiak voltunk a PACAP mutat-e évszakfiiggd valtozasokat, ehhez Helix pomatiat
hasznaltunk modellallatként. Szignifikdnsan alacsonyabb szinteket mértiink az inaktiv

allapotban 1évo allatokban (Hernadi és mtsai. 2008). Elmondhatd, hogy a PACAP27
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neuropeptid évszakfiiggd valtozast mutat a hibernalt allapot felvételére képes

gerinctelen allatban.
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6. abra A PACAP két formdjat abrazoltuk fmol/mg koncentracioban, fekete oszlop
mutatja az aktiv allapotban lévé dllatok polipeptid szintjeit. Lathato, hogy a PACAP27
a gerinctelen allatokban a nagyobb mennyiségben elofordulo PACAP forma (Hernadi
és mtsai. 2008).

Célunk volt mennyiségi elemzésre is alkalmas tomegspektrometridas modszer
kifejlesztése. Nano LC-ESI-MS rendszeren probalkoztunk mennyiségi meghatarozasra
alkalmas mérési modszer kidolgozasaval. Kezdetben a nativ PACAP38 MS és MSMS
modu  mérésével probalkoztunk. A kromatografias elvalasztas soran komoly
problémakba {itkdztiink, valamint szérum koncentracidjanak (5-4000 fmol/ml)
detektalasaval is adodtak problémaink. A nativ molekula mérésének reprodukalhatosag
elégtelenségét a kvantitdlni kivant molekula mérete indokolhatta, ezért triptikus
emésztés utani fragmenseire is probaltuk kvantifikdlni rendszeriinket, ez sem hozott
kielégitd javulast. A molekula szérumbol vald szelektiv extrakcidjara sem sikeriilt
megfeleld6 modszert kidolgoznunk, valamint a molekula DPPIV enzim Altali
degradacidja is problémat okozott, amelyet peptidazgatld trazilol alkalmazasaval

igyekeztiik csokkenteni. Osszességében elmondhatd, hogy rutinmérésre alkalmas

stabilitassal rendelkez6 modszert eziddig még nem sikeriilt kifejleszteniink.
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7. abra A mennyiségi meghatarozas soran kapott PACAP38 standard tomegspektruma
nanoLC-ESI-MS rendszeren. A 4535 Da protonadlt molekulaion 5-9-szeres pozitiv
toltésti ionjai lathatoak a tomegspektrumon.

Korabbi munkaink sordn arra torekedtiink, hogy egy olyan 1j analitikai eljarast
dolgozzunk ki a PACAP vegyiiletének mérésére kiilonféle bioldgiai mintakbol, melynek
mintaigénye csekély, kevés minta-el6készitést igényel és a mérés rendkiviil érzékeny és
pontos eredményeket szolgaltat szdmunkra. Emellett a mddszer lehetdséget teremtett
szdmunkra az altalunk vizsgalt polipeptid pontos aminosav szekvencidjanak
meghatdrozasara, illetve a mintakban talalhato PACAP38 homoldgok, és azok kémiai
modosulatainak azonositasara is. Kutatasunk soran sikeriilt els6ként azonositanunk és
kimutatnunk a PACAP molekula jelenlétét szamos olyan bioldgiai mintdkbol (patkany-
és human szérum, human anyatej, csiga hemolimfa és kdzponti idegrendszer), melyek
PACAP tartalmarol eddig még nem allt rendelkezésre irodalmi adat. Ezek a vizsgalatok
hozzajarulnak nemcsak a PACAP szervezetben valo elhelyezkedésének felderitéséhez,
hanem annak hatastani vizsgalataihoz is. Az altalunk alkalmazott modszer, a PACAP
kvalitativ mérésére kivaloan alkalmas technika, megkonnyitette a PACAP kiilonféle
szervezetekben valo eldforduldsanak, biologiai hatdsanak feltarasat. Célunk volt
mennyiségi elemzésre is alkalmas tomegspektrometrias modszer kifejlesztése, azonban
rutinmérésre alkalmas stabilitdssal rendelkez6 modszert ezidaig nem sikeriilt

kifejleszteniink.
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A disszertacioban vizsgalt témakorok

A vizsgakatokhoz hasznalt PACAP KO egérpopulacio egyedein mar fiatal
korban is az 6regedés jelei mutatkoznak, valamint novekedett érzékenységet mutatnak a
kiils6 stressz hatasokkal szemben. Néhany lehetséges biokémiai folyamatot leirtak,
amelyek ezen jelenségek hatterében allhatnak, azonban nagyon keveset lehet tudni a
folyamatok atfogdé molekularis hatterérdl. Ennek a felderitésnek elsé 1épése a kvalitativ
¢s kvantitativ fehérjedsszetétel, illetve a folyamatban szerepet jatszé fehérjevaltozasok
meghatarozasa. PACAP-hianyos egerekben ilyen jellegli vizsgalatokat még egyaltalan
nem végeztek, ezért elvégeztiik a vad tipusu és a PACAP knockout egerek kiilonbozo
agyteriileteinek proteomikai profiljanak feltérképezését és a kozottiik 1étez6 kvantitativ
kiilonbségek felderitését és magyarazatat. Gélelvalasztason alapul6 MALDI TOF/TOF
nagy ateresztoképességli rendszeren végeztilk vizsgdlatainkat. A molekuléris fehérje-
Osszetétel vizsgalatan til kivancsiak voltunk a fehérjék lokalis eloszlasara is. Erre a
célra kivaléan alkalmas a képalkotd tomegspektrometria, amely manapsag még egy
elterjeddben 1évo technikanak szamit. A technika kiforratlansdga miatt eredményeinket
a mar rutinszerlien alkalmazott és elfogadott technikdnak szamit6 LC-MS technikéval

kivantuk megerdsiteni.

A Parkinson-kor egy progressziv jellegii, neurodegenerativ korkép, melyben a
substantia nigra pars compacta teriiletén a dopaminerg neuronok pusztuldsa és a
nigrostriatalis palyarendszer degeneracidja okozzak a biokémiai jelatviteli rendszer
atviteli zavarait. Munkacsoportunk mar korabban is vizsgéalta a PACAP hatasat gerinces
neurodegeneracids modellekben. Megfigyeltiik, hogy a neurotoxikus 1€ézi6 eldtt a
substantia nigraba beadott PACAP megvédi a dopaminerg sejtek kozel 50%-at a
substantia nigraban. A PACAP kezelt allatok szignifikdnsan jobban teljesitenek a
magatartdsi tesztekben, nem mutatnak stlyos hypoaktivitasi jeleket, ¢és az
aszimmetrikus tlineteik is szignifikdnsan gyorsabban javulnak, mint a kontroll

csoportban (Reglédi és mtsai. 2004).

Szamos modell sikeresen reprodukalja a kér néhany jellemzd tiinetét (Cannon ¢€s
mtsai. 2009). A Parkinson kor kivaltasa kisérletes koriilmények kozott lehetséges
példaul az inszekticid rotenon (mely egy mitokondridlis toxin) és az oxidativ stressz

kivaltasara alkalmas 6-OHDA segitségével. Megallapitottak, hogy az ismételt rotenon
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kezelés a gerincesek Parkinson-kor tiineteihez hasonld tiineteket valt ki a
gerinctelenekben. Rotenon kezelés hatdsara a tirozin-hidroxildz immunreaktivitasa
csokken az orias dopaminerg neuronban (RPeD1), amely az egyik f6 dopamin-termel6
sejt a csigak kozponti idegrendszerében. Ez a megfigyelés megerdsiti, hogy a rotenon
hat a dopaminerg rendszerre gerinctelen neurodegeneracios modellekben is. A kézponti
idegrendszer dopamin tartalmanak csokkenése progressziv €s irreverzibilis mozgas és
étvagy csokkenést, valamint élettartam rovidiilést eredményez (Vehovszky €s mtsai.
2007). A gerinctelen modellek hasznalhatosaga gyakran megkérddjelezhetd, mivel elso
pillantdsra a gerinctelen idegrendszer neuroanatémiaja jelentésen eltér a gerinces
szervezetektdl. Azonban molekuldris €s sejt szinten az élettani folyamatokban szdmos
hasonlosdg van jelen a gerinctelen és a gerinces idegrendszerekben és a modellek
hasonl6 mitkodést mutatnak (Penney és McCabe 2008). A puhatestli idegrendszerek
egyedi eszkOzt nyudjtanak a sejtszinti események farmakologiai vizsgalataihoz,

mechanizmusok tanulmanyozasara kiilonb6z6 viselkedési €s betegség vizsgalatokban.

A dopaminerg neuronok pusztulasaval jol korrelal a substantia nigra dopaminszint
csokkenése, legnagyobb részt e monoamin szint csokkenés all a tiinetek kialakuldsanak
hatterében. A dopamin a kozponti idegrendszer egyik legszélesebb eloszlast mutatd és
legszélesebb korben tanulmédnyozott neurotranszmittere, az 0sszes jelentds allattorzset
figyelembe véve (Elekes és mtsai. 1991, S-Rozsa 1984, Walker és mtsai. 1996). A
masik jelentés monoamin a kozponti idegrendszerben a szerotonin (5HT). A
puhatestiiek idegrendszerében és a szivizomzataban is a dopamin és a szerotonin a
legnagyobb mennyiségben jelen 1évé monoaminok, koncentracidjuk par pg-tol 30-40
ng/gramm nedves szovet koncentracidig terjed (Gerschenfeld 1973). Ujabban az a
feltételezés is beigazoldodni latszik, hogy a szerotonin kozvetitette neurotranszmisszio is

megvaltozik Parkinson-korban és feltételezik, hogy a kiilonb6zd szerotonin receptor

crer
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Ceélkituzeések

- Els6 Iépésben a PACAP KO ¢és PACAP gént tartalmazd egerek agyi fehérje
Osszetétel vizsgalatdt kivantuk elvégezni SDS PAGE-n alalpul6 MALDI

TOF/TOF tomegspektrometrias fehérje azonositassal.

- Célul thztik ki, hogy a detektalhatdo fehérje Osszetételbeli kiillonbségeket

figyelembe véve tovabbi PACAP-hoz kdthetd hatasmechanizmusokat keressiink.

- Célunk volt tovabba a fehérjék lokalizacidjat osszehasonlitani a PACAP gént

tartalmazd €s a nem tartalmazo csoportok kozott.

- Kivancsiak voltunk arra, hogy a PACAP-hoz kothetd neuroprotektiv hatasok az
evolucids fejlédés sordn konzervalt hatdsként megfigyelhetdek-e, ezért az
Osszehasonlitashoz gerinctelen modellallatként nagy mocsari csigat (Lymnaea

stagnalis), mig gerinces modellallatként Wistar patkanyt alkalmaztunk

- Célul tiztiik ki annak a vizsgalatat, hogy a PACAP hatassal van-e a gerinces ¢s
gerinctelen szervezetekben a kozponti idegrendszer monoamin (DA, 5HT)

szintjének valtozasara.

- Vizsgalni kivantuk a Parkinson-kor kialakulasa soran milyen fehérje szinti

valtozasok vannak jelen a kdzponti idegrendszerben

- Végezetiil, vizsgalatokat terveztiink annak kideritésére, hogy a PACAP vajon
hatassal van-e a dopamin metabolizmusara? Ez utobbi kisérletet a dopamin
metabolizalasat végz6 enzimek (COMT, MAO-B) Western-blot technikaval
torténd vizsgalataval végeztiik a kiilonbdzé mitokondrialis toxinokkal kivaltott

neurodegeneracids (Parkinson-kér) modellekben.
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Anyagok és modszerek

Agyi fehérje osszetétel vizsgalata

Kisérleti Allatok

A CDI1 KO egértorzs kialakitasat és fenntartasat Hashimoto és mtsai. kdzleményei
(2001, 2009) alapjan végezték a PTE AOK Anatomia Intézetében. Tiz generaciora
visszamendleg kereszteztétk a CD1 KO egér populacidokat. Az agyi fehérjeprofil
meghatarozasahoz vad tipusi (PACAP+/+, n=5) és homozigota KO (PACAP-/-, n=5)
egeret hasznaltunk fel. Ad libitum téplalkozhattak, 12 6ranként valtakozd nappali és
éjszakai koriilményeket bitositottunk szamukra. Minden, az allatokat érint6 eljaras
elfogadott protokollok alapjan az etikai irdnyelveknek megfelelden zajlott (etikai
engedély szama: Pécsi Tudomanyegyetem BA02/2000-15024/2011).

Minta-eldkészités

A vad tipusu és a PACAP KO allatok agyat isoflurdn anesztézidban tavolitottuk
el. Az agymintakbol a kovetkezd 5 régiot preparaltuk ki: frontalis kortikalis régio,
temporalis lebeny—dienkefalon komplex, mezenkefalon, hid-nyaltveld komplex,
valamint kisagy. 50 mg preparalt agyrégiohoz 200 pl lizis puffert adtunk (2 mM EDTA,
10 mM EGTA, 20 mM HEPES, pH 7,5). Az agymintakat szdveti homogenizatorral
homogenizaltuk, majd 6x10 masodperces sejtfeltarast végeztiink nagy energidju
ultrahangos  feltaroval  (UIS250V-Hielsher  Ultrasound Technology, Teltow,
Németorszag). A 10 masodperces ciklusok kozott jeges hiitést alkalmaztunk. A feltart
mintakat 10 000 g-n 10 percig centrifugaltuk. A tiszta feliiliszokat 1j csObe pipettaztuk
at, majd 100 pl -30°C-os kloroformot adtunk a mintakhoz. A kloroformot a fehérjék
kicsapashoz, ill. a nagy mennyiségben jelenlévo lipidek eltavolitasara alkalmaztuk. A
lipidek eltavolitasa sziikséges volt a majdani tomegspektrometrids ionizalas javitasara.
A kloroformos kétfazisti rendszert néhany masodpercig nagy sebességgel kevertettiik
egy emulzios rendszer eléréséig, hogy megfeleld érintkezési hatarfeliilet alakuljon ki a
kell6 minéségii fehérjekicsapas eléréséhez (Wang és mtsai. 2012, Zhang és Lee 2012). 3
percig folytattuk a fehérje kicsapast kis energiaju ultrahangos fiirdén, ami biztositotta az
emulzids rendszer fennallasat. A vizes és a szerves fazist 4 000 g-n 5 percig torténd
centrifugaldssal szeparaltuk. A két fazis hatarfeliiletén talalhatoak a kicsapott fehérjék.
A teljes minta-elokészitési folyamat alatt LoRetention pipetta hegyet és LoBind

Eppendorf csoveket (Eppendorf, Wien, Ausztria) hasznaltunk, hogy elkeriiljik a
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fehérjeveszteséget. Mindkét fazist eltavolitottuk, majd a kloroform maradvanyokat
Speed Vac koncentrator (Concentrator Plus, Eppendorf) segitségével eltavolitottuk. A
fehérjekicsapas eredményességét a vizes és szerves fazisok tomegspektrometris
vizsgalataval ellenériztiik (Autoflex Speed - Bruker Daltonik, Brema, Németorszag).
Fehérje maradvanyokat probaltunk detektalni linearis moda méréssel, mustarsav matrix
alkalmazasaval. 1 pl mintahoz 1 pl matrix oldatot (10 mg/ml SA, acetonitril/0,1 %
TFA, 1/2 v/v%) adtunk. Amennyiben az ellendrzé vizsgalat sordn nem taldltunk
oldatban 1évo fehérjéket, a kloroform mentes fehérjéket - 80°C-on taroltuk a tovabbi

feldolgozasig.

Agilent automata gél rendszer

Az Agilent 2200 TapeStation rendszerhez (Agilent Technologies, Kromat KFT,
Budapest, Magyarorszag) tartozo mintafeldolgozasi protokollt kovetve P200-as
pufferoldatokat készitettiink a minta-elokészitéshez. 2-2 ul P200-as festé és jel6ld
oldathoz 2-2 ul mintat vagy molstly standardot adtunk, majd 7 percig 75 °C tartottuk az
oldatokat. A keverékeket P200-as redukalé oldattal 5 percig 75°C-ra torténd
melegitésével denaturaltuk. majd 2 pul P200 nem redukélo oldatot adtunk az Gsszes
mintahoz és molsuly standardhoz. Az oldatokat kevertettiik, centrifugaltuk, majd a tiszta
feliiluszokat a 2200 TapeStation rendszerbe vittiik at. A vezérlést és a szemikvantitativ

kiértékelést a 2200 TapeStation rendszerhez tartozé szoftverrel végeztik el.

Egydimenzios SDS-gélelektroforézis fehérje elvalasztas

A gélelektroforézishez hasznalt reagensek és oldatok a BIO-RAD (Budapest,
Magyarorszag) cégtdl szarmaztak. Az agymintdkat 1 M Tris/HCI pufferben
homogenizaltuk, (pH: 8), ami 0,5 mM EDTA-t, 0,7 mM beta-merkaptoetanolt és 10 %
SDS-t is tartalmazott. Homogenizalas utan a mintakat 5 percig foztiik, majd 8 000 g-n
10 percig centrifugaltuk. 12 %-0s Poliakrilamid gélben Laemmli modszere szerint SDS
jelenlétében gélelektroforézist (PAGE) végeztink. Molekulasily standardként
ProSieveTM QadColorTM fehérjemarkert alkalmaztunk 4,6-300 kDa kozotti
tartomanyban. A gélek festéséhez R-250 Coomassie Brilliant Blue oldatot hasznaltunk,
amely 5 % (v/v) ecetsavat és 16,5 % (v/v) metanolt tartalmazott. A géleket Quantity
One, BIO-RAD szoftverrel értékeltiik ki. Az érdekes fehérjesavokat sSzikepengével
kimetszettiik a gélb6l, majd haromszor tiz percig mostuk 200 pL 50 mM
ammoniumbikarbonatot (pH: 8,3) tartalmazdé 50 % (v/v) acetonitril oldattal. A
fehérjéket 50 uL 10 mM DDT-vel (50 mM ammoniumbikarbonat pufferben) 1 6ran
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keresztiil 55 °C-on redukaltuk, majd ezt kovetden 50 ul 55 mM jodacetamid oldattal (50
mM ammoéniumbikarbonat pufferben) alkilaltuk. A géldarabokat Speed Vac
koncentratorral szobahdmérsékleten megszaritottuk, majd a fehérjéket moddositott
tripszinnel (Promega, Madison, WI, USA) 37 °C-on egy éjszakan at tarté inkubalassal
megemésztettilk (tripszin koncentracio: 5 ng/ul 50 mM-os ammoniumbikarbonat
oldatban, pH=8,3). A keletkezett triptikus peptideket 50 pl vizes acetonitriles
hangyasavas oldattal (44/50/6 v/iviv%) elualtuk, majd liofilizaltuk az oldatokat ¢és a
tovabbi feldolgozasig -80°C-on tartottuk a mintakat.

Kétdimenzios SDS gélelektroforézis fehérje elvalasztas

Az agymintakat 8 M urea, 50 mM DTT, 4% CHAPS, 0,2% amfolit és 0,0002%
bromfenol kék feltaré pufferben homogenizaltuk, amely oldatot az IPG csik
rehidralasdhoz is hasznaltuk. A mintdkat kevertettiik, majd 10 percig 10 000 g-n
centrifugaltuk, hogy elkiilonitsiik a szovettormeléket. Rehidratalt IPG csikon (7 cm,
linearis gradiensti pH 4-7 kozott) elvégeztiik a feliiluszok izoelektromos fokuszalasat,
PROTEAN IEF rendszer (BIO-RAD) hasznalataval. A kovetkezd beallitasokat
hasznaltuk: 250 V 20 percig, 4 000 V 2 6ran keresztiil és 2,5 o6ra alatt 4 000 V-rol
10000 V-ra emeltiik a fesziiltség értéket. Az atfolyd dram 50 pA/csik volt. Az
izoelektromos fokuszalas utan a gél csikokat -80°C-n taroltuk. A masodik dimenzidhoz
a gél csikokat 10 percig ekvilibralé pufferben (6 M urea, 2 % SDS, 0,05 M Tris/HCI pH
8.8, 20 % glicerin nagy tisztasagu desztillalt vizben), inkubaltuk, amely 2 % DTT-t
tartalmazott. A kovetkezé inkubacid azonos Osszetételli pufferben tortént 10 percig,
amely 2,5 % jodacetamidot tartalmazott. A gél-csikokat SDS futtat6 pufferrel mostuk és
Laemmli modszere szerint 12 %-0s poliakrilamid gélben futtattuk. A géleket
PharosFXTM (BIO-RAD) kép szkenner segitségével rogzitettik és PDQuestTM 2-D
analizis szoftverrel elemeztiik. Minden futtatast haromszor végeztiink el. A gélek
festését és az érdekes fehérjék kivagasat, emésztését a bemutatott egy dimenzids fehérje

elvalasztas protokolljai szerint végeztik.

MALDI TOF/TOF tomegspektrométer alapu fehérjeazonositdas

Az SDS PAGE futtatdsok soran kapott triptikus peptid mintdkat a
tomegspektrometrias vizsgalat eldtt 0,1% TFA oldatban oldottuk vissza. A visszaoldott,
emésztett fehérjemintakbol 1pl-t Protein  Anchor chip targylemezre (MTP
AnchorChip™ 384 T F, Bruker Daltonik, Brema, Németorszag) cseppentettiink, majd 1
ul higitott CHCA (0,7mg/ml) matrix oldatot rétegeztiink a mintdkra. A matrix oldatot a
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vizsgalat el6tt mindig frissen készitettiik, acetonitril/0,1% TFA (33/67 v/v%) oldoszer
alkalmazasaval. A fehérjékbdl szarmazo triptikus peptidek azonositasara Autoflex
Speed (Bruker Daltonics, Brema, Németorszag) tomegspektrométert alkalmaztunk:
reflektron modban PMF-t végeztiink, valamint LID, illetve CID fragmentéciot
hajtottunk végre. A miiszer iranyitasat FlexControl 3.4 szoftverrel végeztiik, a gyorsito
fesziiltség 20 kV volt. A késziilék MALDI ionforrassal ellatott tomegspektrométer,
amelyben az ionizaciohoz sziikséges energiat egy 1 kHz-es szilard fazist Smart beam 11
Nd:YAG UV lézer (Lasertechnik Berlin GmbH, Berlin, Németorszag) biztositotta.
Kiilsé kalibracioként minden esetben a Bruker cég altal gyartott peptid kalibralo
standardot (#206195 Peptide Calibration Standard, Bruker Daltonik, Bréma,
Németorszag) hasznaltuk, belsé utdlagos rekalibralasra minden esetben triptikus
autolizis csticsokat valasztottunk. Mérési tartomdnyunk 500 és 5 000 m/z kozott volt,
minden spektrumot 7 500 db 1ézerlovésbdl vettiink fel. A fehérjéket PMF modszerrel,
az egyszeres pozitiv toltésti ionok Swiss-Prot és NCBI adatbazisokban (utols¢ frissités:
2013. jOnius. 17) torténd keresésével végeztik. A kereséseket MASCOT
(www.matrixscience.com, Matrix Science Ltd., London, Anglia) és Bruker Protein
Scape (Bruker Daltonik, Bréma, Németorszag) szerverek segitségével végeztik. A
kereséseknél maximum 2 triptikus emésztési hiba figyelembevételét, a monoizotopos
tomeg meghatdrozasandl 150 ppm tomegeltérést engedélyeztiik. Két lehetséges
modositast vettiink figyelembe: ciszteinen bekovetkezett fix karbamidometilaciot,
valamint lehetséges oxidaciot a metioninen. A PMF alapjan beazonositott lehetséges
fehérjéket LID és CID fragmentacioval igazoltuk. A felhasznalt azonositott triptikus
peptidek koziil fehérjénként minden esetben minimum hdromnak azonositottuk a

szekvenciajat. Ezzel igazoltuk a fehérje tényleges jelenlétét.

Lokalis agyi fehérje eloszlas vizsgalata IMS felhasznalasaval

Mintak

Ezen vizsgalatokhoz is az ,,Agyi fehérjedsszetétel vizsgalata” ciml fejezetben
bemutatott vad tipusa (PACAP+/+, n=3) és homozigota KO (PACAP-/-, n=3) egér
populaciokat hasznaltuk fel. Az allatokat fiziologias sooldattal perfundaltuk, hogy a
vérmaradvanyok ne zavarjak a tomegspektrometrias analizist. A metszés soran parallel

metszeteket készitettiink a vad tipusti és a PACAP-hianyos allatokbol, Nissl festéssel
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ellendriztiik a megfeleld agyi sik elérését. A kéreg, hippokampus és hipotalamusz
metszetbdl vettiik fel mintdinkat és ezt a metszetet hasznaltuk a lokalis fehérje-

valtozasok megallapitasahoz.

Metszetek készitése

Mint minden szoveti vizsgalati eljarasnal, a MALDI IMS vizsgalathoz is a
vizsgalni kivant szovetekbdl metszetet készitettiink. Ehhez a gyorsfagyasztott szovetet
beagyazdszerbe tettiikk ¢és megfagyasztottuk. Beagyazdszer kivalasztisa esetén
figyelembe kellett venniink, hogy ionizacié soran a beagyazoszer részleges ionizacioja
is végbemegy, ami befolyasolhatja a minta-molekulak ionizaciojat, valamint reakcioba
léphetnek mintamolekulainkkal. Kézenfekvé lett volna formalin-fixalt, paraffinba
agyazott (FFPE) szoveteket metszeni, am a fixdlds soran kialakuld fehérje-
keresztkotések miatt ezen mintdk nem analizalhatok, valamint a paraffin szennyezés a
paraffin jO ionizalhatosdga miatt gatolhatja a mintamolekuldk vizsgalhatosagat.
Léteznek olyan protokollok, melyek soran a paraffint xilollal és etanollal tavolitjak el,
azonban az emlitett fehérjemodositasok miatt, e protokollok hasznalata sem lehetséges
(Chughtai és mtsai. 2010). Az emlitett okok miatt tobbnyire karboximetil-celluloz-
natrium (CMC-Na), ill. zselatin beagyazoszert alkalmaztunk, mert ezek kompatibilisek
a vizsgalati modszerrel. A fagyasztott szovetet karboximetil-celluloz-natrium (CMC-
Na) beagyaszoszert tartalmazd mianyag bedgyazocsonakba tettiik, 30 percig
inkubaltuk, hogy a beagyazoszer megfelelden atjarja szovetmintankat, majd egy szovet
fagyaszt6 mediummal (TissueTeck) a fém tokéhez fixaltuk. Metszeteinket Leica
CM1850 kriosztattal -35 “C-on készitettiik, igy a beagyazott szovettdomb par perc alatt
hozzafagyott a tokéhez és lehetové valt a minta metszése. 12 mikrométer vastag
metszeteket készitettiink, melyeket ,,ITO coated” (Indium-titan-oxid) targylemezekre,
valamint a megfelel6 agyi sik ellenérzéséhez hagyomanyos targylemezre metszettiik,
amellyel mikroszkopos ellendrzést végeztiink. ITO éltal bevont lemezek hasznalatara
azért volt sziikség, mert a MALDI ionizaciohoz potencialkiilonbséget kell kialakitani a
mintatartd talca €s az analizdtor kozott. Mérésiinkhdz ezt a potencialkiilonbséget
garantalnunk kellett, ugyanis a mintatarto talcara kapcsolt ionizalé nagyfesziiltséget az

ITO bevonat kozvetitette a matrix- és a mintamolekulakhoz.
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Matrix-felvitel

Fehérje IMS mérés esetén metszés utani elsé feladatunk az agymintdkban jelen
1évo és az ionizaciot negativan befolyasold nagymennyiségii lipidek eltavolitasa. Ezt
etanol mosassal oldottuk meg. Az ITO lemezre felvett metszetet haromszor 30
masodpercig aztattuk, majd vdkumban gondosan megszaritottunk. Kovetkezd 1épés a
metszetek matrixszal torténé befedése, ami a molekularis deszorpciot és ionizaciot
segiti el6. A hagyomanyos MALDI technikdnal, amennyiben nagyméretii molekulak,
példaul fehérjék molekulatomegét szeretnénk meghatarozni altalaban mustarsav (SA)
matrixot hasznalunk. Ez a matrix IMS mérésre is hasznalhaté, azonban a CHCA
matrixszal jobb eredményeket kaptunk, ezért a tovabbiakban is ezt a matrixot
alkalmaztuk. A jobb ionizdci6 valdszinlileg az optimalis kristdlyméretre vezethetd
vissza. A matrix felvitelére egy, az intézetlinkben fejlesztett automatizalt matrixfelvivo
berendezést hasznaltunk. A miiszer eldszor 1-3 masodpercen at aprd cseppeket terit el a
vizsgalni kivant metszetet tartalmazd hengerben, amit 20-30 masodperces inkubacio
kovet, amikor mar nem érkezik tobb matrix a rendszerbe: a szévetmetszetet tartalmazo
targylemez a matrixot tartalmazo6 telitett géztérben all. Ezutdn kovetkezik a ,,szaritas”,
amikor a ,,matrixgézt” tartalmaz6 hengert 40-50 masodpercen at 99,9%-0s N, géazzal
aramoltatjuk at. E harom egységbdl allo ciklust altalaban 50-90-szer kell megismételni
egy szovetmetszet matrixszal torténd tokéletes bevonasara. Ehhez altalaban 3 ml matrix
oldatra van sziikség. A matrix oldat sszetétele a kovetkezé volt: 10 mg/ml CHCA, 60

vIv% Acetonitril, 39,9 v/v% nagytisztasagt desztillalt viz és 0,1 v/v% trifluorecetsav.

Tomegspektrometrids mérés és adatkiértékelés

A mintakat a matrixszal vald lefijas utdn azonnal a tomegspektrométerbe
mérések elkezdéséig. A mérést Bruker Daltonics Autoflex Speed (Bruker Daltonik,
Bréma, Németorszag) tomegspektrométerrel végeztilk. Az ionizacidhoz szilardfazisu
UV lézert (Smartbeam Laser, Bruker Daltonics) hasznal a késziilék, melynek
frekvenciaja 1000 Hz, hullamhossza 353 nm, késleltetési ideje 200 ns, az alkalmazott
gyorsito fesziiltség pedig 4 kV volt. Méréseinket pozitiv modu ionizacioval végeztiik,
5000-25000 Da mérési tartomanyban. A miiszer iranyitasat Bruker Flex Control 3.4
szoftverrel végeztilk, mig az adatok kiértékeléséhez és a mérési teriilet kijeloléséhez
Bruker Flex Imaging 3.0 szoftvert hasznaltunk. Osszetett, tdbb anatomiai régiot

tartalmazé mintdkat vizsgalhatunk gy is, hogy a lemért nyersadatokon kijeloljiik jol
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elkiilonithetd anatomiai régiokat, ugy nevezett ROI (Return On Investment) mezdket, és
céliranyosan csak e régiokbol szarmazd tomegspektrumokat vetjiik dssze egymassal. A
ClinPro Tools 3.1 és a Flex Imaging szoftverek kozott folyamatos kommunikécio
1étesithetd és részrégiok dsszehasonlitdsa mindségi €s részben mennyiségi kiilonbségek
keresése is megoldhato. Ha elvégeztiik az 0sszehasonlitdsokat, a szoftver segitségével
kiilonboz6 statisztikai kiértékelést is végezhetiink, ezzel ellendrizhetjiik a kiilonbségnek

vélt adatok megbizhatosagat.

Megerdsito fehérje azonositds

Az ,Agyi fehérje Osszetétel vizsgalata” cimili részben bemutatott minta-
elokészitési €s egydimenzios SDS PAGE protokoll szerint gélelektroforézist végeztiink.
Az alacsony molekulaméret tartomanyban a 25 és 12 kDa kozotti gél csikot kivagtuk és
feldarabolas utan tripszinnel megemésztettiink. A liofilezett triptikus peptid-keveréket
25 ul 0,1% hangyasavat tartalmazé nagy tisztasagi vizben oldottuk vissza, vortexeléssel
(2 percig) és ultrahangozédssal (30 maésodpercig) biztositottuk a peptidek teljes
beoldo6dasat. A mintdkat nanoLC-MS mddszerrel analizaltuk: nanoACQUITY UPLC
(Waters Corporation, Milford, MA, USA) kromatografids késziiléket kapcsoltunk nagy
érzékenységli  CaptiveSpray nanoESI ionforrassal (Bruker Daltonics, Bréma,
Németorszag) felszerelt Maxis 4G UHR-Q-TOF tomegspektrométerhez (Bruker
Daltonics, Bréma, Németorszag). A mintakbol 1 pl mintat injektaltunk az 1,7 pm
szemcseatmérdjii BEH130 C18 analitikai oszlopra (100 um x 100 mm). A mobil fazis
aramlasi sebessége 300 nl/perc volt. Gradiens eliciot alkalmaztunk: vizes fazisként (A)
0,1% hangyasav tartalmt nagytisztasagu vizet, szerves fazisként (B) 0,1% hangyasav
tartalmu acetonitrilt alkalmaztunk. B eluensre nézve a kezdd keverési arany 5 v/v%
volt, amely 20 v/v%-ra emelkedett 1 perc alatt. A kovetkez6 50 perc alatt 95 v/v% B-re
emelkedett a mobilfazis Osszetétele. Az elvalasztast kovetéen 10 percig 95 v/v% B
eluenssel mostuk az analitikai oszlopot, majd 1 perc alatt a kezdé 5 v/v%-ra
oszlop egyensulyi allapotba hozataldhoz. Az egyensulyi allapot elérése utan a
kovetkezé mintat analizaltuk, igy egy minta teljes kromatografids elvalasztasa 75 percig
tartott. A mérés alatt az analitikai oszlopot végig 35 °C-on tartottuk, a mintékat pedig 4
°C-ra temperaltuk. A Maxis 4G UHR-Q-TOF késziiléken a CaptiveSpray nano
ionforrast a kovetkezd beallitasokkal alkalmaztuk: 1300 V kapillaris fesziiltség, szaritd

¢s szallitd gdz aramlasi sebessége 3 L/perc. Az ionforrds hémérsékletét 150 °C-ra
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allitottuk be. A triptikus peptideket pozitiv ion mdédban DDA fragmentalasi mod
hasznalataval szekvenaltuk. A peptideket 200-2200 Da kozotti tartomanyban
detektaltuk. A fragmentéacid sordn a prekurzor ion szelekcio peremfeltételeként 3 %-0s
relativ intenzitast €s 25 000 abszolut intenzitast allitottunk be. Minden id6pillanatban a
amely sordn egy molekulasulyu ionb6l maximalisan 5 MS/MS spektrumot rogzitettiink
¢s maximalisan egy percig detektaltuk. A késziilékek iranyitasat Hystar (3.2 verzid) és
TrapControl (7.1 verzid) szoftvereket hasznaltunk. A mérések kiértékelését
DataAnalysis (4.1 verzid) szoftverrel végeztikk, a fehérjeazonositashoz sziikséges
kereséseket MASCOT (www.matrixscience.com, Matrix Science Ltd., London, Anglia)
¢és Bruker Protein Scape (Bruker Daltonik, Bréma, Németorszag) szerverek segitségével

a korabban leirt moédon végeztiik.

Parkinson modell

Kisérleti Allatok

Gerinctelen modell-csiga (Lymnaea stagnalis)
A modellhez felhaszndlt csigdkat az MTA OK Balatoni Limnologiai Intézetben

tenyésztették. Az allatokat szirt Balaton-vizzel (18-20 °C) toltott nagy
tarolotartalyokban tartottuk csoportonként. A kisérletekhez 3-4 honaposnal nem
idésebb, fiatalnak szamitd csigakat hasznaltunk. A csigakat 12 o6rds vilagos-sotét
ciklusos megvilagitas alatt tartottuk és salataval, valamint ndvényi alapu hal (TETRA
Werke) eledellel taplaltuk. Ezeket az élelmiszereket a kisérletek kezdete el6tt 2 nappal
megvontuk. A Kisérleti allatok kiilon tartalyokban (1 L / 10 példany) keriiltek vizsgalati
csoportonként. Az allatok felhasznalasat és minden eljarast az etikai iranymutatasoknak

megfelelden végeztiik (VE-1-001 / 01890-10 / 2013).

A csigak rotenon kezeléséhez a Vehovszky és mtsai. (2007) tanulmanyaban leirt
kisérleti eljaras modositott valtozatat alkalmaztuk. A csigakat négy csoportra osztottuk,
mindegyik csoport 10-10 allatot tartalmazott. Az els6é csoportban 1évé csigakat sziirt
Balaton vizben tartottuk és nem injektaltuk semmivel (kontroll csoport). A masodik
csoportban olyan csigak voltak, amelyeket 10 ng PACAP38-val injektaltunk és szirt
Balaton vizben tartottunk (PACAP-csoport). A harmadik csoportban 1évé csigakat 10 pl
fiziologias s6 oldattal injektaltunk és 0,5 uM rotenont tartalmazo tartalyban tartottuk
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(rotenon csoport). A rotenont DMSO-ban oldottuk fel és adtuk hozza a tartalyokhoz. A
negyedik csoportban a csigakat 10 ug PACAP38-val injektaltunk és 0,5 uM rotenont
tartalmazé tartalyban tartottuk (rotenon+PACAP csoport). A kezeléseket naponta
megismételtiik minden csoportnal, mind a rotenon tartalmti, mind a Balaton vizet
naponta cseréltiik. Az egész kisérleti eljarast négyszer megismételtiik. A monoamin
vizsgalatokhoz csoportonként 32-32 allatot hasznaltunk, amelyek 5 napos kezelést
kaptak (kontroll, rotenon és rotenon+PACAP csoport). A PACAP csoportot ezekhez a
vizsgalatokhoz nem hasznaltuk fel, hiszen ez csak a t0lélés vizsgalathoz szolgalt
kontroll csoportként, hogy biztosak legyiink abban, hogy a PACAP 6nmagaban nem

okoz elhullast a kezelt csoportokban.

Gerinces modell-patkdny
A Parkinson-kor modellezéséhez 200-300 gramm sulyG 3 honapos him Wistar

patkanyokat hasznaltunk. Az allatok (n=24) bal substantia nigrajat 0,2% aszkorbinsav
Schwarting és mtsai 1991, 1996a;b). A sztercotaxias miitét ideje alatt az altatashoz
intraperitonealisan beadott pentobarbitalt hasznaltunk (35mg/ttkg). A toxin beadasanak
pontos helyét Paxinos és Watson sztereotaxids atlasza segitségével hataroztuk meg
(Paxinos és Watson 1982). A koponyan 1 mm atmérdjii lyukat furtunk a bregma ponttol
3 mm-re kaudalisan és 2 mm-re balra, majd a kemény agyhartyatol 8,5 mm-re az
agyalap felé vezetve a Hamilton fecskenddtijének hegyével a 6-OHDA-t a bal
substantia nigraba fecskendeztiik. A sztereotaxids miitétek sordn az anyagok bejuttatisa
5 percen at tartott a hirtelen volumenvaltozas karos hatasainak elkeriilése érdekében,

majd a tiit tovabbi 5 percig a beadas helyén tartottuk.

A PACAP kezelés soran a patkanyok (n=7) 0,01pg PACAP-38-at kaptak a 6-
OHDA-0s roncsolas eldtt (Reglodi és mtsai. 2004). A PACAP-ot 2ul fiziologias
sooldatban oldottuk fel, és Hamilton fecskendd segitségével juttattuk be a subtantia
nigraba, a léziéval megegyez6 fent megadott koordinatakat alkalmazva. A kontrollként
hasznalt allatok (n=4) 2 ul fiziologias sooldatot kaptak, az ugyanolyan feltételek és

behatasok modellezése érdekében.
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Minta-eldkészités

A csiga mintak esetében a teljes idegrendszer keriilt prepardlasra, mig a patkany
mintak esetében a substantia nigrat tavolitottuk el. Lemértiik a preparalt régiok
tomegeit, majd dopamin ¢és szerotonin extrakciot hajtottunk végre 0,01 m/v% DTT-t
tartalmazo 0,1% hangyasavas acetonitril oldatban. A kovetkezd minta-extrakcios elegy
aranyt alkalmaztuk az 6sSzes minta esetében: 50 mg agyszdvethez 200 ul extrakcids
elegyet adtunk. A szdvetet homogenizaltuk, majd 6x10 masodpercig nagy energidju
ultrahangos feltarast végeztiink az UIS250V (Hielsher Ultrasound Technology, Teltow,
Németorszag) késziilékkel. A szoveti degradacio csokkentése céljabol a 10 méasodperces
ciklusok kozott jégen tartottuk a homogenizatumokat. A mintakat vortexeltiik (V-1 plus,
Biosan Medical-Biological Research &Technologies, Warren, USA), majd 10 000 g-n 5
percig centrifugaltuk (Heraeus Biofuge Pico, Thermo Fisher Scientific, Hudson, New
Hampshire, USA). Az lilepités utan a tiszta feliiluszokat (j mikrocentrifugacsébe vittiik
at. Speed Vac koncentrator segitségével a teljes oldoészer mennyiséget eltavolitottuk,
majd 50 pul 0,1% hangyasavat tartalmazo6 desztillalt vizben oldottuk a beparolt mintakat.
A visszaoldott extraktumot autosampler mintatartd tivegekbe vittiikk at és HPLC-MS

analizist hajtottunk végre.

Monoamin-szint meghatdrozds LC-MS technikdval

A HPLC-MS analizist egy kvaterner pumpaval, gazmentesitd egységgel, UV
detektorral és oszlop termosztattal felszerelt komplex Ultimate 3000 (Dionex, Sunyvale,
USA) mikro HPLC rendszerhez kapcsolt orbitrap analizdtoros Q Exactive
tomegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific, Hudson, New Hampshire, USA)
végeztik. A HPLC-s elvalasztashoz egy Kinetex PFP (100 mm x 2,1 mm i.d.
szemcseméret 2,6 um) oszlopot (Phenomenex, Torrance, USA) hasznaltunk. Aramlasi
sebesség 150 pl/min, az injektalasi térfogat 5 pl volt, mintdinkat az automata
mintaadagoloban 4 °C-on tartottuk, az analitikai oszlopot 40 °C-ra temperaltuk. A
tomegspektrométer iranyitasat, az adatgyljtést €s az eredmények kiértékelését Xcalibur
2.2 SP1.48 ¢és Tune 2.1 szoftverekkel (Thermo Fisher Scientific, Hudson, New
Hampshire, USA) végeztiik. A kromatografids elvalasztds soran gradiens ellciot
végeztilk két eluenses rendszerben (A: nagy tisztasagu viz-0,1 % hangyasav, B:
acetonitrile-0,1 % hangyasav). Az cluensek keverési aranya az elvalasztas kezdetén 10
% B volt, majd ezt emeltiik 4 perc alatt 60 % B-ig. Ezutan a mozgoéfazis sszetételét 4

percen keresztiil 60 % B-n tartottuk, majd oszlop az ekvilibralas céljabol 0,2 perc alatt
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10 % B-re csokkentettiik a mozgofazis Osszetételét és igy tartottuk 6,8 percig. A Q
Exactive tomegspektrométert HESI ionforassal szerelve hasznaltuk. Az ionizaciot
pozitiv modban, 3 kV-os spray fesziiltséget alkalmazva végeztiik el. A mérés soran a
kovetkezO ionforras-beallitasokat hasznaltunk: szaritdgaz (N;) aramlasi sebessége 10
L/perc, szallitogazé 2 L/perc, véddgazé 2 L/perc, kapillaris hdmérséklet 320 °C, s
lencsék radidfrekvencids beallitdsa 20 % volt. A tomegspektrométert 70 000-es
minimum felbontassal hasznaltuk. MS mérés sordn mérési tartomanynak 100-200 Da
kozotti tartomanyt valasztottunk, a kelld érzékenység eléréséhez SIM moddi mérést
alkalmaztunk, mig a szerkezet igazolashoz fragmentalasi mérési modszert (MS/MS
mod) hasznaltunk. A mennyiségi meghhatarozashoz és a szerkezet igazoldshoz a
kovetkezd tranzicios atmeneteket hasznaltunk: 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 fragmentélas
sordn izolacios ablakként 2 Da-s eltérést allitottunk be, fragmentalasi energianak 25

NCE-t.

Statisztikai elemzés
A statisztikai elemzésekhez IBM SPSS Statistics- 20. verzio (IBM, Armonk, NY,

USA) szoftvert hasznaltunk. Analizaltuk, hogy van-e kiilonbség a dopamin és a
szerotonin szintekben a csoportok kdzott (gerinctelen esetén: kontroll, rotenon kezelt és
rotenon kezelt-PACAP injektalt csoport; gerinces esetén: kontroll, 6-OHDA injektalt
and 6-OHDA-PACAP injektalt csoport). Az adatsorok normal eloszlasat Kolmogorov-
Smirnov teszttel, a csoportok szorasanak egyenloséget pedig Levene teszttel vizsgaltuk.
Egy-utas ANOVA teszttel és Scheffe és Tukey vagy Tamhane post hoc teszttel
vizsgaltuk a csoportok atlaganak eltérését. Az eltéréseket akkor tekintettiik

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

Western blot

A vizsgélatokat parhuzamosan csiga és patkdny mintdkon is elvégeztik. A
Western blot elsd 1épéseként egydimenzios gélelektroforézist hajtottunk végre, az ,,Agyi
fehérjedsszetétel vizsgalata” cimill fejezetben bemutatott médon. Masodik Iépésként a
transzfert végeztiikk el, melynek soran gélre egy nitrocelluloz membrant helyeztiink.
Elektromos 4ram hatdsara a fehérjék a gélbdl a membran felszinére vandoroltak és ott
megtapadtak. A membranra transzportalt fehérjéket Ponceau-festékkel tettiik lathatova.
A membranon 1év6 szabad kotohelyeket blokkoltuk a membran szérum albumin (BSA),

nem zsiros, szaraz tejpor és detergensek (Tween 20) oldatiba helyezésével. A
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blokkolashoz sziikséges id6 2 ora volt szobahémérsékleten, allando razatas kozben. A
fehérjék megjelolését a membranon egy kétlépéses technologia tette lehetévé. A
kétlépéses jelolést a kovetkezd moddon hajtottuk végre: a blokkolas utan a membrant
TBS-ben mostuk. Ezutan friss blokkol6 oldatban ratettiik a vizsgaland6 fehérje elleni
antitesteket (nem jelolt primer antitest). Esetiinkben harom antitestet alkalmaztunk
(Sigma Aldrich Hungary Kft) anti-MAO B antitest (1,0 pg/ml) 1:1000 higitasban, anti-
COMT antitest (50 pg/ml) 1:100 higitasban és a moédszerellendrzésre szolgald anti-
Aktin antitest (10 ug/ml) 1:1000 higitasban. A higité oldat dsszetétele 0,5 g BSA, 10 ml
TBS és 10ul Tween 20 volt. A specifikus kétédés kialakulasahoz a membrant 4 °C-on
egy ¢jszakan keresztiil inkubaltuk az oldatban. Miutan atoblitettiik a membrant a
masodlagos antitesttel is inkubaltuk azt. Az elsédleges antitesttel kezelt membrant 0,6 g
tejpor, 30 ml TBS ¢és 10 pl masodlagos antitest oldataval 2 Oran keresztiil
szobahdmérsékleten, ovatos razatas kozben inkubaltuk. Ismételt alapos mosas utan a
specifikusan kotott antitestek maradtak a hordozo feliiletén. A detektalds soran
peroxidaz enzimet hasznaltunk és kemilumineszcencia segitségével hivtuk el6 a blot
képét (Siimegi 1997). A csiga mintak esetén anti-aktin, anti-COMT és anti-MAO-B
antitestekkel dolgoztunk, MAO-B enzimet nem tudtunk detektalni, ezért a tovabbiakban
a COMT enzimre fokuszaltunk. Az eredmények kiértékeléséhez Fiji Image J szoftvert
hasznaltunk. A denzitometrids mérés utdn histogrammon abrazoltuk az immunpozitiv
fehérje savok intenzitasat és leolvasasi pixelenként 0sszegeztiik intenzitasukat, ezekez

az adatokat abrazoltuk oszlopdiagrammon.

Proteomikai elemzés - nanoLC-MS

Az ,Agyl fehérje Osszetétel vizsgalata” cimili részben bemutatott minta-
eldkeszités €s egydimenzios SDS-PAGE protokoll szerint végeztiink a gélfuttatasokat.
A nanoLC-MS vizsgalatot a ,Lokalis agyi fehérje eloszlas vizsgalata IMS
felhasznalasaval - Megerdsitd fehérje azonositas” cimii részben leirt modon vizsgaltuk,
a Maxis 4G UHR-Q-TOF kesziilék helyett Amazon SL ioncsapda késziiléket

alkalmazva.

wozendvics” ELISA
A 96-lyukt mikro térfogati mintatartotalcat (PARK7/DJ-1 DuoSet ELISA Kit-

crer

oldva) inkubdltuk szobahOmeérsékleten egy ¢€jszakdn keresztiil. Az inkubacidé utan a

mintatartotalcat haromszor mostuk mos6 puferrel (0,05% Tween 20 PBS-ben oldva, pH
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7,2-7,4). A szabad kotohelyeket 300 pl/lyuk higité oldattal (1% BSA PBS-ben, pH 7,2-
7,4) blokkoltuk ¢és egy oran keresztiil inkubéltuk szobahémérsékleten. A mosasi fazis
utdn a minttartdtalcan PARK7/DJ-1 standard higitési sort (vak, 0,313; 0,625; 1,25; 2,50;
5,00 ng/ml) helyeztiink el 100 pl/lyuk térfogatban. A patkany és csiga mintakat higitd
oldattal homogenizaltuk (200 ul/5 mg minta), majd 100 pl-t a lyukakba pipettaztunk. A
mintatartotalcat két orat inkubaltuk szobahémérsékleten. Ujbél elvégeztiik a mosasi
vittiink fel, amelyet két orat inkubaltuk szobahémérsékleten, majd ismét elvégeztiik a
mosasi protokollt. A HRP konjugécios oldatot 1:40-szeres higitdsban (higité oldatban)
vittiik fel 100 pl térfogattal és hisz percig inkubaltuk a mintatartotalcat, az inkubécio
soran keriiltik a direkt megvildgitast. A kotott HRP  konjugdtumot 3,3'.5,5'-
Tetrametilbenzidin (TMB) hasznalatra kész (Sigma Aldrich Hungary Kft, 100 pL/lyuk)
eléhivo oldattal husz percig sotétben inkubaltuk. A kialakult immunkomplexek kék
szint eredményeztek, az enzimatikus reakciot 100 pl/lyuk 2N H2SO4 oldattal allitottuk
le. Végiil az optikai denzitometrias vizsgalatokat mikroplate leolvasoval (PerkinElmer,
Victor3 1420 multilabel counter) analizaltuk 450 nm-n. Korrekcids hullamhosszként
550 nm-n végeztiink leolvasasat, hogy a mintatartotalca feliileti egyenldtlenségeibdl
szarmazo hibakat kikiiszoboljik. A vizsgalatokban minden esetben harom parhuzamos

kisérletet végeztiink.
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Eredmények

Agyi fehérje osszetétel vizsgalata

A kiilonboz6 agyrégiok (frontalis lebeny régio, temporalis lebeny—dienkefalon
komplex, mezenkefalon, hid-nyultveld komplex, valamint Kkisagy) proteomikai
profiljanak felallitasahoz kezdetben az Agilent 2200 TapeStation egy dimenzids
automata gél futtatd rendszert hasznaltuk. Ezen rendszer alkalmas egy gyors,
szemikvantitativ mérés elvégzésére, de korlatozott felbontdssal rendelkezik. Az
elvalasztott fehérjék gél csikja és a molsuly standard hasonl6 orientacidoban lathato (8.
abra), a gél csikok alatt a késziilék altal készitett elektroferogrammok lathatoak,
molekulastly szerinti novekvd eloszlasban, valamint az y tengelyen az intenzitast
abrazoltuk. Ezen eclektroferogrammok kiértékelésével tudtunk szemikvantitativ
kovetkeztetéseket levonni és kivalasztani az érdekes és jelentds kiillonbségeket mutato
agyrégiokat. A frontalis kéreg (A1 és A2 az 8. abran) és a hid-nyultvelé komplex (B1 és
B2 az 8. abran) agyi régiok nem mutattak jelentds fehérje dsszetételbeli kiillonbségeket a
vad tipust és a knockout egyedek kozott. Ellenben talaltunk két olyan agyrégiot,
amelyekben jelentés fehérje Osszetételbeli kiilonbséget sikeriilt detektalnunk a két
populacié 6sszehasonlitasa soran, ezek voltak a mezenkefalon (C1 és C2 a 8. abran) és a

temporalis lebeny-dienkefalon komplex (D1 és D2 a 8. abran).
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Vad tipusu Knockout
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8. dbra A vad tipusu (1) és a PACAP knockout (2) egér agy mintdk feherje terképe az
Agilent 2200 TapeStation rendszer haszndlatival, a kévetkezé agyi régiokbol: A —
kortex, B — hid-nyultveld komplex, C - mezenkefalon, D- tempordlis lebeny-dienkefalon
komplex. A z6ld és a barna szin jelzi az eredeti P200 molekulasuly markereket, a kék
foltok mutatjak a kiilonbozé fehérjéket. A halvanykék csuicsok reprezentaljik a

crer

Az elektroferogrammok alapjan detektalt fehérjék tablazatos Osszefoglaloja a 9. abran
lathat6 a két kivalasztott agyrégional (Al, Bl vad tipusu mintak, A2, B2 knockout
mintak). Az Al, A2 panelek a mezenkefalon fehérje Osszetételét hasonlitja Ossze, az
azonos molekulastllyal rendelkezd fehérjéket egy sorban abrazoltuk. A 9. abra A2
panelen lathato, hogy tobb esetben nem talaltunk detektalhaté mennyiségben fehérjéket,
ezeket kihtizassal jeloltik (ilyenek a 50,8; 55,5; 61,1; 80,0 és a 176,5 kDa). Ezzel
ellentétben talaltunk egy olyan fehérjét, amely megjelent a vad tipust mintdhoz képest
(12,9 kDa). Hasonloképpen a Bl és a B2 panelek a fehérje eloszlast mutatjak a
temporalis lebeny-dienkefalon komplex agyi régioban. A vad tipusi mintaval
ellentétben a knockout mintanal harom fehérjét nem tudtunk detektalni, ezek a 14,9;

35,8 és a 52,8 kDa molekulatomegii fehérjék voltak.
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% Integrated % Integrated
A1 Wavelength MW [kDa)] Area From [kDa] Height % of Total A2 Wavelength MW [kDa] Area From [kDa] Height % of Total

Area Area
‘Sample 97 14.044 88 B85.696 249 219 Sample 97 13.923 85 78.76 3.79 4.44
Sample 128 8817 1.6 53.699 24 281
Sample 153 177.356 128 564.34 44 35.28 Sample 15 76.433 13.2 275546 20.81 2437
Sample 20.8 17.222 18 84.092 3.05 343 Sample 208 21.736 17.9 98.184 5.92 6.93
Sample 235 17.029 219 100.655 3.02 3.39 Sample 235 16.382 224 93401 4.46 522
‘Sample 29 45.725 256 192.658 an 9.09 Sample 28 27.697 257 136.44 7.54 8.83
Sample 362 61.78 M9 317.694 10.95 12.29 Sample 355 46567 M5 228.067 12.68 14.85
Sample 45.4 23.544 40.6 134.689 417 4.68 Sample 453 22.272 399 124.294 6.06 71
Sample 50.8 29,596 48.2 175,831 525 5.89
Sample 52.2 19.187 5.7 186.902 34 3.82 Sample 82.7 334 4941 185,784 2.09 10.65
Sample 52.5 14.319 52.8 200.041 2.54 2.85 Sample 55.6 9.637 54.4 63.6 2.62 3.07
Sample 55.5 15.396 54.3 93.563 273 3.06
Sample 1.1 9.774 57.9 60.14 173 1.94
Sample 70.8 6.604 69.3 57.486 147 1.31 Sample 743 18.146 66.5 126,53 4.94 579
Sample 736 9.041 724 99.965 16 18 Sample 80 10.421 76.3 62.896 2.34 3.32
Sample 80 12.718 75.3 71.374 225 2.53
Sample 938 19.821 857 148.691 351 394 Sample 948 8491 874 66.08 223 2.61
Sample 176.5 9.604 152 56.075 1.7 1.9
% Integrated % Integrated
B 1 Wavelength MW [kDa] Area From [kDa) Height % of Total B 2 Wavelength MW [kDa] Area From[kDa] Height % ofTotal
Area Area
Sample 9.7 12.899 8.8 59.62 89 17.91 ‘Sample 9.7 24.513 T4 B84.897 23.34 100
Sample 14.9 29.825 132 129.038 20.58 41.42
Sample 35.8 16.229 31.8 66.942 1.2 22.54
Sample 52.8 13.06 49.4 76.236 9.01 18.14

0. dbra Az elektroferogrammok alapjan detektalt fehérjék tablazatos osszefoglaloja a
két kivalasztott agyrégional (A1 vad tipusu minta- A2 knockout minta mezenkefalonbal,
Bl vad tipusi minta- B2 Knockout minta tempordlis lebeny-dienkefalon komplex
agyrégiobol). Az A1, A2 és Bl, B2 panelek a fehérje dsszetételét hasonlitjak ossze akét
populdcio kézétt, az azonos molekulasullyal rendelkezd fehérjéket egy sorban
abrazoltuk. Ldthato, hogy tobb esetben nem taldaltunk detektilhato mennyiségben
fehérjéket, ezeket ,,- ” jellel jeloltiik.

Az Agilent rendszer el6nyeit kihasznalva képesek voltunk egy gyors, egyszerii minta-
elokészitést igényld analizis elvégzésére, amely soran ki tudtuk vélasztani a nagy
kiilonbségeket mutatd régiokat. Azonban a pontos fehérjedsszetétel megallapitdsidhoz a
rendszer limitalt spektralis felbontdsa miatt a késdbbiekben a hagyomanyos
egydimenzidés SDS-PAGE elvalasztast alkalmaztuk. Ugy gondoltuk, hogy a rendszer
joval nagyobb spektralis felbontoképessége elegendd lesz a mintdk pontos
fehérjedsszetételénck megallapitasahoz. A 10. abra reprezentalja a mezenkefalon (A) és
a temporalis lebeny-dienkefalon komplex (B) egydimenzios SDS-PAGE képét, egymas
mellett 6sszehasonlitva a vad tipusu és a knockout mintakat. Az inzertek a legnagyobb
kiilonbségeket mutatd gél régiokat abrazoljak, a mezenkefalonbana 6 kiilonbségek 40-
70 kDa kozo6tti mérettartomanyban jelentkeztek. Ebben a tartomanyban nyolc fehérje
(kb. 39, 40, 45, 47, 50, 55, 60, 70 kDa) mutatott intenzitasbeli kiilonbséget a két
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populacid kozott. A temporalis lebeny-dienkefalon komplex esetében 35-55 kDa kozott
talaltunk hat olyan fehérjét (kb. 35, 36, 37, 40, 47, 55 kDa), amely jelentds
intenzitasbeli eltérést mutatott. A géleket Quantity One BIO-RAD szoftverrel

analizaltuk.
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10. dabra Mezenkefalon (4) és a tempordlis lebeny-dienkefalon komplex (B) régiok
egydimenzios SDS-PAGE képe. Az inzertek a legnagyobb kiilonbségeket mutato
gélrégiokat mutatjak. Az A és a B panelek esetében is a bal oldali gél mutatja a vad
tipusti minta 1D gélképét, mig a jobb oldali a knockout mintaét. A savokat Quantity One
BIO-RAD szoftverrel analizaltuk.

A jelentds eltéréseket mutatd fehérjefoltokat a gélbdl vald kivagas utdn tripszines
emésztésnek tettiik ki és tomegspektrometrids analizissel fehérjeazonositast végeztiink.
A fehérjeazonositas soran tobb olyan fehérjefoltot is talaltunk, amelybdl egyes fehérjék
visszaazonosithatok voltak, ezért a pontos mindségi €s mennyiségi viszonyok
felallitdsdhoz sziikséges volt a kétdimenzidos elvalasztds elvégzése. A kiilonbozo
kétdimenzios SDS-PAGE képeket a 11. abra reprezentalja, 11A a mezenkefalont, mig a

11B a temporalis lebeny-dienkefalon komplexet.
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11. abra Az a A és B panelek mutatjik a két dimenzios elvdlasztdasok sordn kapott agyi
régiok fehérje elvalasztisat. Az A panel reprezentalja a mezenkefalon régiot, mig a B
panel a tempordlis lebeny-dienkefalon komplex régiot. A vad tipusu és a PACAP
knockout mintdk 2D géljei egymasra lettek vetitve. A piros nyilak mutatjidk a vad
mintdkbol szarmazo fehérje spotot, a lila nyilak reprezentiljak a knockout mintakbol
szdrmazo fehérje spotot.

A kétdimenzids fehérje elvalasztas lehetévé tette a fehérjék izoelektromos pontja
szerinti elvalasztast 3-10 pH tartomanyban az elsd elvélasztasi dimenzidban, mig a
molekulatomeg szerinti szeparalast 4,6 és 300 kDa tartomanyban a masodik elvalasztasi
dimenzioban. Mindkét agyi régidé esetében a két populaciobol késziilt kétdimenzids
géleket pontosan egymadsra vetitettilk, a vad tipusi fehérjefoltokhoz piros szint
rendeltiink, mig a knockout fehérjefoltokhoz kéket. A kevert szint mutatdé foltok
mindkét mintadban jelen voltak, a csak egy szinben megjelend fehérjefoltok az egyik
Ezen fehérjék kivagésat, tripszines emésztését €s tomegspektrometrids analizisét is
elvégeztik. A tomegspektrometrids fehérje azonositds sordn 22 olyan fehérjét
azonositottunk, amelyek egyértelmli mindségbeli €s mennyiségbeli kiillonbséget
mutattak a két vizsgalt populacid kozott. Ezekbol a fehérjékbol az 12. abran az A
panelen egy olyan fehérjét dabrazoltunk, amelynél nem taldltunk kiilonbséget
(glicerinealdehid-3-foszfat dehidrogenaz), a B panelen egy a knockout mintakban
kisebb mennyiségben jelen 1évé fehérjét (glutation-S-transzferaz), a C panelen egy a
knockout mintdkban nagyobb koncentracioban megjelend fehérjét (ATP szintaz)

tintettiink fel.
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12. dbra A kiilonbozé azonositott fehérjék triptikus peptidjeinek MALDI-TOF
reprezentativ  tomegspektrumai. (A) glicerinealdehid-3-foszfat dehidrogendz, (B)
glutation S-transzferdz, (C) ATP szintdz. A fehérjék azonositasahoz PMF (Peptide Mass
Fingerprinting) mérést haszndltunk, a fehérjét azonosito peptidek szekvencidit
szekvenaldssal erdsitettiik meg LID és CID fragmentalas felhasznalasaval.

Az azonositott 22 fehérjét az 1. tablazatban Osszegeztiik, az NCBI kodot, biologiai
funkciot, ,,MASCOT score” keresési értéket €s a szekvencia lefedettséget feltlintetve. A
knockout mintakban a 22 azonositott fehérjénél 14 esetben talaltunk kisebb
koncentraciot a vad tipusu populacidhoz képest (peptidilprolil izomeraz A, glutation S-
transzferaz, malat dehidrogenaz 1, enolaz 2, aldolaz 1, aszpartat aminotranszferaz,
leucin-gazdag ismétlédéseket tartalmazd 9 izoforma, foszfoglicerat mutaz 1, piruvat
kindz, akonitaz-2, hemoglobin béta-1 alegység, albumin 1, hiszton (H1) domén,

szekretin receptor).
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i|4987

1 52597 hemoglobin beta-1 alegység + - oxigén transzport 15,8 1110 [884
gi|6679 katalitikus enzim,

2 439 peptidilprolil izomeraz A + +| interrakcié HSP-kkel 18,0 95,3 66,5
gi|6754

3 084 glutation S-transzferaz Mu 1 + +| | detoxifikacio 26,0 91,1 63,3
0il4072 mitokondridlis 1égzési

4 61468 | citokrom c oxidaz alegység 1 + + lanc 28,9 67,5 50,0
gi|7422 | malat dehidrogenaz 1, NAD

5 4797 izoforma + +| katalitikus enzim 36,5 70,5 43,7
gi|5515 | Gliceraldehid-3-foszfat

6 3885 dehidrogenaz + + glilkolitikus enzim 35,8 89,1 42,9
0i|1486

7 77501 | ATP szintaz, izoforma - + ATP szintézis 54,6 96,4 39,2
gi[7305

8 027 enoladz 2, gamma neuron + +| | dlilkolitikus enzim 47,3 105,0 [38,9
gi|6671

9 539 aldolaz 1, A izoforma + +| glilkolitikus enzim 39,3 74,3 31,6
0i|3871 aminosav metabolizald

10 |06 asrpartat aminotranszferaz + +| |enzim 46,2 81,7 31,0
0i|1487 | leucin-gazdag ismétlédéseket fehérje szerkezti

11 | 04587 tartalmazo 9 izoforma + +| motivum 81,7 63,4 25,1
gil4256

12 11824 MITF fehérje + + transzkripcids faktor 38,6 83,7 33,8
gi|1143

13 | 26546 foszfoglicerat mutaz 1 + +| glilkolitikus enzim 28,8 61,0 43,7
gi|1309

14 | 7483 Tubb2 fehérje - + szerkezeti fehérje 34,0 61,3 26,2
0i|3598

15 | 07367 piruvat kinaz, izom izoforma M1 + +| | dlilkolitikus enzim 57,9 135,0 |36,2
0i|2634 vér kolloid ozmotikus

16 | 0966 albumin 1 + +| nyomasszabalyzas 68,7 106,0 |34,5
gi|9143

17 |17 neurofaszcin + + sejt adhéziés molekula 9,5 60,9 33,7
gi|7418 eritrocita szerkezeti

18 9848 spektrin alfa lanc - + fehérje 97,8 76,8 25,5
gi[5131

19 |3 Hiszton (H1) domén + +| | Hiszton fehérje 20,8 65,7 64,9
gi|7418

20 |8189 akonitaz 2 + +| katalitikus enzim 85,3 114,0 |33,2
gi|1486

21 | 69535 | vinculin, izoforma - + citoszkeletalis fehérje 123,8 68,0 18,7
0i|8188 G-fehérje kapcsolt

22 | 2894 Szecretin receptor + +| receptor 50,9 62,1 15,0

1. tablazat A tabldzat tartalmazza a vad tipusu és a PACAP knockout agyi mintakbol
azonositott fehérjéket, a negyedik és az 6todik oszlop mutatjia a mennyiségi kiilonbséget
a ket populacio kozétt ( + a fehérje jelenlétét mutatja, - a fehérje a kimutatasi hatar
alatti mennyiségben van jelen, +| a fehérje jelen van, de kisebb mennyiségben a masik
populaciohoz képest). Az utolsé hdarom oszlop mutatia a molekula tomeget (MW),
Mascot Score-t és szekvencia lefedettséget (SC) szazalékban.

Négy fehérje esetében (citokrom c oxidaz, gliceraldehid- 3-foszfat dehidrogenaz,
microphthalmia-asszocialt transzkripcios faktor, neurofaszcin) nem talaltunk jelentds
kiilonbséget a két populacio kozott. Négy olyan fehérjét is talaltunk (ATP Szintaz, tubb2
fehérje—tubulin béta-2 lanc, spektrin alfa lanc, vinculin), amelyek nagyobb

koncentracioban voltak jelen a knockout populacidban a vad tipusthoz képest.
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Lokalis agyi fehérje eloszlas vizsgalata IMS felhasznalasaval

A képalkotasi vizsgalataink soran Autoflex Speed MALDI TOF/TOF
tomegspektrométert hasznaltunk méréseinkhez. A harom 1épcsds matrixfelviteli
eljarasra a kovetkezOk miatt van sziikség: a metszeten egy kelléen homogén
matrixréteget kell 1étrehozni, mert ha ez a réteg nem kielégitéen homogén, a feliileti
egyenlOtlenségek miatt lehetetlenné valik az ionizélt molekuldk pontos
tomegmeghatarozasa, valamint nem biztositott az egységes szoveti extrakcio. Az
inkubdcios periodus a matrixfelviteli eljaras egyik kulcslépése, ugyanis ebben a
szakaszban torténik a fehérjemolekulak extrakcigja: a szovetfeliiletbol a felvitt
matrixcseppekbe valo atdiffundalasa. A harmadik, nitrogénes szaritasi periodusban az
immaron extrahalt molekuldkat is tartalmazo matrixcseppek szarazra parolasa torténik.
Meghatarozo 1épés lehet ez is, ugyanis a kovetkezé matrix felviteli periodus el6tt a
cseppméretek minimalizalasa sziikséges, mert a megfeleld térbeli felbontas eléréséhez
kiilonalldé minimalis méretli cseppek eldallitasa sziikséges, nem engedhetjiik meg a
cseppek Osszefolyasat. Ha barmely 1épés a harom koziil nem kellden preciz, nem
teljesiil a cseppek kiilonalld homogén felvitele és a térbeli felbontasunk romlani fog.
Tobb matrixfajtat kiprobaltunk méréseinkhez, a CHCA matrix bizonyult a
legmegfelelobbnek fehérje mérésekhez, ezért a tovabbiakban ezt a matrixtipust
hasznaltuk. Méréseinket 5 000-25 000 Da kozott végeztiik, a kriosztattal tortént paralell
metszés soran egy specialis ITO targylemezre metszettiink PACAP knockout és vad
tipusti agymetszetet, amely azonos sikbol szarmaztak, ezzel biztositottuk, hogy
metszeteink azonos anatomiai struktirakat tartalmazzanak. Ezt Sztereotaxias atlasz €s

Nissl festéssel tortént mikroszkopos vizsgalattal erdsitettiik meg.

A mérési eredményeket vizsgalva elmondhatjuk, hogy csak kismértéki
morfologiai eltéréseket figyeltiink meg, azonban néhany fehérje esetében taldltunk
kiilonbséget. A legjelentdsebb eredményiink, amelyhez bioldgiai jelentdséget is tudtunk
kapcsolni a 13. abran lathatdo béta-szinuklein fehérje lokalis eloszlasaban és
mennyiségében jelentkezett. Jol lathato, hogy az A panelen bemutatott vad tipusa
mintaban joval Kiterjedtebb a fehérje jelenléte a B panelen 1évé knockout mintdhoz

képest.
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13. dbra A mezenkefalon paralell sikmetszetbél készitett IMS mérés eredménye lathato,
a 14 043 Da béta-szinuklein lokdlis eloszlasat tiintettiik fel. Az A panelen a vad tipusii
minta képe lathato, a B panelen a PACAP knockout mintaé, azonos sikokban. Az abran
lathato még a mérettartomany a jobb also sarokban.

A fehérje tényleges igazolasahoz a jelen agyi sikbol fehérje extrakciot végeztiink és
gélelektroforézis elvalasztast kovetd nanoLC-MS fehérje azonositast végeztiink a
parhuzamos mintakbol. A 2. tablazatban tiintettiik fel a fehérje azonositds soran kapott
fehérjék egy részét, osszesen 37 fehérjét azonositottuk vissza, amely az elfogadasi
feltételt (Mascot Score >80) meghaladd keresési biztonsaggal rendelkezik, koztik a
beta-szinukleint (2. tablazat 15. fehérje) 14 043 Da molekulatomeggel, amely jol

korrelal az IMS soran mért molekulatomeggel.
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1 Q61171 Peroxiredoxin-2 21,77 276,72 24,24
2 Q3TE63 Peptidil-prolil cisz-transz izomeraz 17,93 248,52 52,44
3 0i|290756158 | béta-globin 15,87 245,87 54,42
4 gi|6679593 RAB3A 24,95 232,65 32,73
5 PEBP1 Foszatidiletanolamin-kété fehérje 1 20,82 218,19 52,41
6 P35276 Ras-fliggé fehérje Rab-3D 24,40 208,42 25,57
7 i|6680924 kofilin 18,55 183,30 38,55
8 0i|6679439 peptidilprolil izomeraz A 17,96 181,11 43,29
9 ATPO ATP szintaz O alegység 23,35 169,84 25,35
10 gi|6746357 peroxiszomal membran fehérje 20 17,00 168,48 38,27
11 PRDX5 Peroxiredoxin-5 21,88 167,30 29,52
12 RAB1A Ras-fiiggé fehérje Rab-1A 22,66 158,14 27,80
13 0i|10946936 | adenilat kinaz izoenzim 1 23,10 156,80 22,38
14 P17751 Triézfoszfat izomeraz 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-transzferaz 23,59 144,50 22,38
18 gi|34538601 | citokrom c oxidaz alegység |l 25,96 137,42 23,35
19 0i|21313162 | ras-fuiggd fehérje Rab-1B 22,17 126,83 28,36
20 gi|7710086 RAB10, RAS onkogén csalad 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 dizmutaz 24,59 103,46 12,61
24 0i|69885032 | mielin bazikus fehérje 21,49 96,76 20,00
25 THY1 Thy-1 membran 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 0i|10946940 | RAB2 23,53 94,68 12,74
29 NDUA4 NADH dehidrogenaz [ubiquinon] 9,32 89,32 15,85
30 0i|1401252 mirg-like fehérje 8,51 89,32 17,33
31 P04370-10 Mielin bazikus fehérje 10 izoforma 20,80 88,01 15,18
32 0i|69885032 | Mielin bazikus fehérje 1 izoforma 21,49 88,01 14,87
33 gi|199051 Mielin bazikus fehérje 16,22 87,52 14,77
34 gi|1050551 rab7 23,54 87,21 13,04
35 0i|3603241 peroxiredoxin |l tipus 21,78 86,55 14,65
36 gi|10946936 | adenilat kinaz izoenzim 23,10 85,05 12,38
37 gi|6679439 peptidilprolil izomeraz 17,96 83,76 19,51

2. tablazat A tablazat tartalmazza a vad tipusu és a PACAP knockout agyi mintakbol a
nanoLC-MS vizsgdlat soran azonositott feherjéket. A tablazat utolso harom oszlopa
mutatja a nevesitett fehérje molekula tomegét (MW), Mascot Score-t és szekvencia
lefedettségét (SC) szazalékban feltiintetve. A 15. és 16. azonositott fehérje (béta-
szinuklein, alfa-szinuklein) a Parkison kor kialakulasdaban is szerepet jatszo két fehérjét

mutatjak.
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A béta-szinukleint csak a vad tipusu mintakbol sikeriilt visszaazonositanunk, a
knockout mintdkban detektalasi limit alatti koncentracioban lehet jelen. A 14. abran
lathatdo a triptikus minta LC kromatogrammja, egy triptikus peptidjének MSMS

spektruma és a MASCOT azonositas soran kapott keresési eredmény.

Protein View: SYUB_MOUSE

Beta-sy lein OS=Mus lus GN=Sncb PE=1 SV=1
Database: SwissProt
Score: 126
Nominal mass (M ): 14043
Calculated pI: 4.38
3 Taxonomy: Mus musculus
; <05 Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of SYUB_MOUSE against nr.
4
o Search parameters
B
ittt i MS data file: 56294995342138693.mgf
500 750 1000 1250 Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Mass (Da

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Oxidation (M)
NCBI BLAST search of TKEQASHLGGAVFSGAGNIAAATGLVK

(Parameters: blastp, nr protein database, expect=20000, no filter, PAM30)  Protein sequence coverage: 30%

Other BLAST web gateways Matched peptides shown in bold red.

All matches to this query 1 MDVEMKGLSM AKEGVVARAE KTKQGVTEAA EKT!
51 VASVAEKTKE

JASHLGGAVF SGAGNIAAAT
Score Mr(calc) | Delta Sequence 101 AREEPLIEPL MEP
67.2 |2554.3503/-0.1679| TKEQASHL GGAVFSGAGNIAAATGLVK

14. dabra A béta-szinuklein fehérje azonositashoz hasznalt egydimenzios gél fehérje
foltbol szarmazo minta, triptikus peptidjeinek a nanoLC-MS mérés soran kapott
kromatogramja MSMS modban, valamint a MASCOT adatbazis keresés soran kapott
eredmények lathatoak, egy triptikus peptidjének MSMS spektruma, peptid
tomegpontossag, a 2554,35 Da molekulatomegii peptid aminosav szekvencidja, a
fehérje szekvencia lefedettsége (%0).

A masik, tablazatban szerepld fontos fehérje, az alfa-szinuklein (2. tablazat 16. fehérje)
14476 Da molekulatomeggel. Ezt a fehérjét mindkét populaci6 mintdibol
visszaazonositottuk, a fehérjét alkotd6 harom triptikus peptid nagysagrendileg azonos
intenzitassal és gorbe alatti teriilettel rendelkeztek, ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy

nagysagrendileg azonos koncentracioban voltak jelen.
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Parkinson modell

Monoaminok analitikai meghatdrozdsa
A kvantitativ meghatarozashoz 5 pontos kalibracios gorbét hasznaltunk, dopamin

esetében 56; 111; 556; 834; 1112 pmol/ml koncentracioji standard oldatokat és 122;
305; 610; 1200; 2100 pmol/ml koncentracidjo szerotonin standard oldatokat. A
kalibracios gorbe illeszkedése a kalibracids pontokra 99,56-99,89 % (r2) ko6zott volt MS
€¢s MSMS modban is. Médszerlink kimutatasi hatara 2,9 pmol/ml (LOD), mennyiségi
meghatarozasi hatar 5,8 pmol/ml (LOQ) volt dopamin esetében, szerotoninra 6,2 és 9,4
pmol/ml-s értékeket mértiink. A monoaminok meghatarozasat MS modban mért pontos
molekulatomeg, valamint az irodalmi fragmentacios atmenettel megegyezd fragmens
molekulatdmegazonositasaval végeztik el. A mérési eredmények kvantitalasat

ellenérzésképpen parhuzamosan MS és MSMS modban is elvégeztiik.
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15.abra HPLC-MS dopamin mérés eredményét mutatja egy kontroll allat substantia
nigra regiojabol. Az A panel a dopamin SIM modu mérésének szelektiv
ionkromatogramjat mutatjia, a B panel repezentalja az 1,9 perchez tartozo csucs
tomegspektrumat és lathaté a dopamin megjelenése protondlt anyaionként [M+H']
154,09 m/z értéknél. A dopamin MS? modii mérésének szelektiv ionkromatogrammja a C
dbrarészen latato, mig a D panel az 1,94 percnél eludlodo csucs tomegspektrumat
mutatja, ahol azonosithaté volt a dopamin fragmensének protondlt formdja [F+H']
137,06 m/z értékkel.
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A dopamint 1,94 perces retencidés iddvel, az anyaion protonalt formajaban
[M+H"] azonositottuk 154,09 m/z értéknél, a protonalt formaju fragmens ionjat [F+H"]
137,06 m/z értéknél (15. abra). A szerotonint 3,9 perces retencios idével, 177,10 m/z
ptrotonalt anyaion tomeggel [M+H']és 166,8 m/z protonalt fragmens ion [F+H"]
tomeggel azonositottuk (16. dbra). Az altalunk mért anyaion és fragmens ion tdmegek
megeggyeznek a korabban kozolt adatokkal (Wei és mtsai. 2014) és ezeken az adatokon
alapulnak a tovabbi monoamin koncentracié meghatarozasok mind a gerinctelen, mind

a gerinces modellben.
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16.abra HPLC-MS rendszerrel torténd szerotonin mérés eredménye lathato egy 6-
szerotonin szelektiv ioncsucs kromatogrammjat mutatja (SIM modban), a B panel MS
spektrumot reprezental, amely az 3,89 perces elucios idovel rendelkezo csiicsbol,
Szerotonin volt azonosithato 177,10 m/z értékkel, a kovetkezé formaban [M+H+] .ACes
a D panelek a szerkezet igazolo mérések eredményeket mutatjak MS? médban. A
szerotonin fragmens ion protondlt formajat [F+H'] 3,88 perces retenciés idével
azonositottuk 166,08 m/z értékkel.
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Gerinctelen modell — Lymnaea stagnalis
A PACAP neuroprotektiv hatdsait vizsgaltuk rotenon indukélta gerinctelen

Parkinson modellben. A csigakat 0,5 uM rotenonnal kezeltiik, az egyik csoportot 10 pg
PACAP38-al injektaltuk, amely 100 ul fizioldgias sé oldatban volt felodva, a kezelést
12 napon keresztiil végeztiik. A kezelést talélé csigak kontroll csoportonként (PACAP
nem injektalt és PACAP injektalt) 10 db és 9 db volt (17A abra).
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17.abra Az A dabrarész mutatja az életben maradt csigak szamat kontroll kériilmények
kozote (M) PACAP (@), rotenon-fiziologidas so oldat (a) és rotenontPACAP ()
kezelés utan 12 napos kezelés periodust alkalmazva. Csoportonként 10-10 allattal
végzett kiserletet 4-szer ismételtiik és a négy kisérletbol képzett atlagértékek lettek
feltiintetve. A B panel mutatja a monoamin koncentraciokat a kontroll csoportban ugl/g
szovet koncentracio egységben. A C és a D panel a dopamin és a szerotonin tartalmat
mutatja (%) a kiilonbozd csoportokban a kontroll koncentracio atlagokra normalizadlva.
A szignifikans eltéréseket jeloltiik (*,** és # jelek), amely eltéréseket a kovetkezo
statisztikai tesztek alkalmazdsaval mutattuk ki: egy-utas ANOVA, dopamin esetén -
F2.86=39,03; p<0,001; Tamhane post hoc teszt a kontroll csoporthoz viszonyitva a
rotenon csoport (p<0,001)(*), a rotenont+PACAP injektalt csoport (p<0,001)(*); a
rotenon és rotenon+PACAP injektalt csoportok kozott (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 viszonyitva a rotenon csoport (p<0,001)(*), a rotenon+PACAP injektalt
csoport(p<0,0001)(**), (D panel).
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A fiziologias sooldat injektalt rotenon tartalmu vizben tartott csigdk az 5. napon kezdtek
elpusztulni és a 12. napra az dsszes csiga elpusztult. Bar a rotenon kezelt és PACAP
injektalt csigak a kezelés korabbi szakaszaban kezdtek elhullani (3-4. nap), azonban
joval tobb allat €It tal a 12. napra, a populdcid 50%-a életben maradt a kezelés

befejeztére (17A abra).

A kovetkezd kisérletben az atlagos monoamin koncentraciokat hataroztuk meg a
kontroll allatok teljes kozponti idegrendszerében HPLC-MS rendszerrrel, amely
3,33+0,76 ng/g szévet (DA) és 9,87+1,87 ng/g szovet (SHT) volt (17B abra). Ezek a
mérési eredmények megfelelnek az irodalomban talalhaté adatoknak, amely méréseket
HPLC-elektrokémiai detektor rendszeren végezték (Nagy és Hiripi 2002). A 17C abra
mutatja a dopamin és szerotonin tartalmat a kontroll, rotenon és rotenontPACAP
csoportokban, az adatokat a kontroll csoport atlagos koncentracidira (17B abran lathato)
normalizaltuk. A rotenon csoportban megfigyeltiik a dopamin szint 44,7+12,15 %-0s
csokkenését (masodik oszlop, n=28). Ezzel szemben a rotenon+PACAP csoportban a
csokkenés szignifikansan alacsonyabb volt (26,5£11,5 %, harmadik oszlop, n=30),
amely Gjra a neuroprotektiv hatds megfigyelésére utal. Ellenben a 17D abran lathato,
hogy a szerotonin tartalom a rotenon+PACAP csoportban tovabb csokkent a rotenon
csoporthoz képest. A rotenon csoportban a teljes idegrendszer tartalma 35,5+9,70 %-kal
csokkent (masodik oszplop, n=28), mig a PACAP injektalt csoportban 49,9+8,60 %-ra
csokkent (harmadik oszlop, n=30). Latszolag a PACAP ellenkezdleg befolyasolja a

dopamin és a szerotonin tartalmat a csiga idegrendszerben.

Western blot kisérletekben vizsgaltuk a metabolizalé enzim (COMT) mennyiségét
a kontroll, rotenon és rotenontPACAP csoportokban (18. abra). A masik fontos
monoamin metabolizalé enzimet, a MAO-B-t vizsgaltuk, de nem tudtuk azonositani a
mérések soran. Az irodalomban jol ismert, hogy a gerinctelen idegrendszerekben nem
talalhatd meg ez az enzim, azonban ezzel ellentétes adatok is egyarant megtalalhatoak.
Az elfogadott legtijabb allaspont, ha az enzim jelen is van, csak nagyon Kis szerepe
lehet a metabolizmusban (Sloley 2004). Mivel mi sem tudtuk az enzimet azonositani,
ezért a vizsgalatok soran a COMT enzimre fokuszaltunk. A 18A abran lathatd a
Western blot vizsgalat eredménye anti-aktin és anti-COMT antitestek alkalmazasaval
teljes idegrendszer homogenizatumon. Az dsszfehérje tartalom egyenldségét anti-aktin
antitesttel ellendriztik a nyers extraktumon (40kDa). A COMT enzim szint a

kezelésektol (rotenon és rotenon+PACAP) fiiggének bizonyult. Pozitiv immunreakciot
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mutatd savokat figyeltiink meg 23 és 26 kDa-nal, amely eredmények jol korreladlnak a
gyarto altal megadott adatokkal. A 23 kDa-s cstcs reprezentalja a szolubilis COMT
enzimet (S-COMT) a 26 kDa-s a membran kotott COMT (MB-COMT) enzimet
mutatja. A 18B abran a denzitometrias kiértékeléshez hasznalt skalat tiintettiik fel. A
denzitometrias kiértékelés (18C abra) szignifikans kiilonbséget mutatott a szolubilis
COMT enzim mennyiségében, ez az enzim moédosulat a rotenon és a rotenon+PACAP
csoportokhoz képest a kontroll csoportban volt jelen nagyobb mennyiségben (normalis
eloszlasu, egymintas t teszt, p<0,001). A 18D &4bra mutatja, hogy a membran kotott
COMT enzimforma a rotenon csoportban szignifikdnsan nagyobb mennyiségben volt
jelen mind a kontroll, mind a rotenon+PACAP csoporthoz képest (normalis eloszlasu,
egymintas t teszt, p<0,001). Ezek a tapasztalatok megerdsitik a rotenon hatasat a

dopamin metabolizmusara.
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18.abra A COMT enzim Western blot vizsgdlat eredményét mutatja az A panel. Az
egységes mintafelvitelt aktin méréssel biztositottuk. A B panel a denzitometrias
kiértékeléshez hasznalt skdlat reprezentalja. A két enzim modosulat csoportonkénti
mennyiséget a C és D abrarészeken lettek feltiintetve (S COMT - C panel, MD-COMT —
D panel). * (p<0,001) jellel rotenon és a rotenon+PACAP csoportok kontrolltél valo
szignifikans eltérését jeloltiik a C abrarészen. A D panelen * (p<0,001) jellel a rotenon
csoport kontroll, illetve rotenon+PACAP csoporttol valo szignifikans eltérését jeloltiik.
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Gerinces modell — patkdny
Els6 1épésként a 6-hydroxi-dopamin toxin hasznalatival a dopamin hiany

kialakulasanak id6fiiggését vizsgaltuk meg. Mutét utan 1, 3, 7, 9, 12, 14, 16 nappal
kertiltek az allatok feldolgozasra, azonnal kipreparaltuk a vizsgalt agyrégiot (substantia

nigra). Mintafeldolgozas utan LC-MS vizsgalattal megallapitottuk az agyi régiok

crer

crcr

crer

abra). Lathatd, hogy a dopaminszint drasztikus mértékii csokkenését (~ 50 %) a miitét
utani 7. napon feldolgozott mintakon figyeltiik meg a kezdeti ~ 10 %-os csokkenéshez
képest (1-3 nap), a dopamin szint tovabbi csokkenését nem tapasztaltuk a 7-16 nap
kozott, ezért a miitét utan a hetedik napra a Parkinson-korra jellemz6 dopaminszint
csokkenést teljes mértékben kialakultnak tekintettiik. Ezért a tovabbiakban a PACAP
hatasat - a felallitott id6fliggd vizsgalatok eredményeit felhasznalva — a 7 napos
allatokon vizsgaltuk (mitét utan 7. napon tavolitottuk el a substantia nigra-t).
Elvégeztiik a kontroll csoport (almiitott) substantia nigra régiok atlagos monoamin
koncentracidinak meghatarozasat, dopamin 4,24+0,7 pg/g szovet (n=4), szerotonin
esetén 3,53+0,45 ng/g (n=4) szoveti koncentraciét mértiink (19. abra). Az 5C abra
mutatja a dopamin tartalmat a kontroll, 6-OHDA ¢és a 6-OHDA-PACAP injektalt
csoportokban, az adatokat a kontroll szoveti koncentraciokra (5B abra) normalizaltuk. A
6-OHDA injektalt csoportban a dopamin tartalom 51,3+4,65 %-ra valdé csokkenését
figyeltiik meg (masodik oszlop, n=6), mig a 6-OHDA+ PACAP injektalt csoportban
szignifikdnsan alacsonyabb csokkenést (26,1+4,31 %, harmadik oszlop, n=7)
tapasztaltunk. A szemléltetés céljabol a dopaminszint csokkenés idéfiiggésének
vizsgalata soran kapott gorbére illesztettiik a miitét utani 7. napon feldolgozott PACAP
kezelt mintak soran kapott eredményt (19A abra). A szerotonin tartalmat is a kontroll
csoport szoveti koncentracidira normalizaltuk (19D abra). A substantia nigra serotonin
tartalma a 6-OHDA injektalt csoportban 40,4+4,77 %-ra csokkent (masodik oszop,
n=6), mig a 6-OHDA+PACAP csoporté 57,6+9,70 %-kal csokkent (harmadik oszlop,
n=30). Ezen adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a PACAP kompenzalja a
Parkinson korban fellépd dopamin hidnyt és a monoamin szinteket hasonldan

befolyasolja mind a gerinces, mind a gerinctelen szervezetekben.
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19.dbra A Parkinson-korra jellemzé dopaminszint csokkenés lefolyasdat demonstralja az
A abrarész az alkalmazott 6-OHDA indukalta neurodegenerdcios gerinces modellben I-
tol 16 napig vizsgalva. A vizszintes tengely a miitét utani eltelt napok szamat mutatja. A
fiiggoleges tengely az agyféltekék kozotti dopamin szintkiilonbséget mutatja szazalékban
kifejezve. Az adatokat a kivetkezé képlettel szamoltuk: 100-(C/cx100), ahol ¢; = a
dopamin koncentrdacio a kezelt substantia nigraban (azonos oldali agyfélteke); c.=
dopamin koncentrdacio a kontroll substantia nigraban (ellenoldali agyféiteke). A csoport
atlagokat és a szorasokat tiintettiik fel (£ SEM) A csillag jel (#) reprezentdlja a 6-
OHDA injektalt mintakat, mig a 6-OHDA+PACAP injektalt mintakat haromszoggel
() tiintettiik fel a 7. vizsgalati napon. A B abrarész a kontroll csoportok monoamin
koncentrdacioit mutatja ug/g szévet koncentracioban kifejezve. Elsé oszlop a dopamint,
masodik oszlop a szerotonin tartalmat abrazolja. A csoport atlagokat és a szorasokat
abrazoltuk (= SEM). A C és a D panel a dopamin és a szerotonin tartalmat mutatja a
kezelt csoportokban a kontroll csoport dtlagaira normalizalva (%). Szignifikdns
eltéréseket talaltunk (*, ** és # jelek) a vizsgalt csoportok kozott, amely eltéréseket a
kovetkezd statisztikai tesztek alkalmazasdaval mutattuk ki: egy-utas ANOVA, dopamin
esetében - F(2,18=15,49; p<0,001; Tukey post hoc teszt a kontrol/ és 6-OHDA injektalt
csoportok (p<0,001)(*), kontrol/ és 6-OHDA+PACAP injektalt (p=0,001)(*); 6-OHDA
és 6-OHDA+PACAP injektalt (p=0,008)(#) csoportok kozétt (C panel). Egy-utas
ANOVA, szerotonin esetében - F12=12,87; p=0,001; Tukey post hoc teszt a kontrol/ és
6-OHDA injektalt (p=0,026)(*), kontrol/ és 6-OHDA + PACAP injektalt (p=0,001)(**),
(D panel) csoportok kozott.
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A dopamin metabolizmusaban Szerepet jatszo két metabolizalo enzim Western blot
mérését is elvégeztik. Az egységes mintafelvitel biztositasahoz elsé 1épésben
fehérjekoncentracié mérést végeztiink, majd aktin koncentraciora pontositottuk a felvitt
mintak mennyiségét (20A abra), 40 kDa-nal lathat6 az aktin antitest-antigén komplex. A
MAO B antigén-antitest komplex 55 kDa-nal jelentkezett (20A abra), a COMT antigén-
antitest komplex két savban jelentkezett 23 és 26 kDa-nal (ezek a mdlsulyok a gyari
antitest leirasokkal megegyez6 adatok). A B panelen a MAO-B immunaktiv savok
denzitometrias kiértékelése soran kapott oszlopdiagrammok lathatok, a 6-OHDA
csoportban szignifikansan (normal eloszlasu, egymintas t test, p<0,001) alacsonyabb
értékeket kaptunk a bal oldali agyféltekében, mint a jobb oldaliban, a kontroll és a 6-
OHDA+PACAP csoportokndl nem tapasztaltunk kiilonbséget.
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20. abra A COMT és MAO-B enzimek Western blot vizsgdlatinak eredményét mutatja
az A panel. Az egységes mintafelvitelt aktinra valo standardizalassal biztositottuk. A B
panel a MAO-B enzim denzitometrids kiértékelésébdl szarmazo ererdményeket mutatja.
A C és D dbrarészeken a COMT enzim két modosulatanak csoportonkénti mennyisége
(S-COMT - C panel, MB-COMT — D panel) ldathaté. * (p<0,01) jellel 6-OHDA csoport
kontrolltol valo, ** (p<0,001) jellel a 6-OHDA+PACAP kontrolltol valo szignifikans
eltérését jeloltiik a C abrardszen. A D panelen * (p<0,01) jellel a 6-OHDA csoport
kontroll, illetve 6-OHDA+PACAP csoportél valo szignifikans eltérését jeloltiik.

54



A S-COMT (23 kDa) enzim esetében a kontroll csoporttdl szignifikansan (normal
eloszlasu, egymintas t test, p<0,001) alacsonyabb értékeket kaptunk a 6-OHDA és a 6-
OHDA-+PACAP csoport esetében is (20C abra). Az MB-COMT (26kDa) enzim a 6-
OHDA csoportnal szignifikansan (normal eloszlasu, egymintas t teszt, p<0,001)
emelkedett értéket mutatott (20D abra).

Elvégeztiik a Parkinson kor kialakulasat kovetd proteomikai vizsgalatainkat is.
A substantia nigra homogenizatumon egydimenzioés SDS-PAGE futtatdsokat végeztiink,
minden vizsgalati napon, legkevesebb harom alkalommal ismételve. A 21. abran
ezekbol a gélekbdl egy Osszefoglald abrat mutatunk be. Az A és B panelen az 1-16
napos mintak kiilonb6zé agyrégioibdl szdrmazd mintdk gélképe lathatd, egyértelmiien

elmondhat6, hogy jelentds kiilonbségeket nem talaltunk a vizsgalt agyrégid fehérje

Osszetételében.
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21. dabra Az A és B panelen a kiilonbozo idopillanatbol szarmazo mintak agyi
fehérjeprofilja lathato egydimenzios SDS-PAGE futtatdssal, a szam a mintavételi napot,
a szam utani J a jobb féltekét, a B a bal féltekét jeloli. A C panelen a kontroll, a 6-
OHDA ¢és a 6-OHDA+PACAP injektalt csoport mintai a 7. napon torténd
mintavételezést kéveto agyi régionkenti fehérje profilt szemlélteti.
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Fehérje szintli eltérést nem tapasztaltunk az azonos agyféltekék kiilonb6z6 napos
mintéi kozott, vagy az azonos napon tortént mintavétellel, de kiilonbozd agyféltekéket
vizsgalva sem. Fehérje szintli kiilonbségeket a kiilonbozii csoportok (kontroll, 6-
OHDA-, 6-OHDA+PACAP injektalt) mintai kozott sem taldltunk az altalunk
alkalmazott modszerekkel (21. abra C panel).

A pontos proteomikai térkép felallitasahoz és a kis kiilonbségek felderitéséhez nanoLC-
MS vizsgalatokat végeztiink. A 22. dbran egy azonositott hé-sokk fehérje (71 kDa)
nanoLC-MS futtatasanak MSMS modban késziilt bazis ioncstics kromatogrammja
lathato, inzertként feltiintettiik egy triptikus peptid fragmentécids profiljat, valamint az
adatbazis keresés soran elért 703 MASCOT Score eléréséhez a beazonositott triptikus

peptidek listajat.
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22. abra A 71 kDa ho-sokk fehérje azonositashoz hasznalt egydimenzios gél fehérje
folthol szarmazo minta, triptikus peptidjeinek a nanoLC-MS mérés soran kapott
kromatogramja MSMS modban, egy triptikus peptidjének MSMS spektruma inzertként
szerepel, valamint a MASCOT adatbazis keresés soran kapott eredmények lathatoak, az
adatbazis keresés soran elért 708 MASCOT Score eléréséhez beazonositott triptikus
peptidek listaja.
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JelentOs szamu fehérjét azonositottunk vissza az adatbazis keresésekkel (95 db fehérje),
azonban minddsszesen egy jelentds kiillonbséget talaltunk a csoportok kozott, ezért csak
a legjelentésebb azonositott fehérjéket gyijtottiik Ossze az 3. tablazatban (35 db
fehérje). A DJ-1 fehérje (PARK-7 fehérje) esetében talaltunk szignifikans kiilonbséget

a vizsgalati csoportok kozott.

57



1 HSP7C 71 kDa h8-sokk fehérje 70,83 813,6 26 36,2
2 ACTG Aktin 41,77 731,2 32 49,3
3 CLH1 Klatrin nehéz lanc 191,48 563,6 13 9

4 ENOA Alfa-enoldz 47,1 532,1 15 33,2
5 KCRB Kreatin kindz B-tipus 42,7 524,7 21 42
6 G3P Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz 35,81 503,5 15 40,8
7 HBA Hemoglobin alfa alegység 15,32 461,6 19 69,7
8 PEBP1 Foszfatidiletanolamin-koté fehérje 20,79 4446 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-laktat dehidrogenaz B lanz 36,59 415,9 9 28,7
12 14337 14-3-3 zéta/delta fehérje 27,75 365,4 10 42,4
13 TPIS Tridzfoszfat izomeraz 26,83 323,4 11 36,9
14 MDHM Malat dehidrogenaz 35,66 307,9 6 21,6
15 LDHA L-laktat dehidrogenaz A lanc 36,43 298,7 8 23,5
16 PGAM1 Foszfoglicerat mutaz 28,81 289,6 10 46,5
17 PRDX6 Peroxiredoxin-6 24,8 286,5 7 33,5
18 PARK?7 DJ fehérje 19,96 278,4 9 54
19 SOMA Somatotropin prekursor (névekedési hormon) 24,64 275,9 9 40,7
20 DPYL2 Dihidropirimidinaz-fuggé fehérje 62,24 264,7 7 17
21 CH10 10 kDa hé-sokk fehérje 10,89 260,1 6 51
22 PGK1 Foszfoglicerat kinaz 44,51 245,5 8 28,5
23 G3P Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz 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-termindlis hidroldz izoenzim 24,82 222,1 9 34,1
26 LDHB L-lattat dehidrogenaz B lanc 36,59 209,2 5 17,1
27 DHPR Dihidropteridin reduktaz 25,54 177,6 4 27,4
28 ALDOA Fruktdz-biszfoszfat aldolaz A 39,33 172,3 4 14,8
29 CRYM NADP szabdlyozta THB fehérje 33,53 171,5 4 11,8
30 MBP Mielin bazikus fehérje S 21,49 163,5 4 23,1
31 GSTM1 Glutation S-transzferaz 25,9 151,7 5 14,2
32 KCY UMP-CMP kinaz 22,16 149 4 22,4
33 DOPD D-dopakrom dekarboxildz 13,12 143,4 3 30,5
34 RAB6A Ras-fliggs fehérje Rab-6A 23,57 140,3 3 17,8
35 GDIR1 Rho GDP-disszocialt inhibitor 23,39 126,2 4 22,1

3. tablazat A tablazat tartalmazza a Parkinson modell egydimenzios SDS-PAGE
futtatasokbol szarmazo mintakbol a nanoLC-MS vizsgalat sordan azonositott fontosabb
fehérjéket. A tablazat utolsé négy oszlopa mutatja a nevesitett fehérje molekula tomegét
(MW), Mascot Score-t, a beazonositott fehérjébdl szarmazo triptikus peptikek szamdt és

a szekvencia lefedettségét (SC) szdazalékban feltiintetve.
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Az SDS-PAGE alapt nanoLC-MS mérés soran a PARK7/DJ-1 fehérje mutatott
mennyiségi kiilonbséget, de a fehérje a kimutatdsi hatar koriili koncentracidoban volt
jelen, ezért a pontos valtozasok megallapitasdhoz specifikus nagyobb érzékenységi

»szendvics” ELISA mérést végeztiink a csiga és a patkany mintak esetében is (23. abra).
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23. abra Az abra a ,,szendvics” ELISA mérés eredményeit mutatjia. Az A dabrarész a
hatpontos polinomialis kalibracios gorbét mutatja, amely a mennyiségi meghatdrozds
alapjaul szolgalt. A B abrarész a denzitometriasan meghatarozott PARK7/DJ-1 fehérje
szoveti koncentracioit mutatja, az elsé harom oszlop a gerinctelen, a masodik harom
oszlop a gerinces modell csoportjait reprezentdilja. A PARK7/DJ-1 fehérje

crer *
(p<0,01) jellel a rotenon kezelt csoport kontrollcsoportél valo, ** (p<0,001) jellel a
rotenon+PACAP csoport kontroll csoporttol valo szignifikans eltérését jeloltiik. A
patkany mintak esetében * (p<0,01) jellel a 6-OHDA csoport kontroll, illetve 6-
OHDA+PACAP csoportokto! valo szignifikans eltérését jeloltiik.
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Az A panel mutatja a kvantitativ meghatdrozashoz hasznalt kalibracidés gorbét, a B

c s ey

toxin (6-OHDA, rotenon) hatasara a fehérje mennyisége szignifikansan csokkent.

Azonban a PACAP csak a gerinces modell esetében volt képes e csokkenés kivédésére.
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Megbeszélés

Agyi fehérje osszetétel vizsgalata

Elséként végeztiink tomegspektrometriara épiilé proteomikai elemzést PACAP
KO egereken. A vizsgalatokkal a korabbi tanulmanyokbol ismert és megfigyelt
jelenségekre probaltunk magyarazatot keresni. Megfigyelték, hogy ha a PACAP KO
egereket valamilyen kéros behatas éri, példaul hipoxia/ischémia, trauma vagy
valamilyen toxikus behatds, nagyobb sériilést szenvednek el, mint az endogén PACAP-
ot tartalmaz6 egerek. Ez bebizonyosodott tobb kisérletes modellben is, példaul
autoimmun encephalomyelitis (Tan és mtsai. 2009), agyi ischémia (Ohtaki és mtsai.
2006), retina ischémia, €s retina excitotoxicitas (Endo és mtsai. 2011, Szabadfi és mtsai.
2012). Ezenkiviil az endogén PACAP-ot nem tartalmazd egerekben csokkent
regeneracids képességet figyeltek meg a gerincveld és periférids idegek sériilésekor
(Armstrong és mtsai. 2008; Tsuchikawa és mtsai. 2012). Ezen eredmények azt
sugalljak, hogy a hattérben kell allnia olyan biokémiai valtozasoknak, amelyek képesek
kompenzalni e hatasokat PACAP hianyaban, abban az esetben, ha nem éri kiilonosebb
stressz hatas az allatokat. Azonban, e kompenzal6 hatdsok nem elegenddek a stressz
hatasok, sériilések altal kivaltott folyamatok kivédésére és a cellularis védelem

fenntartasara.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a PACAP-hianyos egerekben vannak olyan
fehérjék, amelyek kisebb, masok pedig nagyobb mennyiségben vannak jelen a KO
egerekben. A két egér populacié kozott olyan fehérjékben talaltunk mennyiségi
kiilonbségeket, amelyek szerepet jatszanak az oxidativ stressz kivédésében és az
antioxidans kapacitds fenntartdsdban (peptidilprolil izomeraz A, glutation S-
transzferdz). E fehérjéknek csokkent szintjét detektaltuk a PACAP knockout egerekben.
A Peptidilprolil izomeraz A (PPlase), példaul kulcsszerepet jatszik a hé-sokk fehérjék
altal indukalta stressz valaszban. A Glutation S-transzferaz fontos a detoxifikacioban és
a mar emlitett antioxidans kapacitas fenntartdsdban. Ezek az eredmények Osszhangban
vannak azon korabbi megfigyelésekkel, amelyek azt mutattak, hogy a PACAP-hianyos
egerekben fokozott oxidativ stressz hatasra emelkedett malondialdehid-, illetve
csokkent glutation és szuperoxid-dizmutdz szint figyelhetd meg (Ferencz és mitsai.
2010a, b). Tovabba, mig fiatal korban a PACAP knockout és a vad tipust
egérpopulédcidk szérum antioxidans kapacitasa és a szérum reaktiv szabadgyok szintje

kozott nem figyelhetd meg kiilonbség, 1dds egerek Osszehasonlitasanal csokkent
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antioxidans kapacitast és fokozott reaktiv szabadgyok termelddés figyelhetdé meg a
génhianyos allatokban (Ohtaki és mtsai. 2010). Egy nemrég késziilt tanulmanyban
megvizsgaltadk a PACAP indukalta valtozasokat agyi ischémiaban (Hori és mtsai. 2012).
A kutatok az antioxidans hatdsi molekuldk szintjének emelkedését figyelték meg
PACAP kezelés hatasara. Egy kordbbi tanulmanyban PACAP kezelés alkalmazasat
kovetden a ho-sokk fehérje-27 expresszidjanak emelkedését, mig a neurotoxikus hdsokk
fehérjék expresszidjanak csokkenését figyelték meg (Lebon ¢és mtsai. 2006). Ezen
proteomikai eredmények részben molekularis magyarazatot szolgaltathatnak a PACAP-
hianyos egerek novekedett sebezhetdségére és az Oregedés fokozott mértékére és e
soran bekdvetkezett valtozasok felgyorsuldsara. Osszeségében a fehérjék e csoportjat
vizsgalva elmondhatjuk, hogy az endogén PACAP egy fontos agens lehet az oxidativ

stressz kivédésére szolgald mechanizmusok megfeleld miikodéséhez.

A fehérjék egy masik csoportja, amelyben jelentds kiilonbségeket talaltunk a két
populacid agyi fehérje Osszetételében, a glikolitikus enzimek csoportjaba tartoznak.
Malat-dehidrogenaz 1, enolaz 2, aldolaz 1, foszfoglicerat-mutaz 1 (PGM) és piruvat-
kindz (PK) szintjének csokkenését, mig az ATP szintdz szintjének emelkedését
figyeltik meg. Hasonldéan az oxidativ stressz markerekhez, a glikolitikus enzimek
valtozasai is 0sszhangban allnak a Hori munkacsoportja altali megfigyelésekkel (Hori
¢s mtsai. 2012), hogy az exogén PACAP befolyasolja a glikolizisben szerepet jatszo
enzimeket és a PACAP kezelés pozitivan hathat az energia homeosztazis fenntartasara
¢s védelmet biztosithat az ischémids sériilésekben. Ezen eredmények és jelen
megfigyeléseink megerdsitik, hogy az endogén PACAP sziikséges a megfeleld
energiahaztartas fenntartasahoz. Ennek a szabalyozasi mechanizmusnak hianyaban
zavar 4ll fenn az energia egyensulyban és igy sebezhetové valik a szervezet az artalmas
ingerekre (hipoxia, ischémia, oregedés, toxinok, neurodegenerativ korképek). Ezek az
eredmények Osszhangban allnak azzal a tanulmannyal, amelyben arrdl szamoltak be,
hogy ennek az enzimatikus gépezetnek a stimuldldsa neuroprotektiv hatissal van a

hipoxia allapotaban (Zaman €s mtsai. 1999).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a PACAP-hianyos allatokban az ATP-szintaz
szint emelkedése egy kompenzaciés mechanizmus eredménye lehet, mely a sériilt
energia egyensuly kompenzdlasdra szolgal intakt vagy stresszmentes koriilmények
kozott. Ez korabbi tanulmanyok megfigyeléseivel is 6sszhangban all (Ohtaki és mtsai.

2010), amelyekben mar leirtak, hogy ehhez hasonldé kompenzald6 mechanizmusokat
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megfigyeltek fiatal knockout egerekben oxidativ stressz kivaltasakor (csokkent reaktiv-
oxidativ metabolit szintek ¢és emelkedett antioxidans kapacitas), viszont ezt a
mechanizmust iddskori egyedekben nem figyelték meg. Talaltunk néhany olyan
kiilonbséget a fehérje 0sszetételben, amelyeket strukturalis fehérjék és a vérképzésben
résztvevld fehérjék okoznak, ezen kiilonbségek pontos értelmezése még tovabbi

vizsgélatok targyat képezi.

A kompenzaciés mechanizmusok a PACAP knockout allatok esetében még nem
teljesen vildgosak. Szamos kisérletet tettek a PACAP hianyaban jelentkezd
kompenzaciés mechanizmusok tisztazésara. Az elso ilyen jellegli vizsgéalatokban nem
talaltak eltéréseket a monoaminerg neurotranszmitter rendszerben (Ogawa és mtsai.
2005). Azt feltételezték, hogy a kompenzacids mechanizmusok a VIP csalad egyéb
tagjaihoz kothetok, mivel e peptidek allnak legkozelebb a PACAP-hoz a szerkezeti
homoldégiat tekintve. Annak ellenére, hogy ez az elméleti lehetdség fennallt, az agyban
nem talaltak ilyen kompenzalé mechanizmusokat a VIP expresszigjat vizsgalva (Girard
¢s mtsai. 2006). Ezért még mindig nem ismert, hogy milyen mechanizmus kompenzalja
az endogén PACAP hidnyat. Leglijabb tanulmanyok szerint példaul a kélcium kotd
fehérjék is eltérd expressziot mutatnak a belsé flilben, ami ugyancsak fokozott védelmet
nyujthat karos behatasokkal szemben (Németh és mtsai. 2014). Igy valészinii, hogy egy
Osszetetteb kompenzaciés mechanizmus van jelen, tobb fehérje is eltér6 moddon
expresszalodik, melynek szerepe lehet a felbomlott energiahaztartds kompenzalasaban.

Ennek a része lehet az altalunk leirt ATP szintaz emelkedés is.

Lokalis agyi fehérje eloszlas vizsgalata IMS felhasznalasaval

A molekuldk térbeli eloszlasa egy plusz informaciot hordoz a pontos biologiai
mechanizmusok tisztazasaban. A képalkotd tomegspektrometria 1j, fejlédésben és
elterjedésben 1évd tomegspektrometrids technikanak szamit még napjainkban. Az IMS
technika egy jeldlésmentes mérést tesz lehetévé, azonban a metodikai limitdciok miatt
csak nagy atgondolds mellett alkalmazhato, kiegészitésként pedig szerkezet igazold és

megerdsitd vizsgalatok sziikségesek. Erre a célra nanoLC-MS méréseket végeztiink.

Az IMS eredményeket nagymértékben meghatarozza és kritikus 1épésnek szamit a
matrix felvitel. Erre sajat késziiléket fejlesztettiink ki, amely biztositja a matrix

megfeleld homogén felvitelét, valamint a kellden nagy spektralis felbontast. A
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mérésmindségét meghatarozd munkafolyamatrol van szo, ugyanis a mérés a szovet
roncsoldsa nélkiil torténik, mert az ionizacidhoz alkalmazott 1ézer csak a matrixréteget
parologtatja el a szovetfeliiletérél. igy csak azok a fehérjék mérhetSk, amelyeket
sikeriilt extrahdlni a szdveti struktirabol. Ezért érthetd, hogy a jo extrakcidhoz sok
matrixoldatot kellene a szovetlinkre felvinni, viszont minél tobb folyadékot visziink a
szovetre, anndl inkabb romlik a térbeli felbontdsunk. Emiatt egy koztes megoldast kell
alkalmaznunk: nem tudjuk egy Iépésben az extrakciot végrehajtani, hanem tobb szaz
martixfelvitel-extrakcio-matrixbeszaritas ciklust kell ismételniink. Amennyiben ezt a
megoldast valasztjuk, egy viszonylag jo extrakciot és térbeli felbontast is el tudunk érni,
de csak egy meghatarozott fehérjeméretig, amely 25 000 Da-t jelent. Ma ez jelenti a
technika hatarat, ugyanis ezidaig nem sikeriilt megoldani a nagyobb fehérjék szoveti
struktirabol valo extrahalasat. Torténtek erre irdnyuld probalkozasok, példaul ultrahang
segitette extrakcid. Azonban igy sem sikeriilt az extrakciot fokozni a térbeli felbontas

megtartasa mellett.

Egyéb limitacidja ezen technikanak, hogy a molekuldk szerkezetazonositésa,
igazolds még nem megoldott, ugyanis az MS mérés soran kapott anyaionokat
fragmentaldssal igazolnunk kellene. Erre azonban nincs lehetdségilink, mert a mérés
soran a matrixréteget teljes mértékben eltavolitjuk a szovet feliiletérdl, igy fizikailag
nem mérhetd Gjbol a minta, tehat vagy jboli matrixfelvitellel vagy csak masik minta
mérésével készithetd megerdsitd fragmentacid. Fehérje-szerkezetigazolas két mddon
elképzelheté: Az els6 a Bottom up technika alkalmazésa, tripszines emésztést kell
végrehajtanunk a szoveten. Ebben az irdnyban is torténtek mérések az irodalomban,
azonban hatalmas mennyiségii emésztéenzimet kell a szovetre feljuttatni, amelynek
komoly anyagi vonzatai vannak. A szoveten vald emésztés egyik problémaja, hogy a
térbeli felbontds megtartdsa még nehezebb feladat. Amennyiben ez sikeriilne is, a
kovetkezd probléma, hogy ahol az emésztd enzim talalkozik a szovettel, az Gsszes jelen
1év6 fehérjét elkezdi emészteni. Igy egy tobb tiz-szaz fehérjébdl szarmazd peptid
keveréket fogunk latni a mérés soran, amelybdl a fehérje azonositds gyakorlatilag
lehetetlen feladat. A masik lehet6ség fehérje-szerkezet igazolasra, hogy Top Down
fragmentaciot alkalmazhatunk, példaul ETD fragmentacios cellaval, de ehhez is meg
kellene oldanunk a nagyobb fehérjék extrakcidjat, azonban sajnos ilyen fragmentacios

cellaval ellatott képalkotasra alkalmas tomegspektrométerrel nem rendelkeztiink.
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szinuklein fehérje csokkent jelenlétét, azonban az alfa-szinuklein fehérje mindkét
populaciéban kozel azonos mennyiségben volt megtalalhatd. A szinuklein fehérje
csalad biologiai szerepe ¢és lokalis eléfordulasa 1988-ban Maroteaux altal kertilt
publikalasra (Maroteaux és mtsai. 1988). Az alfa- és béta-szinuklein fehérjék
megjelenését az agykéreg-, hippokampusz-, talamusz-, kiagyi régiokban irtak le, a
neuronok preszinaptikus oldalan (Iwai és mtsai. 1995, Nakajo és mtsai. 1994). Azota
tobb neurodegenerativ betegségben leirtdk szerepiiket, tobbek kozott az Alzheimer-
kérban és a Parkinson-korban. A Parkinson-kor kialakuldsdban és stlyossaganak
lefolyasaban fontos szerepet jatszanak a Lewy testek, melyek abnormalis fehérje
aggregdtumok. A béta-szinuklein szerepet jatszik a Lewy testeket kialakitd alfa-
tanulmanyokban jol definialt hatasmechanizmust allapitottak meg a béta-szinuklein
neuroprotektiv  hatdsa  hatterében, ezeket rotenon ¢és 6-OHDA  indukalta
neurodegeneracidos modellekben irtdk le. A béta-szinuklein és az Akt kozott kialakulo
direkt kapcsolat hatasara az Akt jelatviteli ut emelkedett miikodését figyelték meg
(Hashimoto és mtsai. 2004). Ezen megfigyelések jol magyarazzak a neuroprotektiv
hatas kialakulasat. A fenti példakbol jol latszik, hogy amennyiben a PACAP hidnya a
béta-szinuklein fehérje megjelenését csokkenti, fontos védekez6 mechanizmusok
sériilhetnek, amellyel a neurodegenerativ korképek kialakuldsanak esélye

nagymeértékben novekedhet.

Eredményeinkbdl a PACAP Parkinson-korban betoltott lehetséges védohatasara
kovetkeztetiink, ezért vizsgalatainkat ennek a betegségnek az 4llatmodelljében
folytattuk. Ebben a modellben vizsgaltuk a PACAP KO egereket és megfigyeltiik, hogy
a tlinetek joval sulyosabban jelentkeztek (Regl6di és mtsai. 2014). Azonban neheziti az
egér modell alkalmazasat, hogy a viselkedési vizsgalatok nem megfeleléen miikodtek a
modellben, ezért a tovabbiakban patkany allatmodellben folytattuk a PACAP Parkinson

korban kifejtett hatasanak vizsgalatat.

Parkinson kér modell

A Parkinson kor patomechanizmusaban tobb lehetséges kivaltd ok szerepe
feltételezhetd: példaul az oxidativ stressz, mitokondridlis kdrosodds, excitotoxikus
folyamatok és a genetikai hattér (Gardian és mtsai. 2010). Az oxidativ stressz elleni

védekezeést egy komplex enzimatikus rendszer végzi (kataldz, peroxidaz stb.), amely
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kiegésziil tobb nem enzimatikus elemmel is, ezeket nevezik ,,scavanger” anyagoknak
(glutation, E-vitamin, C-vitamin, transferrin, ferritin). A PACAP-nak komoly szerepet
tulajdonithatunk az antioxidans kapacitas fenntartdsaban, ahogy az agyi fehérje
Osszetétel  vizsgalatanal lattuk PACAP  knockout allatokon. A PACAP
neurodegeneracios modellekben a PACI1 receptoron keresztiil egy komplex
neuroprotektiv hatast fejt ki. Stimuladlja a BDNF/CREB jelatviteli utvonalat, ezzel
csokkenti a kaszpaz-3 szintet és a neuronalis apoptozist (Brown és mtsai. 2013).
Hat4dsara megfigyelhetdé a neurotrofikus utvonalak fokozott miikddése, amely
neurodegeneracioban szintén ptotektiv hatas. A masik jelentds jelatviteli at, amelyen
keresztiil a PACAP hatast fejthet ki neurodegeneracidé sordn, az Akt foszforilacios
utvonal (Racz ¢és mitsai. 2007). Valoszintsitjiik, hogy a PACAP indukalta Akt
foszforilacionak is szerepe lehet a béta-szinukleinhez hasonlé neuroprotektiv hatas

kifejtésében, amely a Parkinson-korban jelentés neuroprotektiv hatast fejthet ki.

Els6 1épésként elvégeztiik a Parkinson-kor kialakulasért felelés substantia nigra
dopaminszint csokkenésének vizsgalatat. A korra jellemzOé dopamin szint csokkenés
teljes kialakulasat a vizsgalatok alapjan a 3. és 7. nap kozotti idépontban figyeltiik meg,
ez az irodalommal jol korrelal (Anastasia és mtsai. 2009). A tovabbiakban a miitét utani
7. napon vizsgaltuk az allatokat, amikorra a dopamin szint csokkenés mar betegséget
kivalté szintre csokkent, ezért a PACAP kezelt allatokat is a 7. napon vizsgaltuk.
Megfigyeltiik, hogy mind a 6-OHDA, mind a rotenon indukalta PD modellben a
dopamin és a szerotonin monoaminok szintje szignifikansan csokkent a kontroll
csoportokhoz képest. Azoknal a csoportoknal, amelyek kaptak PACAP kezelést, a
PACAP képes volt ellenstilyozni a toxinok karositd hatidsat a dopaminerg rendszert
tekintve, mivel megakadalyozta dopamin csokkenést mindkét modell esetében. Ez a
megfigyelés magyardzza részben azt, hogy korabbi patkdnyban végzett tanulmanyokban
egyes Parkinson kor modellben jellegzetes magatartasjelek egyaltalin nem voltak
megfigyelhetdk (pl. hipokinézia) vagy sokkal kordbban mutattak javulast PACAP
kezelés hatasara, mint a kontroll allatok esetében (Reglddi és mtsai 2004, 2011). Ezzel
az adattal kiegészitve mar teljesebb képet kaphatunk arrdl, hogy a PACAP
neuroprotektiv hatdsa hogyan javitja a tlineteket, hiszen a stlyos dopaminszint
csokkenés megakadalyozasdval csokkenthetdé az akut klinikai tiinetek sulyossaga
amellett, hogy a kronikus tiineteket is javitja illetve a PACAP neuroprotektiv hatasa

kovetkeztében kevesebb sejt pusztul el. Eredményeink igy Osszhangban vannak a
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korabbi megfigyelésekkel, kiegészitik azokat és tovabbi adattal szolgdlnak a

neuroprotektiv hatdsmechanizmus megértéséhez neuroprotektiv betegségekben

Az agyi szerotonin koncentraciokat vizsgalva elmondhatjuk, hogy a PACAP
kezelés hatdsara nem tapasztaltunk a dopamin szintek vizsgalatanal tapasztaltakhoz
hasonl6 mérsékelt monoamin szinteket. A dopaminerg rendszerhez képest a
szerotoninerg redszer kiilonb6z6 reakcidjanak oka jelenleg még ismeretlen. A
Parkinson-korban az agyi szerotonin rendszer vizsgalatokban, egyes tanulmanyok
szerotonin szint csokkenést, masok emelkedést allapitottak meg. A kordbbi
vizsgalatokban nem allapithaté meg egyértelmii valtozas (Huot és mtsai. 2011). Az alfa-
szinuklein masik Parkinson-korban sulyosbitd szerepet jatszd tulajdonsaga, hogy a
neurotranszmitterként szolgaldé dopaminnal és szerotoninnal stabil aggregatumot képez,
ezzel is csokkentve a mar egyébként is alacsony rendelkezésre 4ll6 dopamin és
szerotonin szintet (Conway és mtsai. 2001, Falsone és mtsai. 2011). A PACAP kezelés
hatdsara a béta-szinuklein altali szerotonin szint csokkenés mérséklésére szamitottunk,
azonban az LC-MS mérésekbdl arra kovetkeztetiink, hogy ez a mechanizmus nincs
jelen. Valoszintsitjiik, hogy a korabban leirt mechanizmussal magyarazhatdo a
szerotonin szint csOkkenése, miszerint a szerotonin gatld szerepet jatszik a dopamin
felszabadulasaban, ezért a szerotonin szint csokkenés egy kompenzaciés mechanizmus
lehet a sériilt dopaminerg rendszer fenntartasahoz (Santiagoa és mtsai. 2014, Kanda és

mtsai. 2008, Suzuki és mtsai. 2009).

A monoaminok metabolizacidjadban résztvevd egyik enzimet, a MAO-B-t
vizsgaltuk, de a csiga mintdkbol nem tudtuk azonositani, csak a patkdny mintakbol.
Egyrészt az irodalomban szdmos helyen megtalalhatd, hogy a gerinctelen
idegrendszerekben nem taldlhatd meg ez az enzim, masrészt azonban ezzel ellentétes
irodalmak is egyarant megtalalhatok. Az elfogadott legijabb allaspont az, ha az enzim
jelen is van, csak nagyon kis szerepe lehet a metabolizmusban (Sloley 2004). Mivel mi
sem tudtuk az enzimet azonositani, ezért a vizsgalatok sordn a COMT enzimre
fokuszaltunk. A mindkét fajban megtaldlhatd metabolizaldé enzim (COMT)
vizsgalatanal hasonld valtozasokat tapasztaltunk a gerinces és a gerinctelen modellek
esetében. A 6-OHDA és rotenon modelekben egyarant megfigyeltiik az S-COMT szint
szignifikans csokkenését, amely PACAP segitségével nem volt visszaallithato.
Ellenben, az MB-COMT szintje szignifikasan ndvekedett a toxinok hatasara, de ez a
hatas PACAP alkalmazéséaval visszafordithato volt. Feltételezziik, hogy az MB-COMT
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novekedett szintje hozzajarult a toxin csoportokban megfigyelt dopaminszint
csokkenéshez. A két enzimforma funkcidja kozott jelentds kiilonbségek vannak: az MB-
COMT elsédleges funkcidja a dopaminerg neurotranszmisszio gatlasa (Roth 1992),
ezért valoszintsitjiik, hogy mind a 6-OHDA patkény, mind rotenon csigamodellekben
parhuzamosan megfigyelt MB-COMT enzimvaltozasok hozzajarulnak a dopaminerg
neurotranszmisszi6 csOkkenéséhez. Mivel az agyban a dopaminszintek legfobb
regulatora a COMT enzim ¢és szoros Osszefliggésben allhat a viselkedési és kognitiv

folyamatok megjelenésében (Tunbridge és mtsai. 2007).

A gerinctelen modellben megfigyeltiik, hogy a csak PACAP kezelt csoportban az
egyedek elhullasa nem kiilonbozott a kezelést nem kapott kontroll allatokétol. A csak
rotenon kezelést kapott csigak a 12 napos kezelés végére teljes mértékben elpusztultak,
mig a rotenontPACAP kezelt allatok 50%-a életben maradt. Ez a megfigyelés
alatamasztja a PACAP neurodegeneracidos modellekben kifejtett neuroprotektiv hatasat.
Ezen kiviil megfigyeltiik, hogy a 3-8. napig a rotenon+PACAP kezelt allatok nagyobb
aranyban halnak el, mint a csak rotenon kezelést kapott csigak. Valoszintsitjiik, hogy a
rotenon+PACAP kezelés egy kronikus (kisebb mértékii) stressz reakciot valt ki, amely a
kezelés elso pillanatatol kezdve jelen van, ezért folyamatos az egyedek elhullasa. Ezzel
szemben a rotenon kezelés egy akut valaszt (nagyobb mértékit) valt ki, amely ellen
beindulnak kompenzalé6 mechanizmusok, de ezek a 8. napra kimeriilnek €s utana joval

nagyobb stresszként jelentkezik, ezért az egyedek elhulldsa felgyorsul.

A nanoLC-MS vizsgalatok soran 95 fehérjét azonositottuk, azonban csak egy
fehérje esetében taldltunk kiilonbséget a csoportok kozott, ez a fehérje a PARK7/DJ-1
fehérje volt. A PARK7/DJ-1 fehérje C56 peptidaz fehérjecsalad tagja, az androgén
receptor fliggd transzkripcid pozitiv reguldtora. Redox- érzékeny chaperon fehérjék
kozé tartozik, valamint oxidativ stressz érzékeld funkciot 14t el. Korabbi tanulményok 3
lehetséges hatdsmechanizmust allapitottak meg, amelyeken keresztiil a DJ-1 fehérje
neuroprotektiv hatast képes kifejteni. Egyrészt a DJ-1 fehérje stabilizalja a NRF2
fehérjét, amely egy transzkripcios faktor €s a sejtszintii antioxidas védekezd rendszer
legfobb szabalyozdja és ezéltal az oxidativ stressz altali sejtelhalast meggatolja, ezzel
gatolva a Parkinson-kor kialakulasat (Clements és mtsai. 2006). Masrészt a DJ-1 gatolja
a fehérje-asszocialt splicing faktort (PSF), amelynek normal esetben transzkripcid

csendesitd hatasa van ¢€s ezzel fokozza a neurondlis apoptdzist. Harmadrészt a mutans
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alfa-szinuklein aggregaciot gatolja, ezaltal nem tudnak a kor kialakitdsaban nagy

szerepet jatszo Lewy testek kialakulni (Xu és mtsai. 2005).

NRF2 Neuroprotektiv hatas

PSF

alfa—szinukleinH Lewy test ]
csokkenti

[ PARK7/DJ-1 fehérje

24. abra A PARKT7/DJ-1 fehérje neuroprotektiv hatasmechanizmusait mutatja.

Az ELISA mérések soran a PARK7/DJ-1 fehérje csokkent koncentracioban volt
jelen a 6-OHDA ¢és a rotenon kezelt csoportokban a kontroll csoportokhoz képest. A
gerinces modellben a kontrollhoz képest a PACAP csoportndl is azonos mennyiségben
detektaltuk a PARK7/DJ-1 fehérjét, azonban a gerinctelen modellben ezt a véd6hatast
nem tapasztaltuk. Feltételezziik, hogy a védOhatas elmaradasa az alkalmazott toxinok

kozti kiilonbségbdl vagy kiilonbozo jelatviteli utak aktivalasabol adodott.

Osszességében megallapitottuk, hogy a PACAP neurodegeneraciés modellekben
kifejtett neuroprotektiv hatasa 6sszefiiggésben all a neurotranszmitter monoamin szintek
valtozasaival. Elmondhatd, hogy a PACAP hatdsara olyan evoluciosan konzervalt
molekuléris €s sejtes mechanizmusok indulnak el, amelyek hatasara neuroprotektiv
hatdsok jelentkeznek. A neurotranszmitter monoaminok és a metabolizalé enzimek
szintjén azonos valtozasok figyelhetdek meg mind a gerinces, mind a gerinctelen
neurodegeneracios modellben, azonban ez a PARK7/DJ-1 fehérjét vizsgalva nem
mondhato el. Megallapitottuk, hogy a PACAP- PARK7/DJ-1 fehérje jelatviteli
kapcsolat csak a gerinces modell esetében vizsgalhatd. Megallapitottuk, hogy a
gerinctelen rotenon modell a neurodegeneracios Parkinson kor néhany tiinetét sikeresen
modellezi és alternativat kinal a PACAP védéhatas molekularis mechanizmusainak

tanulmanyozasara.
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Uj tudomanyos eredmények

- Elvégeztik a PACAP gént tartalmazd ¢és az endogén PACAP gént nem

tartalmaz6 egerek agyi fehérjedsszetételének feltérképezését

- Sikeriilt néhadny olyan fehérjeszintli valtozast azonositanunk, amelyek
segitségével részben magyarazhatok a PACAP-hianyos egerek novekedett
sebezhetdsége és az oregedés fokozott mértéke. Ilyenek voltak a glikolitikus enzimek,
az antioxidans kapacitas fenntartdsdban, valamint az oxidativ stressz elleni védelemben
szerepet jatsz6 enzimek. Ramutattunk az esetlegesen fendlldo kompenzalod

mechanizmusok jelenlétére, mint példaul az emelkedett ATP szintaz szint

- MALDI IMS technika segitségével megallapitottuk a béta-szinuklein fehérje
csokkent jelenlétét a PACAP KO allatokban, ismertettiik a lehetséges PACAP-béta-

szinuklein kapcsolat protektiv hatasait

- Megallapitottuk, hogy a gerinctelen allatok esetében hasznalt rotenon indukalta
neurodegeneraciés modell monoamin ¢és enzim szinten hasonléan alkalmas a
molekularis vizsgalatok elvégzésére, mint a 6-OHDA indukalta neurodegeneracios

modell a gerinces allatok esetében.

- lgazoltuk, hogy a korabban ko6zolt PACAP neurodegeneraciés modellekben
kifejtett neuroprotektiv hatdsa korrelaltathatd a neurotranszmitterek mennyiségi

valtozasaval

- Megvizsgaltuk a dopamin metabolizald enzimek mennyiségi valtozasait,
valamint megallapitottuk, hogy a MAO-B enzim a Lymnea stagnalis-ban nincs jelents

mennyiségben jelen, igy a dopamin metabolizmusaban sem jatszik jelentOs szerepet.
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- Proteomikai elemzést végeztiink a gerinces modellben és megallapitottuk, hogy
csak a DJ-1 fehérje esetében allapithaté meg mennyiségi kiilonbség a kezelési csoportok

kozott.

- Els6ként vizsgaltuk a PARK7/DJ-1 fehérje — PACAP kapcsolatot. ,,Szendvics”
ELISA méréssel megallapitottuk a PARK7/DJ-1 fehérje pontos mennyiségi valtozasat a
modellekben. Elsoéként igazoltuk a PARK7/DJ-1 fehérje Lymnaea stagnalis-ban vald

jelenlétét.

- Réamutattunk a szerotonin szint valtozdsdnak egy lehetséges magyardzatara,
miszerint a szerotonin gatldo szerepet jatszik a dopamin felszabadulasaban, ezért a
szerotonin szint csokkenés egy kompenzéacidos mechanizmus lehet a sériilt dopaminerg

rendszer fenntartdsdhoz
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