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Bevezetés

A hipofizis adenilat ciklaz aktivald polipeptidet (pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide; PACAP) 1989-ben izolaltak elészor birka hipotalamuszboél, nevét a hipofizisben
kifejtett adenilat ciklaz enzim aktivald hatasar6l kapta. Az emlds szervezetben eléforduld
PACAP kozel 90%-4t a 38 aminosavbol felépiil6 PACAP38 forma teszi ki, mig a 27
aminosavas forma csak kisebb mennyiségben van jelen. A PACAP a kozponti
idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a hipotalamuszban mutathaté ki, de tobb
agyrégioban is taldlhatdak PACAP tartalmu sejtek. Az is jol ismert, hogy a PACAP része a
cellularis védelmi rendszernek. Mind az exogén, mind az endogén PACAP neuroprotektiv
hatast fejt ki. Citoprotektiv hatdsait egy Osszetett mechanizmus segitségével éri el:
antiapoptotikus, antioxidans és antiinflammatorikus hatasa is van. Az apoptozis soran gatolja
a proapoptotikus faktorokat, mig serkenti az antiapoptotikus folyamatokat, tobbek kozott.
Szamos sejtvonalon (PC12, szemcsesej, kolinerg neuron, hatsé gyoki ganglionsej) leirtak
antiapoptotikus ¢€s sejttulélést eldsegitd hatasait. Védo hatdsarél beszamoltak glutamat
toxicitassal szemben retina sejtekben beta-amiloid protein, 6-hidroxi-dopamin (6-OHDA), in
vitro hipoxia és emelkedett Ca?* szint okozta sejtkarosodassal szemben is.

A vizsgalatokhoz hasznalt PACAP KO egérpopulacié egyedein mar fiatal korban is az
oregedés jelei mutatkoznak, valamint ndvekedett érzékenységet mutatnak a kiilsé stressz
hatasokkal szemben. Néhany lehetséges biokémiai folyamatot leirtak, amelyek ezen
jelenségek hatterében allhatnak, azonban nagyon keveset lehet tudni a folyamatok atfogo
molekularis hatterérél. Ennek a felderitésnek elsé 1épése a kvalitativ és kvantitativ
fehérjedsszetétel, illetve a folyamatban szerepet jatszo fehérjevaltozdsok 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 kozottik létezd kvantitativ kiilonbségek felderitését és
magyardzatat. Gél-elvalasztdson alapuld MALDI TOF/TOF nagy ateresztoképességii
rendszeren végeztiik vizsgalatainkat. A molekularis fehérje-Osszetétel vizsgalatdn tul
kivancsiak voltunk a fehérjék lokalis eloszlasara is. Erre a célra kivaloan alkalmas a képalkoto
tomegspektrometria, amely manapsag még egy elterjedében 1évd technikdnak szamit. A
technika kiforratlansdga miatt eredményeinket a mar rutinszertien alkalmazott és elfogadott
technikanak szamité LC-MS technikéval kivantuk megerdsiteni.

A Parkinson-kor egy progressziv jellegii, neurodegenerativ korkép, melyben a substantia
nigra pars compacta teriiletén a dopaminerg neuronok pusztulasa és a nigrostriatalis
palyarendszer degeneracidja okozzdk a biokémiai jelatviteli rendszer atviteli zavarait.
Munkacsoportunk mar korabban is vizsgalta a PACAP hatasat gerinces neurodegeneracios
modellekben. Megfigyeltiik, hogy a neurotoxikus 1ézi6 el6tt 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 sulyos
hypoaktivitasi jeleket, és az aszimmetrikus tiineteik is szignifikansan gyorsabban javulnak,
mint a kontroll csoportban.

Szamos modell sikeresen reprodukalja a kor néhdny jellemzd tiinetét. A Parkinson kor
kivaltasa kisérletes koriilmények kozott lehetséges példaul az inszekticid rotenon (mely egy
mitokondrialis toxin) és az oxidativ stressz kivaltasdra alkalmas 6-OHDA segitségével.
Megallapitottak, hogy az ismételt rotenon kezelés a gerincesek Parkinson-kor tiineteihez
hasonl6 tiineteket valt ki a gerinctelenekben. Rotenon kezelés hatdsara a tirozin-hidroxilaz
immunreaktivitidsa csokken az 6rids dopaminerg neuronban (RPeD1), amely az egyik 6



dopamin-termeld sejt a csigak kozponti idegrendszerében. Ez a megfigyelés megerdsiti, hogy
a rotenon hat a dopaminerg rendszerre gerinctelen neurodegeneraciés modellekben is. A
kozponti idegrendszer dopamin tartalménak csokkenése progressziv és irreverzibilis mozgas
¢és étvagy csokkenést, valamint élettartam rovidiilést eredményez. A gerinctelen modellek
hasznalhatosaga gyakran megkérdGjelezheté, mivel a gerinctelen idegrendszer
neuroanatomidja jelentésen eltér a gerinces szervezetektdl. Azonban molekularis és sejt
szinten az élettani folyamatokban szamos hasonldésag van jelen a gerinctelen és a gerinces
idegrendszerekben ¢és a modellek hasonld miikdodést mutatnak. A puhatestli idegrendszerek
egyedi eszkOzt nyujtanak a sejtszinti események farmakoldgiai  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 tanulmanyozott neurotranszmittere, az Osszes jelentds allattorzset
figyelembe véve. A masik jelentds monoamin a kdzponti idegrendszerben a szerotonin (SHT).
A puhatestiiek idegrendszerében ¢és a szivizomzatdban is a dopamin és a szerotonin a
legnagyobb mennyiségben jelen 1évé monoaminok, koncentracidjuk péar pg-tol 30-40
ng/gramm nedves szovet koncentracidig terjed. Ujabban az a feltételezés is beigazoldodni
latszik, hogy a szerotonin kdzvetitette neurotranszmisszi6 is megvaltozik Parkinson-korban és
feltételezik, hogy a kiillonb6z6é szerotonin receptor altipusoknak is szerepe lehet a betegség

crer

Célkituzések

- Els6 1épésben a PACAP KO ¢és PACAP gént tartalmazd egerek agyi fehérje Osszetétel
vizsgalatat kivantuk elvégezni SDS PAGE-n alapulo6 MALDI TOF/TOF tomegspektrometrias
fehérje azonositassal.

- Célul thztik ki, hogy a detektalhato fehérje Osszetételbeli kiillonbségeket figyelembe véve
tovabbi PACAP-hoz kothet hatdsmechanizmusokat keressiink.

- Célunk volt tovabba a fehérjék lokalizaciojat 6sszehasonlitani a PACAP gént tartalmazo6 és a
nem tartalmazé csoportok kozott.

- Kivancsiak voltunk arra, hogy a PACAP-hoz kéthetd neuroprotektiv hatasok az evolicios
fejlddés soran konzervalt hatasként megfigyelhetdek-e, ezért az Osszehasonlitashoz
gerinctelen modellallatként nagy mocsari csigat (Lymnaea stagnalis), mig gerinces
modellallatként Wistar patkanyt alkalmaztunk

- Céelul thztik ki annak a vizsgalatat, hogy a PACAP hatassal van-e a gerinces és gerinctelen
szervezetekben a kdzponti idegrendszer monoamin (DA, SHT) szintjének valtozasara.

- Vizsgalni kivantuk a Parkinson-kér kialakuldsa sordn milyen fehérje szinti valtozasok
vannak jelen a kozponti idegrendszerben.

- Végezetill, 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 végeztik a kiilonbozo
mitokondrialis toxinokkal kivaltott neurodegeneracios (Parkinson-kor) modellekben.



Vizsgalati modszerek

Agyi feheérje osszetétel vizsgalata

Az agyi fehérjeprofil meghatarozasahoz vad tipust (PACAP+/+, n=5) és homozigota KO
(PACAP-/-, n=5) egeret hasznaltunk fel. A vad tipust és a PACAP KO allatok agyat isofluran
anesztéziaban tavolitottuk el. Az agymintakbol a kovetkezd 5 régiot preparaltuk ki: frontalis
kortikalis régid, tempordlis lebeny—dienkefalon komplex, mezenkefalon, hid-nyultveld
komplex, valamint kisagy. Az agymintakat szoveti homogenizatorral homogenizaltuk, majd
sejtfeltarast végeztiink nagy energiaju ultrahangos feltaréval. A feltart mintdkat
centrifugaltuk. A tiszta feliiliszokat uj csébe pipettaztuk at, majd -30°C-0s kloroformot
adtunk a mintdkhoz. A kloroformot a fehérjék kicsapashoz, ill. a nagy mennyiségben
jelenlévd lipidek eltavolitasara alkalmaztuk. A lipidek eltavolitasa sziikséges volt a majdani
tomegspektrometrids ionizalds javitdsara. A kloroformos kétfazisi rendszert néhany
masodpercig nagy sebességgel kevertettiik egy emulzids rendszer eléréséig, hogy megfeleld
érintkezési hatarfeliilet alakuljon ki a kelld mindségli fehérjekicsapas eléréséhez. Kloroform
¢s fehérje mentesitettiik az oldatokat.

Az Agilent 2200 TapeStation rendszerhez tartozd mintafeldolgozasi protokollt kdvettiik a
teljes vizsgalat sordan. A vezérlést és a szemikvantitativ kiértékelést a 2200 TapeStation
rendszerhez tartozo szoftverrel végeztik el.

Az egy- ¢és kétdimenzios SDS-gélelektroforézis fehérje elvalasztashoz a mintakat
homogenizaltuk, (elsé dimenzioként rehidratalt IPG csikon elvégeztiikk az izoelektromos
fokuszalasat) majd poliakrilamid gélben Laemmli moédszere szerint SDS jelenlétében
gélelektroforézist (PAGE) végeztiink. Molekulasuly standardként ProSieveTM QadColorTM
fehérjemarkert alkalmaztunk 4,6-300 kDa kozotti tartomanyban. A gélek festéséhez R-250
Coomassie Brilliant Blue oldatot hasznaltunk. A géleket PharosFXTM kép szkenner
segitségével rogzitettiik és Quantity One, PDQuestTM 2-D analizis szoftverrel elemeztiik. Az
érdekes fehérjesavokat szikepengével kimetszettiik a gélbol, a fehérjéket DDT-vel redukaltuk,
majd ezt kovetden jodacetamid oldattal alkilaltuk. A fehérjéket moddositott tripszinnel
megemésztettilk. A keletkezett triptikus peptideket liofilizaltuk, majd MALDI TOF/TOF
tomegspektrométerrel (Autoflex Speed-Bruker) fehérjeazonositast hajtottunk végre. A
visszaoldott, emésztett fehérjemintakhoz higitott CHCA matrix oldatot adtunk. A
visszazonositashoz reflektron modban PMF-t végeztiink, valamint LID, illetve CID
fragmentaciot hajtottunk végre. A miszer irdnyitasat FlexControl 3.4 szoftverrel végeztiik. A
fehérjéket PMF modszerrel, az egyszeres pozitiv toltésti ionok Swiss-Prot és NCBI
adatbazisokban torténd keresésével végeztiik. A kereséseket MASCOT és Bruker Protein
Scape szerverek segitségével végeztik. A PMF alapjan beazonositott lehetséges fehérjéket
LID és CID fragmentacioval igazoltuk. A felhasznalt azonositott triptikus peptidek koziil
fehérjénként minden esetben minimum haromnak azonositottuk a szekvencidjat. Ezzel
igazoltuk a fehérje tényleges jelenlétét.



Lokalis agyi feherje eloszlas vizsgalata IMS felhasznaldsaval

A lokalis agyi fehérje eloszlas vizsgalatahoz vad tipusit (PACAP+/+, n=3) és homozigdta KO
(PACAP-/-, n=3) egereket hasznaltuk fel. Az allatokat fiziologias sooldattal perfundaltuk,
hogy a vérmaradvanyok ne zavarjak a tomegspektrometrids analizist. A metszés soran parallel
12 mikrométer vastag metszeteket készitettiink a vad tipusu és a PACAP-hianyos allatokbol,
melyeket ,,ITO coated” (Indium-titan-oxid) targylemezekre vettiink fel. Nissl festéssel
ellendriztiik a megfeleld agyi sik elérését. A kéreg, hippokampus és hipotalamusz metszetbol
vettlik fel mintdinkat és ezt a metszetet hasznaltuk a lokalis fehérje-valtozasok
megallapitdsdhoz. Etanol mosassal eltavolitottuk az ionizacidt negativan befolyasold és
nagymennyiségben jelen 1évé lipideket. Az ITO lemezre felvett metszetet haromszor 30
masodpercig aztattuk, majd vakumban gondosan megszaritottunk. Kovetkez6 1épésben a
metszetek CHCA matrixszal fedtiik be, ami a molekularis deszorpciot és ionizaciot segiti eld.
A matrix felvitelére egy, az intézetiinkben fejlesztett automatizalt matrixfelvivé berendezést
hasznaltunk. A mérést Bruker Daltonics Autoflex Speed tomegspektrométerrel végeztik.
Meéréseinket pozitiv modu ionizacidval végeztiik, 5000-25000 Da mérési tartoményban. A
miuszer iranyitasdit Bruker Flex Control 3.4 szoftverrel végeztik, mig az adatok
kiértékeléséhez és a mérési teriilet kijeloléséhez Bruker Flex Imaging 3.0 szoftvert
hasznaltunk. ClinPro Tools 3.1 szoftver segitségével kiilonb6zé statisztikai kiértékelést
végeztiink, ezzel ellendriztiik a kiilonbségnek vélt adatok megbizhatosagat.

Megerdsitd fehérje azonositast végeztiink egydimenziés SDS PAGE-re ¢épiilé nanoLC-MS
méréssel. A mintdkat nanoLC-MS moddszerrel analizaltuk: nanoACQUITY UPLC
kromatografias késziiléket kapcsoltunk nagy érzékenységii CaptiveSpray nanoESI
ionforrassal felszerelt Maxis 4G UHR-Q-TOF tomegspektrométerhez. A mintakat 1,7 pm
szemcseatmérdjii BEH130 C18 analitikai oszlopon (100 pm x 100 mm) vélasztottuk szét. A
triptikus peptideket pozitiv ion modban DDA fragmentaldsi mod hasznalataval szekvenaltuk.
A peptideket 200-2200 Da kozotti tartomanyban detektaltuk. A késziilékek iranyitasat Hystar
(3.2 verzio) és TrapControl (7.1 verzio) szoftvereket hasznaltunk. A mérések kiértekelését
DataAnalysis (4.1 verzio) szoftverrel végeztiik, a fehérjeazonositdshoz sziikséges kereséseket
MASCOT és Bruker Protein Scape szerverek segitségével végeztiik.

Parkinson kér modell

Kisérleti allatként a gerinctelen modellben nagy mocsari csigat (Lymnaea stagnalis)
hasznaltunk. Az allatokat sziirt Balaton-vizzel (18-20 °C) t6ltott nagy taroldtartalyokban
tartottuk csoportonként. A kisérletekhez 3-4 honaposndl nem iddsebb, fiatalnak szamitd
csigakat hasznaltunk. A csigédkat négy csoportra osztottuk, mindegyik csoport 10-10 allatot
tartalmazott. Az elsd csoportban 1évé csigakat sziirt Balaton vizben tartottuk €s nem
injektaltuk semmivel (kontroll csoport). A masodik csoportban olyan csigdk voltak,
amelyeket 10 pg PACAP38-val injektaltunk és sziirt Balaton vizben tartottunk (PACAP-
csoport). A harmadik csoportban 1évd csigdkat fiziologias so oldattal injektaltunk és rotenont
tartalmazo tartalyban tartottuk (rotenon csoport). A negyedik csoportban a csigakat
PACAPS38-val injektaltunk ¢és rotenont tartalmazd tartdlyban tartottuk (rotenon+PACAP
csoport). A monoamin vizsgalatokhoz csoportonként 32-32 allatot hasznaltunk, amelyek 5
napos kezelést kaptak (kontroll, rotenon és rotenon+PACAP csoport).



A gerinces modellben Wistar-patkanyt hasznaltunk kisérleti allatként. Az allatok (n=24) bal
substantia nigrajat aszkorbinsav tartalmt 6-OHDA-nal roncsoltuk. A sztereotaxias mitét ideje
alatt az altatashoz intraperitonealisan beadott pentobarbitalt hasznaltunk. A PACAP kezelés
soran a patkanyok (n=7) PACAP-38-at kaptak a 6-OHDA-os roncsolas el6tt. A PACAP-ot
fiziologias sooldatban oldottuk fel, ¢s Hamilton fecskendd segitségével juttattuk be a
subtantia nigraba. A kontrollként haszndlt allatok (n=4) fizioldgids soéoldatot kaptak, az
ugyanolyan feltételek ¢s behatasok modellezése érdekében.

A csiga mintdk esetében a teljes idegrendszer keriilt prepardlasra, mig a patkdny mintdk
esetében a substantia nigrat tavolitottuk el. Dopamin és szerotonin extrakcidt hajtottunk végre
DTT-t tartalmazdé hangyasavas acetonitril oldatban. A szdvetet homogenizaltuk, majd nagy
energiaji ultrahangos feltdrast végeztink. Ulepités utdn a tiszta feliiliszokat 1j
mikrocentrifugacsébe vittiikk at, a teljes oldoszer mennyiséget eltavolitottuk, majd a
visszaoldott extraktumot autosampler mintatartd iivegekbe vittiik at és monoamin-szint
meghatarozast hajtottunk végre HPLC-MS rendszerrel. A HPLC-MS analizist egy kvaterner
pumpaval, gdzmentesitd egységgel, UV detektorral és oszlop termosztattal felszerelt komplex
Ultimate 3000 mikro HPLC rendszerhez kapcsolt orbitrap analizatoros Q Exactive
tomegspektrométerrel végeztilk. A HPLC-s elvalasztashoz Kinetex PFP (100 mm x 2,1 mm
i.d. szemcseméret 2,6 um) oszlopot hasznaltunk. A tomegspektrométert HESI ionforassal
szerelve hasznaltuk, irdnyitasat, az adatgyljtést és az eredmények kiértékelését Xcalibur 2.2
SP1.48 és Tune 2.1 szoftverekkel végeztiik. A kell6 érzékenység eléréséhez SIM moda mérést
alkalmaztunk, mig a szerkezet igazolashoz fragmentalasi mérési modszert (MS/MS mad)
hasznaltunk. A mennyiségi meghatarozashoz és a szerkezet igazolashoz a kovetkezd
tranzicids 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 statisztikai elemzésekhez IBM SPSS Statistics- 20. verzid szoftvert hasznéaltunk. Az
adatsorok normal eloszlasait Kolmogorov-Smirnov teszttel, a csoportok szorasanak
egyenldséget pedig Levene teszttel vizsgaltuk. Egy-utas ANOVA teszttel és Scheffe és Tukey
vagy Tamhane post hoc teszttel vizsgaltuk a csoportok atlaganak eltérését.

A Western blot vizsgalatokat parhuzamosan csiga €s patkany mintakon is elvégeztiik. Harom
antitestet alkalmaztunk anti-MAO B antitestet, anti-COMT antitestet és a modszerellenérzésre
szolgalo anti-Aktin antitestet. 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 denzitometrids kiértékeléséhez Fiji Image J
szoftvert hasznaltunk.

Proteomikai elemzést végeztiink egydimenzidos SDS PAGE-re épiil6 nanoLC-MS méréssel.
nanoACQUITY UPLC kromatografids késziiléket kapcsoltunk nagy érzékenységii
CaptiveSpray nanoESI ionforrassal felszerelt Amazon SL ioncsapda tomegspektrométerhez.
Az azonositott proteomikai kiilonbséget ,,Szendvics” ELISA méréssel erdsitettiik meg. A
méréshez specialis PARK7/DJ-1 DuoSet ELISA Kittet alkalmaztunk. A kialakult pozitiv
szinreakciét addo immunkomplexeket optikai denzitometrids vizsgalattal elemeztiik.
Mikroplate leolvasoval 450 nm-n analizaltuk a mintdkat. Korrekcids hullimhosszként 550
nm-n végeztiink leolvasasat, hogy a mintatartdtalca feliileti egyenldtlenségeibdl szarmazo
hibékat kikiiszoboljiik.



Eredmények

Agyi feherje osszetétel vizsgalata

A kiilonb6z6é agyrégiok (frontalis lebeny régio, temporalis lebeny—dienkefalon komplex,
mezenkefalon, hid-nyultveld komplex, valamint kisagy) proteomikai profiljanak felallitdsahoz
kezdetben az Agilent 2200 TapeStation egy dimenzids automata gél futtaté rendszert
hasznaltuk. Ezen rendszer alkalmas egy gyors, szemikvantitativ mérés elvégzésére, de
korlatozott felbontassal rendelkezik. Ezen -elektroferogrammok kiértékelésével tudtunk
szemikvantitativ kovetkeztetéseket levonni ¢és kivalasztani az érdekes ¢és jelentds
kiilonbségeket mutato agyrégiokat. Talaltunk két olyan agyrégiot, amelyekben jelentds fehérje
Osszetételbeli kiilonbséget sikeriilt detektalnunk a két populacid dsszehasonlitdsa soran, ezek
voltak a mezenkefalon és a temporalis lebeny-dienkefalon komplex.

Az Agilent rendszer eldnyeit kihaszndlva képesek voltunk egy gyors, egyszerli minta-
elokészitést igényld analizis elvégzésére, amely sordn ki tudtuk valasztani a nagy
kiilonbségeket mutatd régidkat. Azonban a pontos fehérjedsszetétel megallapitdsdhoz a
rendszer limitalt spektralis felbontdsa miatt a késobbiekben a hagyomanyos egydimenzios
SDS-PAGE elvalasztast alkalmaztuk. A mezenkefalon régioknal a f6 kiilonbségek 40-70 kDa
kozotti mérettartomanyban jelentkeztek. Ebben a tartomanyban nyolc fehérje (kb. 39, 40, 45,
47, 50, 55, 60, 70 kDa) mutatott intenzitasbeli kiilonbséget a két populacié kozott. A
temporalis lebeny-dienkefalon komplex esetében 35-55 kDa kozott talaltunk hat olyan
fehérjét (kb. 35, 36, 37, 40, 47, 55 kDa), amely jelentOs intenzitasbeli eltérést mutatott. A
jelentds eltéréseket mutatd fehérjefoltokat a gélbdl vald kivagéas utan 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 €és mennyiségi viszonyok felallitdsdhoz sziikséges volt a
kétdimenzids elvalasztas elvégzése.

A kétdimenzios fehérje elvalasztas lehetdve tette a fehérjék izoelektromos pontja szerinti
elvalasztast 3-10 pH tartomanyban az elsd elvalasztasi dimenzidban, mig a molekulatomeg
szerinti szeparalast 4,6 és 300 kDa tartomanyban a madsodik elvalasztasi dimenzidban.
Mindkét agyi régid esetében a két populaciobol késziilt kétdimenzios géleket pontosan
egymasra vetitettiik és a kiilonbséget mutatd fehérjék kivagasat, tripszines emésztését és
tomegspektrometrids analizisét is elvégeztiik. A tomegspektrometrids fehérje azonositas soran
22 olyan fehérjét azonositottunk, amelyek egyértelmli mindségbeli €s mennyiségbeli
kiilonbséget mutattak a két vizsgalt populacid kozott. +A knockout mintdkban a 22
azonositott fehérjénél 14 esetben taldltunk kisebb koncentraciot a vad tipusu populacidhoz
képest (peptidilprolil izomeraz A, glutation S-transzferaz, malat dehidrogendz 1, enoldz 2,
aldolaz 1, aszpartat aminotranszferaz, leucin-gazdag ismétlodéseket tartalmazo 9 izoforma,
foszfoglicerat mutaz 1, piruvat kinaz, akonitaz-2, hemoglobin béta-1 alegység, albumin 1,
hiszton (H1) domén, szekretin receptor). Négy fehérje esetében (citokrom c¢ oxidaz,
gliceraldehid- 3-foszfat dehidrogenaz, microphthalmia-asszocialt transzkripcios faktor,
neurofaszcin) nem talaltunk jelentds kiilonbséget a két populacié kozott. Négy olyan fehérjét
is talaltunk (ATP szintdz, tubb2 fehérje—tubulin béta-2 lanc, spektrin alfa lanc, vinculin),
amelyek nagyobb koncentracidoban voltak jelen a knockout populacidban a vad tipusthoz
képest.



Lokalis agyi feherje eloszlas vizsgalata -IMS felhasznaldsaval

A képalkotasi vizsgalataink soran Autoflex Speed MALDI TOF/TOF tomegspektrométert
hasznaltunk méréseinkhez. A harom IépcsOs matrixfelviteli eljarasra a kovetkezok miatt van
szlikség: a metszeten egy kellden homogén matrixréteget kell 1étrehozni, mert ha ez a réteg
nem kielégitéen homogén, a feliileti egyenldtlenségek miatt lehetetlenné valik az ionizalt
molekuldk pontos tomegmeghatarozasa, valamint nem biztositott az egységes szoveti
extrakcid. Az inkubacids periodus a matrixfelviteli eljaras egyik kulcslépése, ugyanis ebben a
szakaszban torténik a fehérjemolekulak extrakcigja: a szovetfeliiletbol a felvitt
matrixcseppekbe vald atdiffundalasa. A harmadik, nitrogénes szaritasi periddusban az
immaron extrahalt molekuldkat is tartalmazd matrixcseppek szdrazra paroldsa torténik.
Meghatarozo 1€pés lehet ez is, ugyanis a kovetkezO matrix felviteli periddus eldtt a
cseppméretek minimalizalasa sziikséges, mert a megfeleld térbeli felbontds eléréséhez
kiilonallé minimalis méretli cseppek eldallitasa sziikséges, nem engedhetjiik meg a cseppek
Osszefolyasat. Ha barmely 1épés a harom koziil nem kelléen preciz, nem teljesiil a cseppek
kiilonalld homogén felvitele és a térbeli felbontasunk romlani fog. Tobb matrixfajtat
kiprobaltunk méréseinkhez, a CHCA matrix bizonyult a legmegfelelébbnek fehérje
mérésekhez, ezért a tovabbiakban ezt a matrixtipust hasznaltuk. Méréseinket 5 000 - 25 000
Da kozott végeztik, a kriosztattal tortént paralell metszés sordn egy specidlis ITO
targylemezre metszettiink PACAP knockout és vad tipusu agymetszetet, amely azonos sikbol
szarmaztak, ezzel biztositottuk, hogy metszeteink azonos anatdmiai struktirakat
tartalmazzanak. Ezt sztereotaxias atlasz és Nissl festéssel tortént mikroszkopos vizsgalattal
erdsitettiik meg.

A mérési eredményeket vizsgalva elmondhatjuk, hogy csak kismértékii morfoldgiai
eltéréseket figyeltlink meg, azonban néhany fehérje esetében talaltunk kiilonbséget. A
legjelentdsebb eredményiink, amelyhez bioldgiai jelentdséget is tudtunk kapcsolni a béta-
szinuklein fehérje lokalis eloszlasaban és mennyiségében jelentkezett. A vad tipusti mintaban
joval kiterjedtebb a fehérje jelenléte a knockout mintdhoz képest. A fehérje tényleges
igazolasahoz a jelen agyi sikbol fehérje extrakcidt végeztiink és gélelektroforézis elvalasztast
kovetd nanoLC-MS fehérje azonositast végeztiink a parhuzamos mintdkbol. A fehérje
azonositas soran Osszesen 37 fehérjét azonositottuk vissza, amely az elfogadasi feltételt
(Mascot Score >80) meghaladé keresési biztonsaggal rendelkezik, koztiik a beta-szinukleint
14 043 Da molekulatomeggel, amely jol korrelal az IMS soran mért molekulatomeggel. A
béta-szinukleint csak a vad tipusi mintakbol sikeriilt visszaazonositanunk, a knockout
mintdkban detektalasi limit alatti koncentracioban lehet jelen. A masik fontos fehérje, az alfa-
szinuklein 14 476 Da molekulatomeggel. Ezt a fehérjét mindkét populacidé mintaibol
visszaazonositottuk, a fehérjét alkotd6 harom triptikus peptid nagysagrendileg azonos
intenzitdssal ¢és gorbe alatti teriilettel rendelkeztek, ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy
nagysagrendileg azonos koncentracioban voltak jelen.



Parkinson kér modell

Monoaminok analitikai meghatarozasa

A kvantitativ meghatdrozashoz 5 pontos kalibracids gérbét hasznaltunk, dopamin esetében 56;
111; 556; 834; 1112 pmol/ml koncentracioju standard oldatokat és 122; 305; 610; 1200; 2100
kalibracios pontokra 99,56-99.89 % (12) ko6zott volt MS és MSMS modban is. Modszeriink
kimutatédsi 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
meghatdrozasat MS modban mért pontos molekulatdmeg, valamint az irodalmi fragmentécios
atmenettel megegyezd fragmens molekulatomegazonositasaval végeztik el. A mérési
eredmények kvantitalasat ellenérzésképpen péarhuzamosan MS és MSMS modban is
elvégeztik. A dopamint 1,94 perces retencios idOvel, az anyaion protonalt formajaban
[M+H]" azonositottuk 154,09 m/z értéknél, a protonalt formaju fragmens ionjat [F+H]"
137,06 m/z értéknél. A szerotonint 3,9 perces retencids idével, 177,10 m/z ptrotonalt anyaion
tomeggel [M+H]" és 166,8 m/z protonalt fragmens ion [F+H]" tomeggel azonositottuk.
Ezeken az adatokon alapulnak a tovabbi monoamin koncentracié meghatarozasok mind a
gerinctelen, mind a gerinces modellben.

Gerinctelen modell — Lymnaea stagnalis

A PACAP neuroprotektiv hatasait vizsgéltuk rotenon indukalta gerinctelen Parkinson
modellben. A csigakat 0,5 uM rotenonnal kezeltiik, az egyik csoportot 10 ug PACAP38-al
injektaltuk, amely 100 pl fiziologias so oldatban volt feloldva, a kezelést 12 napon keresztiil
végeztiik. A kezelést tuléld csigak kontroll csoportonként (PACAP nem injektalt és PACAP
injektalt) 10 db és 9 db volt. A fizioldgias sooldat injektalt rotenon tartalmt vizben tartott
csigdk az 5. napon kezdtek elpusztulni és a 12. napra az 0sszes csiga elpusztult. Bar a rotenon
kezelt és PACAP injektalt csigak a kezelés korabbi szakaszaban kezdtek elhullani (3-4. nap),
azonban joval tobb allat élt tal a 12. napra, a populacié 50%-a életben maradt a kezelés
befejeztére.

A kovetkezd kisérletben az 4tlagos monoamin koncentraciokat hatdroztuk meg a kontroll
allatok teljes kozponti idegrendszerében HPLC-MS rendszerrrel, amely 3,33+0,76 ng/g
szovet (DA) ¢és 9,87£1,87 ng/g szovet (SHT) volt. A rotenon csoportban megfigyeltiikk a
dopamin szint 44,7+12,15 %-os csokkenését (n=28). Ezzel szemben a rotenon+PACAP
csoportban a csokkenés szignifikansan alacsonyabb volt (26,5+11,5 %, n=30), amely Gjra a
neuroprotektiv hatas megfigyelésére utal. Ellenben 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 (n=28), mig a PACAP injektalt csoportban
49,948,60 %-ra csokkent (n=30). Latszolag a PACAP ellenkezdleg befolyasolja a dopamin és
a szerotonin tartalmat a csiga idegrendszerben.

Western blot kisérletekben vizsgaltuk a metabolizalo enzim (COMT) mennyiségét a kontroll,
rotenon ¢€s rotenon+PACAP csoportokban. A masik fontos monoamin metabolizal6 enzimet, a
MAO-B-t vizsgaltuk, de nem tudtuk azonositani a mérések soran. Az irodalomban jél ismert,
hogy a gerinctelen idegrendszerekben nem talalhatd meg ez az enzim, azonban ezzel
ellentétes adatok is egyarant megtalalhatdak. Az elfogadott legujabb alldspont, ha az enzim
jelen is van, csak nagyon Kis szerepe lehet a metabolizmusban. Mivel mi sem tudtuk az
enzimet azonositani, ezért a vizsgalatok soran a COMT enzimre fokuszaltunk. Az 6sszfehérje
tartalom egyenldségét anti-aktin antitesttel ellendriztiik a nyers extraktumon (40kDa). A
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COMT enzim szint a kezelésektdl (rotenon és rotenon+PACAP) fliggének bizonyult. Pozitiv
immunreakciot mutaté sadvokat figyeltiink meg 23 és 26 kDa-nal, amely eredmények jol
korreldlnak a gyartd altal megadott adatokkal. A 23 kDa-s csucs reprezentdlja a szolubilis
COMT enzimet (S-COMT) a 26 kDa-s a membran kotott COMT (MB-COMT) enzimet
mutatja. A denzitometrids kiértékelés szignifikans kiilonbséget mutatott a szolubilis COMT
enzim mennyiségében, ez az enzim modosulat a rotenon és a rotenon+PACAP csoportokhoz
képest a kontroll csoportban volt jelen nagyobb mennyiségben (normalis eloszlast, egymintas
t teszt, p<0,001). A membran kotott COMT enzimforma a rotenon csoportban szignifikansan
nagyobb mennyiségben volt jelen mind a kontroll, mind a rotenon+PACAP csoporthoz képest
(normalis eloszlast, egymintas t teszt, p<0,001). Ezek a tapasztalatok megerdsitik a rotenon
hatasat a dopamin metabolizmusara.

Gerinces modell — patkdny

Elsé 1épésként a 6-hydroxi-dopamin toxin hasznalatival a dopamin hiany kialakulasanak
idofliggését vizsgaltuk meg. Miutét utan 1, 3, 7, 9, 12, 14, 16 nappal keriiltek az allatok
feldolgozasra, azonnal kipreparaltuk a vizsgalt agyrégiot (substantia nigra). Mintafeldolgozas
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kozti dopaminszint kiilonbséget. A dopaminszint drasztikus mértéki csokkenését (~ 50 %) a
mfitét utani 7. napon feldolgozott mintakon figyeltiik meg a kezdeti ~ 10 %-os csokkenéshez
képest (1-3 nap), a dopamin szint tovabbi csdkkenését nem tapasztaltuk a 7-16 nap kozott,
ezért a miitét utan a hetedik napra a Parkinson-korra jellemzd dopaminszint csdkkenést teljes
mértékben kialakultnak tekintettilk. Ezért a tovabbiakban a PACAP hatasat - a felallitott
1d6fliggd vizsgalatok eredményeit felhasznalva — a 7 napos allatokon vizsgaltuk (miitét utan 7.
napon tavolitottuk el a substantia nigra-t). Elvégeztiik a kontroll csoport (almiit5tt) substantia
nigra régiok atlagos monoamin koncentracidinak meghatarozasat, dopamin 4,24+0,7 pg/g
szovet (n=4), szerotonin esetén 3,53+0,45 pg/g (n=4) szdéveti koncentraciot mértiink. A 6-
OHDA injektalt csoportban a dopamin tartalom 51,3+4,65 %-ra valo csokkenését figyeltiik
meg (n=6), mig a 6-OHDA+ PACAP injektalt csoportban szignifikansan alacsonyabb
csokkenést (26,1+4,31 %, n=7) tapasztaltunk. A substantia nigra szerotonin tartalma a 6-
OHDA injektalt csoportban 40,4+4,77 %-ra csokkent (n=6), mig a 6-OHDA+PACAP
csoporté 57,6+9,70 %-kal csokkent (n=30). Ezen adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a
PACAP kompenzalja a Parkinson korban fellépd dopamin hidnyt €s a monoamin szinteket
hasonléan befolyasolja mind a gerinces, mind a gerinctelen szervezetekben.

A dopamin metabolizmuséaban szerepet jatszd két metabolizalé enzim Western blot mérését is
elvégeztik. Az egységes mintafelvitel biztositasahoz elsd 1épésben fehérjekoncentracio
mérést végeztiink, majd aktin koncentraciora pontositottuk a felvitt mintdk mennyiségét, 40
kDa-nal figyeltiik meg az aktin antitest-antigén komplex. A MAO B antigén-antitest komplex
55 kDa-nal jelentkezett, a COMT antigén-antitest komplex két savban jelentkezett 23 és 26
kDa-nal (ezek a molsulyok a gyari antitest leirasokkal megegyezé adatok). A 6-OHDA
csoportban szignifikdnsan (normal eloszlast, egymintas t test, p<0,001) alacsonyabb értékeket
kaptunk a bal oldali agyféltekében, mint a jobb oldaliban, a kontroll ¢s a 6-OHDA+PACAP
csoportoknal nem tapasztaltunk kiilonbséget.

Elvégeztiik a Parkinson kor kialakulasat kovetd proteomikai vizsgalatainkat is. A substantia
nigra homogenizatumon egydimenziés SDS-PAGE futtatasokat végeztiink, minden vizsgélati
napon, legkevesebb harom alkalommal ismételve. A denzitometras kiértékelés soran fehérje
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szintli eltérést nem tapasztaltunk az azonos agyféltekék kiilonb6z6é napos mintéi kdzott, vagy
az azonos napon tortént mintavétellel, de kiilonb6z6 agyféltekéket vizsgalva sem, valamint a
kiilonboz6 csoportok (kontroll, 6-OHDA-, 6-OHDA+PACAP injektalt) mintai kozott sem.

A pontos proteomikai térkép felallitasdhoz és a kis kiilonbségek felderitéséhez nanoLC-MS
vizsgélatokat végeztlink. Jelentds szaml fehérjét azonositottunk vissza az adatbazis
keresésekkel (95 db fehérje), azonban minddsszesen egy jelentds kiilonbséget talaltunk a
csoportok kozott. Az SDS-PAGE alapti nanoLC-MS mérés sordn a PARK7/DJ-1 fehérje
mutatott mennyiségi kiillonbséget, de a fehérje a kimutatasi hatar koriili koncentracidban volt
jelen, ezért a pontos valtozdsok megallapitasahoz specifikus nagyobb érzékenységii
»szendvics” ELISA mérést végeztiink a csiga €s a patkany mintak esetében is. Mindkét toxin
(6-OHDA, rotenon) hatasara a fehérje mennyisége szignifikdnsan csokkent. Azonban a
PACAP csak a gerinces modell esetében volt képes e csokkenés kivédésére.

Megbeszélés

Agyi fehérje osszetétel vizsgalata

Elsoként végeztiink tomegspektrometriara €piilé proteomikai elemzést PACAP KO egereken.
A vizsgalatokkal a kordbbi tanulményokbol ismert €s megfigyelt jelenségekre probaltunk
magyarazatot keresni. Megfigyelték, hogy ha a PACAP KO egereket valamilyen kéros
behatds éri, példaul hipoxia/ischémia, trauma vagy valamilyen toxikus behatds, nagyobb
sériilést szenvednek el, mint az endogén PACAP-ot tartalmazé egerek. Ez bebizonyosodott
tobb kisérletes modellben is, példaul autoimmun encephalomyelitis, agyi, retina ischémia, és
retina excitotoxicitas. Ezenkiviil az endogén PACAP-ot nem tartalmazo6 egerekben csokkent
regeneracids képességet figyeltek meg a gerincveld és periférids idegek sériilésekor. Ezen
eredmények azt sugalljak, hogy a hattérben kell allnia olyan biokémiai valtozasoknak,
amelyek képesek kompenzalni e hatdsokat PACAP hidnydban, abban az esetben, ha nem éri
kiilondsebb stressz hatas az allatokat. Azonban, e kompenzald hatisok nem elegenddek a
stressz hatasok, sériilések altal kivaltott folyamatok kivédésére és a cellularis védelem
fenntartasara.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a PACAP-hidanyos egerekben vannak olyan fehérjék,
amelyek kisebb, masok pedig nagyobb mennyiségben vannak jelen a KO egerekben. A két
egér populacido kozott olyan fehérjékben talaltunk mennyiségi kiilonbségeket, amelyek
szerepet jatszanak az oxidativ stressz kivédésében ¢€s az antioxidans kapacitas fenntartasaban
(peptidilprolil izomerdz A, glutation S-transzferaz). E fehérjéknek csokkent szintjét
detektaltuk a PACAP knockout egerekben. A Peptidilprolil izomerdz A (PPlase), példaul
kulcsszerepet jatszik a ho-sokk fehérjék altal indukalta stressz valaszban. A Glutation S-
transzferaz fontos a detoxifikdcioban €s a mar emlitett antioxidans kapacitas fenntartasaban.
Ezek az eredmények Osszhangban vannak azon korabbi megfigyelésekkel, amelyek azt
mutattak, hogy a PACAP-hidnyos egerekben fokozott oxidativ stressz hatdsra emelkedett
malondialdehid-, illetve csokkent glutation és szuperoxid-dizmutaz szint figyelhetd meg.
Tovabba, mig fiatal korban a PACAP knockout és a vad tipusu egérpopulaciok szérum
antioxidans kapacitdsa €s a szérum reaktiv szabadgyok szintje kozott nem figyelhetd meg
kiilonbség, 1d0s egerek Osszehasonlitasanal csokkent antioxiddns kapacitast és fokozott
reaktiv szabadgyok termelddés figyelhetd meg a génhidnyos allatokban. Egy nemrég késziilt
tanulmanyban megvizsgaltdk a PACAP indukalta valtozasokat agyi ischémiaban. A kutatok
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az antioxidans hatasu molekuldk szintjének emelkedését figyelték meg PACAP kezelés
hatasara. Egy korabbi tanulmanyban PACAP kezelés alkalmazasat kovetéen a ho-sokk
fehérje-27 expressziojanak emelkedését, mig a neurotoxikus hdsokk fehérjék expresszidjanak
csOkkenését figyelték meg. 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 szolgaldo mechanizmusok megfeleld mitkkddéséhez.

A fehérjék egy masik csoportja, amelyben jelentOs kiilonbségeket talaltunk a két populacio
agyi fehérje Osszetételében, a glikolitikus enzimek csoportjaba tartoznak. Malat-dehidrogendz
1, enoldz 2, aldoldz 1, foszfoglicerat-mutdz 1 (PGM) ¢és piruvat-kindz (PK) szintjének
csoOkkenését, mig az ATP szintdz szintjének emelkedését figyeltik meg. Hasonléan az
oxidativ stressz markerekhez, a glikolitikus enzimek valtozasai is 6sszhangban allnak korabbi
megfigyelésekkel, hogy az exogén PACAP befolydsolja a glikolizisben szerepet jatszo
enzimeket és a PACAP kezelés pozitivan hathat az energia homeosztdzis fenntartasara és
védelmet biztosithat az ischémiés sériilésekben. Ezen eredmények és jelen megfigyeléseink
megerdsitik, hogy az endogén PACAP sziikséges a megfeleld energiahdztartas fenntartdsdhoz.
Ennek a szabalyozéasi mechanizmusnak hianyaban zavar all fenn az energia egyensulyban és
igy sebezhetdvé valik a szervezet az artalmas ingerekre (hipoxia, ischémia, dregedés, toxinok,
neurodegenerativ korképek). Ezek az eredmények dsszhangban allnak azzal, hogy ennek az
enzimatikus gépezetnek a stimulalasa neuroprotektiv hatassal van a hipoxia allapotaban.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a PACAP-hianyos allatokban az ATP-szintdz szint
emelkedése egy kompenziciés mechanizmus eredménye lehet, mely a sériilt energia
egyensuly kompenzaldsara szolgél intakt vagy stresszmentes koriilmények kozott. Ez korabbi
megfigyelésekkel 6sszhangban all, amelyekben mar leirtak, hogy ehhez hasonlé kompenzald
mechanizmusokat megfigyeltek fiatal knockout egerekben oxidativ stressz kivaltasakor
(csokkent reaktiv-oxidativ metabolit szintek €s emelkedett antioxidans kapacitas), viszont ezt
a mechanizmust idéskort egyedekben nem figyelték meg. Talaltunk néhany olyan
kiilonbséget a fehérje Osszetételben, amelyeket strukturdlis fehérjék és a vérképzésben
résztvevo fehérjék okoznak, ezen kiilonbségek pontos értelmezése még tovabbi vizsgalatok
targyat képezi.

A kompenzacidés mechanizmusok a PACAP knockout allatok esetében még nem teljesen
vilagosak. Szadmos kisérletet tettek a PACAP hianyaban jelentkez6 kompenzacios
mechanizmusok tisztazasara. Az elsé ilyen jellegli vizsgalatokban nem taldltak eltéréseket a
monoaminerg neurotranszmitter rendszerben. Azt feltételezték, hogy a kompenzicios
mechanizmusok a VIP csalad egyéb tagjaihoz kothetdk, mivel e peptidek allnak legkozelebb a
PACAP-hoz a szerkezeti homologiat tekintve. Annak ellenére, hogy ez az elméleti lehetdség
fennallt, az agyban nem taldltak ilyen kompenzald6 mechanizmusokat a VIP expresszidjat
vizsgalva. Ezért még mindig nem ismert, hogy milyen mechanizmus kompenzalja az endogén
PACAP hianyat. Legjabb tanulmanyok szerint példaul a kalcium kotd fehérjék is eltérd
expressziot mutatnak a belsd fiilben, ami ugyancsak fokozott védelmet nyujthat karos
behatasokkal szemben. Igy valészinii, hogy egy dsszetetteb kompenzaciés mechanizmus van
jelen, tobb fehérje is eltér6 modon expresszalodik, melynek szerepe lehet a felbomlott
energiahdztartds kompenzalasaban. Ennek a része lehet az altalunk leirt ATP szintaz
emelkedés is.
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Lokdlis agyi fehérje eloszlas vizsgalata IMS felhasznalasdval

A molekuldk térbeli eloszlasa egy plusz informaciot hordoz a pontos biologiai
mechanizmusok tisztazasaban. A képalkoté tOmegspektrometria uj, fejlodésben ¢és
elterjedésben 1évd tomegspektrometrias technikdnak szamit még napjainkban. Az IMS
technika egy jelolésmentes mérést tesz lehetové, azonban a metodikai limitaciok miatt csak
nagy atgondolas mellett alkalmazhato, kiegészitésként pedig szerkezet igazold és megerdsitd
vizsgalatok sziikségesek. Erre a célra nanoLC-MS méréseket végeztiink.

crcr

fehérje csokkent jelenlétét, azonban az alfa-szinuklein fehérje mindkét populacidban kozel
azonos mennyiségben volt megtalalhatd. A szinuklein fehérje csaldd biologiai szerepe és
lokalis eléfordulasa 1988-ban Maroteaux altal keriilt publikalasra. Az alfa- és béta-szinuklein
fehérjék megjelenését az agykéreg-, hippokampusz-, talamusz-, kiagyi régiokban irtak le, a
neuronok preszinaptikus oldalan. Azdta tobb neurodegenerativ betegségben leirtak
szerepiiket, toObbek kozott az Alzheimer-kérban és a Parkinson-kérban. A Parkinson-kor
kialakuldsdban ¢s sulyossaganak lefolyasaban fontos szerepet jatszanak a Lewy testek,
melyek abnormalis fehérje aggregatumok. A béta-szinuklein szerepet jatszik a Lewy testeket
Korabbi tanulmanyokban jol definialt hatismechanizmust allapitottak meg a béta-szinuklein
neuroprotektiv hatdsa hatterében, ezeket rotenon és 6-OHDA indukdlta neurodegeneracios
modellekben irtak le. A béta-szinuklein és az Akt kozott kialakulod direkt kapcsolat hatasara az
Akt jelatviteli ut emelkedett miikodését figyelték meg. Ezen megfigyelések jol magyardzzak a
neuroprotektiv hatas kialakulasat. A fenti példakbol jol latszik, hogy amennyiben a PACAP
hianya a béta-szinuklein fehérje megjelenését csokkenti, fontos védekez6 mechanizmusok
sériilhetnek, amellyel a neurodegenerativ korképek kialakuldsdnak esélye nagymértékben
novekedhet.

Eredményeinkb6l a PACAP Parkinson-kérban  betoltott lehetséges védOhatasara
kovetkeztetiink, ezért vizsgalatainkat ennek a betegségnek az allatmodelljében folytattuk.
Ebben a modellben vizsgaltuk a PACAP KO egereket és megfigyeltiik, hogy a tiinetek joval
sulyosabban jelentkeztek. Azonban neheziti az egér modell alkalmazasat, hogy a viselkedési
vizsgalatok nem megfeleléen milkddtek a modellben, ezért a tovabbiakban patkany
allatmodellben folytattuk a PACAP Parkinson koérban kifejtett hatdsanak vizsgalatat.

Parkinson kor modell

Els6 1épésként elvégeztiik a Parkinson-kor kialakuldsért felelds substantia nigra dopaminszint
csokkenésének vizsgalatat. A korra jellemzé dopamin szint csokkenés teljes kialakulasat a
vizsgalatok alapjan a 3. és 7. nap kozotti iddpontban figyeltiik meg, ez az irodalommal jol
korreldl. A tovabbiakban a miitét utdni 7. napon vizsgaltuk az allatokat, amikorra a dopamin
szint csokkenés mar betegséget kivalto szintre csokkent, ezért a PACAP kezelt allatokat is a
7. napon vizsgaltuk. Megfigyeltiikk, hogy mind a 6-OHDA, mind a rotenon indukalta PD
modellben a dopamin és a szerotonin monoaminok szintje szignifikdnsan csokkent a kontroll
csoportokhoz képest. Azoknal a csoportokndl, amelyek kaptak PACAP kezelést, a PACAP
képes volt ellensulyozni a toxinok karositd hatisat a dopaminerg rendszert tekintve, mivel
megakadalyozta dopamin csokkenést mindkét modell esetében. Ez a megfigyelés magyarazza
részben azt, hogy kordbbi patkdnyban végzett tanulméanyokban egyes Parkinson kor
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modellben jellegzetes magatartasjelek egyaltalan nem voltak megfigyelheték (pl. hipokinézia)
vagy sokkal korabban mutattak javulast PACAP kezelés hatdsara, mint a kontroll allatok
esetében. Ezzel az adattal kiegészitve mar teljesebb képet kaphatunk arrél, hogy a PACAP
neuroprotektiv hatdsa hogyan javitja a tiineteket, hiszen a sulyos dopaminszint csdkkenés
megakadalyozasaval csokkenthetd az akut klinikai tiinetek sulyossdga amellett, hogy a
kronikus tiineteket is javitja illetve a PACAP neuroprotektiv hatidsa kovetkeztében kevesebb
sejt pusztul el. Eredményeink igy Osszhangban vannak a kordabbi megfigyelésekkel,
kiegészitik azokat és tovabbi adattal szolgdlnak a neuroprotektiv hatasmechanizmus
megértéséhez neuroprotektiv betegségekben

Az agyi szerotonin koncentraciokat vizsgalva elmondhatjuk, hogy a PACAP kezelés hatasara
nem tapasztaltunk a dopamin szintek vizsgalatanal tapasztaltakhoz hasonld mérsékelt
monoamin szinteket. A dopaminerg rendszerhez képest a szerotoninerg redszer kiilonbzo
reakcidjanak oka jelenleg még ismeretlen. A Parkinson-kérban az agyi szerotonin rendszer
vizsgélatokban, egyes tanulmanyok szerotonin szint csokkenést, masok emelkedést
allapitottak meg. A korabbi vizsgalatokban nem allapithatdo meg egyértelmi valtozas. Az alfa-
szinuklein masik Parkinson-korban sulyosbitd szerepet jatsz6 tulajdonsaga, hogy a
neurotranszmitterként szolgadld dopaminnal és szerotoninnal stabil aggregatumot képez, ezzel
is csokkentve a mar egyébként is alacsony rendelkezésre allé6 dopamin €s szerotonin szintet. A
PACAP Kkezelés hatasara a béta-szinuklein altali szerotonin szint csokkenés mérséklésére
szamitottunk, azonban az LC-MS mérésekbdl arra kovetkeztetiink, hogy ez a mechanizmus
nincs jelen. Valosziniisitjiik, hogy a kordbban leirt mechanizmussal magyardzhaté a
szerotonin szint csokkenése, miszerint a szerotonin gatldo szerepet jatszik a dopamin
felszabadulasaban, ezért a szerotonin szint csdkkenés egy kompenzéacidos mechanizmus lehet a
sériilt dopaminerg rendszer fenntartdsahoz.

A monoaminok metabolizaciojaban résztvevo egyik enzimet, a MAO-B-t vizsgaltuk, de a
csiga mintakbdl nem tudtuk azonositani, csak a patkany mintakbol. Egyrészt az irodalomban
szamos helyen megtalalhat6, hogy a gerinctelen idegrendszerekben nem talalhaté meg ez az
enzim, masrészt azonban ezzel ellentétes irodalmak is egyarant megtalalhatok. Az elfogadott
legiijabb alldspont az, ha az enzim jelen is van, csak nagyon kis szerepe lehet a
metabolizmusban. Mivel mi sem tudtuk az enzimet azonositani, ezért a vizsgalatok sordn a
COMT enzimre fokuszaltunk. A mindkét fajban megtalalhaté metabolizalé enzim (COMT)
vizsgélatanal hasonld valtozdsokat 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 visszadllithatd. Ellenben, az
MB-COMT szintje szignifikasan ndvekedett a toxinok hatasara, de ez a hatas PACAP
alkalmazésaval visszafordithatd volt. Feltételezziik, hogy az MB-COMT novekedett szintje
hozzajarult a toxin csoportokban megfigyelt dopaminszint csokkenéshez. A két enzimforma
funkcidja kozott jelentds kiillonbségek vannak: az MB-COMT elsddleges funkcidja a
dopaminerg neurotranszmisszio gatlasa, ezért valdszinisitjiik, hogy mind a 6-OHDA patkany,
mind rotenon csigamodellekben parhuzamosan megfigyelt MB-COMT enzimvaltozasok
hozzédjarulnak a dopaminerg neurotranszmisszid csokkenéséhez. Mivel az agyban a
dopaminszintek legfébb regulatora a COMT enzim és szoros Osszefiiggésben dallhat a
viselkedési és kognitiv folyamatok megjelenésében.

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 rotenon+PACAP
kezelt allatok 50%-a ¢letben maradt. Ez a megfigyelés alatdmasztia a PACAP
neurodegeneracids modellekben kifejtett neuroprotektiv hatisat. Ezen kiviil megfigyeltiik,
hogy a 3-8. napig a rotenon+PACAP kezelt allatok nagyobb aranyban halnak el, mint a csak
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rotenon kezelést kapott csigdk. Valoszintsitjiik, hogy a rotenon+PACAP kezelés egy kronikus
(kisebb mértékil) stressz reakciot valt ki, amely a kezelés elsé pillanatatol kezdve jelen van,
ezért folyamatos az egyedek elhullasa. Ezzel szemben a rotenon kezelés egy akut valaszt
(nagyobb mértékii) valt ki, amely ellen beindulnak kompenzalé mechanizmusok, de ezek a 8.
napra kimeriilnek €s utdna joval nagyobb stresszként jelentkezik, ezért az egyedek elhullasa
felgyorsul.

A nanoLC-MS vizsgalatok soran 95 fehérjét azonositottuk, azonban csak egy fehérje esetében
talaltunk 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 filiggd
transzkripcid pozitiv regulatora. Redox- érzékeny chaperon fehérjék kozé tartozik, valamint
oxidativ stressz érzékeld funkciot 1lat el. Kordbbi tanulmanyok 3 Ilehetséges
hatdsmechanizmust allapitottak meg, amelyeken keresztiil a DJ-1 fehérje neuroprotektiv
hatast képes kifejteni. Egyrészt a DJ-1 fehérje stabilizdlja a NRF2 fehérjét, amely egy
transzkripcids faktor és a sejtszintli antioxidds védekezd rendszer legfébb szabalyozoja és
ezaltal az oxidativ stressz daltali sejtelhaldst meggatolja, ezzel gatolva a Parkinson-kor
kialakulasat. Masrészt a DJ-1 gatolja a fehérje-asszocialt splicing faktort (PSF), amelynek
normal esetben transzkripcio csendesitd hatdsa van és ezzel fokozza a neuronalis apoptozist.
Harmadrészt a mutans alfa-szinuklein aggregaciot gatolja, ezaltal nem tudnak a kor
kialakitasaban nagy szerepet jatszo Lewy testek kialakulni.

Az ELISA mérések soran a PARK7/DJ-1 fehérje csokkent koncentracidban volt jelen a 6-
OHDA ¢s a rotenon kezelt csoportokban a kontroll csoportokhoz képest. A gerinces
modellben a kontrollhoz képest a PACAP csoportnal is azonos mennyiségben detektaltuk a
PARK7/DJ-1 fehérjét, azonban a gerinctelen modellben ezt a védéhatast nem tapasztaltuk.
Feltételezziik, hogy a védOhatas elmaraddsa az alkalmazott toxinok kozti kiilonbségbdl vagy
kiilonbozo jelatviteli utak aktivalasabol adodott.

Osszességében megallapitottuk, hogy a PACAP neurodegeneraciés modellekben kifejtett
neuroprotektiv hatasa 0sszefiiggésben all a neurotranszmitter monoamin szintek valtozasaival.
Elmondhatd, hogy a PACAP hatasara olyan evolicidosan konzervalt molekularis és sejtes
mechanizmusok indulnak el, amelyek hatdsdra neuroprotektiv hatdsok jelentkeznek. A
neurotranszmitter monoaminok ¢és a metabolizdlo enzimek szintjén azonos valtozasok
figyelhetéek meg mind a gerinces, mind a gerinctelen neurodegeneracios modellben, azonban
ez a PARK7/DJ-1 fehérjét vizsgalva nem mondhat6é el. Megallapitottuk, hogy a PACAP-
PARK7/DJ-1 fehérje jelatviteli kapcsolat csak a gerinces modell esetében vizsgalhato.
Megallapitottuk, hogy a gerinctelen rotenon modell a neurodegeneracidés Parkinson kor
néhany tlinetét sikeresen modellezi és alternativat kindl a PACAP véddhatas molekularis
mechanizmusainak tanulmanyozasara.
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Uj tudomanyos eredmények

- Elvégeztik a PACAP gént tartalmazo és az endogén PACAP gént nem tartalmazd egerek
agyi fehérjedsszetételének feltérképezését.

- Sikeriilt néhény olyan fehérjeszintli valtozast azonositanunk, amelyek segitségével részben
magyarazhatok a PACAP-hianyos egerek novekedett sebezhetosége €és az dregedés fokozott
mértéke. Ilyenek voltak a glikolitikus enzimek, az antioxiddns kapacitds fenntartdsaban,
valamint az oxidativ stressz elleni védelemben szerepet jatszé enzimek. Rémutattunk az
esetlegesen fenall6 kompenzaldé 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 neurodegeneraciés modell a gerinces
allatok esetében.

- Igazoltuk, hogy a kordbban kozdlt PACAP neurodegeneraciés modellekben kifejtett
neuroprotektiv hatdsa korrelaltathato a neurotranszmitterek mennyiségi valtozasaval.

- Megvizsgaltuk a dopamin metabolizaldé enzimek mennyiségi valtozasait, valamint
megallapitottuk, hogy a MAO-B enzim a Lymnea stagnalis-ban nincs jelentdés mennyiségben
jelen, igy a dopamin metabolizmusaban sem jatszik jelentds szerepet.

- Proteomikai elemzést végeztiink a gerinces modellben és megallapitottuk, hogy csak a DJ-1
fehérje esetében allapithato meg mennyiségi kiilonbség a kezelési csoportok kozott.

- Elséként vizsgaltuk a PARK7/DJ-1 fehérje — PACAP kapcsolatot. ,,Szendvics” ELISA
méréssel megallapitottuk a PARK7/DJ-1 fehérje pontos mennyiségi valtozasat a modellekben.
Elsoként igazoltuk a PARK7/DJ-1 fehérje Lymnaea stagnalis-ban valé jelenlétét.

- Ramutattunk a szerotonin szint valtozasanak egy lehetséges magyardzatara, miszerint a
szerotonin gatld szerepet jatszik a dopamin felszabadulasaban, ezért a szerotonin szint
csokkenés egy kompenzacidés mechanizmus lehet a sériilt dopaminerg rendszer
fenntartasahoz.

16



A disszertacio témajaban megjelent kozlemények

Folyoiratban megjelent kozlemenyek

Maasz G, Pirger Z, Reglédi D, Petrovics D, Schmidt J, Kiss P, Rivnyak A, Hashimoto H,
Avar P, Jambor E, Tamas A, Gaszner B, Mark L (2014) Comparative protein composition of
the brains of PACAP-deficient mice using mass spectrometry-based proteomic analysis. J
Mol Neurosci 54:310-19 (IF: 2.891)

Maasz G, Zriny Z, Petrovics D, Rivnyak A, Mark L, Kiss T, Pirger Z, Reglédi D, Tamas A
(2014) Evolution conserved neuroprotective function of pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP) in dopamine-based neurodegeneration. (kozlés alatt)

Mark L, Maasz G, Pirger Z (2011) High resolution spatial distribution of neuropeptides by
MALDI imaging spectrometry in the terrestial snail, Helix pomatia. Acta Biologica Hungarica
2:113-22 (IF: 0.793)

Brubel R, Kiss P, Vincze A, Varga A, Varnagy A, Bodis J, Mark L, Jambor E, Maasz G,
Hashimoto H, Helyes Z, T6th G, Tamas A, Koppan M, Reglédi D (2012) Effects of pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide on human sperm motility. J Mol Neurosci 48:623-30
(IF: 2.504)

Sarvari M, Deli L, Kocsis P, Mark L, Maasz G, Hrabovszky E, Kall6 I, Gajari D, Vastagh Cs,
Siimegi B, Tihanyi K, Liposits Zs (2014) Estradiol and isotype-selective estrogen receptor
agonists modulate the mesocortical dopaminergic system in gonadectomized female rats.
Brain Research 1583:1-11 (IF: 2.828)

Eloadasok osszefoglaloi

Maasz G: Neuropeptidek vizsgalata tomegspektriaval, MKE Fiatal Analitikusok El6adoiilése
2010, Budapest, 2010.februar 25

Maisz G, Jambor E, Béna A, Ohmacht R, Mark L: Endokrin neuropeptidek LC-MS
vizsgalata, Elvalasztastudomanyi Vandorgytilés, Tapolca Hunguest Hotel Pelion, 2010.11.10-
12

Reglédi D, Kiss P, Helyes Zs, Mark L, Biiki A, Doczi T, Czeiter E, Bukovics P, Brubel R,
Bir6 Zs, Jambor E, Maasz G, Koppan M, Varnagy A, Ertl T, Gyarmati J, Szant6 Z, Tarczai |,
Tamas A: PACAP klinikai alkalmazasanak jovobeli lehetéségei, FAME 2011, Pécs,
2011.06.08-11

Mark L, Maasz G, Schmidt J: A sejtszintli analitika 0j lehetdségei in-vitro és in-Vivo
képalkotasi tomegspektrometriaval, XLIV. Kromatografias Tovabbképz6 Tanfolyam, Szeged
2013.01.28-30

Maasz G, Schmidt J, Mark L: In-vivo, ex-vivo és in-vitro tomegspektrometrias képalkotasi
technikdk a sejtszintli analitikdban, MKE Tomegspektrometriai tarsasag Szakmai Nap,
Labortechnika kiallitas, Budapest 2013.04.09-11

17



Maasz G, Papai Z, Schmidt J, Pirger Zs, Vertes A, Mark L: Tissue and single cell mapping
by laser ablation imaging mass spectrometry, 31th IMMS 2013, Palermo, Italy 2013.05.05-08

Maasz G, Papai Z, Jambor E, Petrovics D, Bona A, Cseharovszky R, Schmidt J, Mark L:
Hibernacidés neuropeptidek, évszakfiiggd anyagcesere valtozasok tomegspektrometrias
vizsgalata, Peptidkémiai Munkabizottsdg tudomanyos iilése, Balatonszemes, 2013.05-31

Maasz G: Comparative peptide-protein composition of the brains of PACAP-deficient mice
using mass spectrometry based proteomic analysis, Brasil-Hungary Symposium, Sao Paolo,
2013.11.17

Maasz G: Comparative peptide-protein composition of the brains of PACAP-deficient mice
using mass spectrometry based proteomic analysis, Symposium and Postgradate program in
Experimental and Physiopatology Clinic, Rio de Janeiro, 2013.11.21

Mark L, Maasz G, Schmidt J: A sejtszintli analitika 0j lehetségei in-vitro €s in-vivo
képalkotasi tomegspektrometriaval, XLV. Kromatografids tovabbképzés tanfolyam,
2014.01.27-29

Maasz G, Schmidt J, Reglédi D, Mark L: A PACAP hatésa a kdzponti idegrendszer fehérje
Osszetételére, 16. Labortechnika Kiallitds, Tomegspektrometriai Szakmai nap, Budapest,
2014.03.19

Poszter-prezentdciok

Bona A, Maiasz G, Pirger Zs, Lubics A, Reglédi D, Laszlo Z, Kiss T, Mark L: Neuropeptid
profil vizsgéalata csigdkban (Helix pomatia) MS segitségével, FElvalasztastudomanyi
Vandorgyiilés, Tapolca Hunguest Hotel Pelion, 2010.11.10-12

Reglddi D, Kiss P, Helyes Zs, Mark L, Biiki A, Doczi T, Czeiter E, Bukovics P, Brubel R,
Bir6 Zs, Jambor E, Maasz G, Koppéan M, Varnagy A, Ertl T, Gyarmati J, Szant6 Z, Tarczai 1,
Tamas A: Future perspectives of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP)
in clinical research, Acta Physiologica 202:(S684) p. 101. (2011)

Bona A, Pirger Z, Maasz G, Jambor E, Laszl6 Z, Mark L: Three-dimensional, high resolution
MALDI MS imaging investigation of neuropeptides in the pond snail, Lymnaea Stagnalis,
Pittcon 2012 Conference and Expo, Orlando FL 2012.03.11-15

Pépai Z, Maasz G, Schmidt J, Bona A, Boddi K, Petrovics D, Mark L: nHPLC-MS
determination of DA and DA metabolites in mouse brain, 31th IMMS 2013, Palermo, Iltaly
2013.05.05-08

Maasz G, Petrovics D, Schmidt J, Reglédi D, Pirger Z, Hashimoto H, Nagy AD, Kiss P,
Szalontai B, Rivnyak A, Taméas A, Mark L: Peptide and protein composition of the brains pf
PACAP-deficient mice, The 11th International Symposium on VIP, PACAP and Related
Peptides, Pécs, 2013.08.27-31

Rivnyak A, Maasz G, Reglédi D, Schmidt J, Pirger Z, Mihalik A, Kiss P, Gaszner B, Tamas
A, Hashimoto H, Mark L: Imaging mass spectrometry of the brain of PACAP deficient and
wild-type mice, The 11th International Symposium on VIP, PACAP and Related Peptides,
Pécs, 2013.08.27-31

18



Maasz G, Petrovics D, Schmidt J, Regl6di D, Pirger Z, Magy AD, Kiss P, Szalontai B,
Rivnyak A, Taméas A, Mark L: Comparative proteomic study of PACAP KO mice brain
regions, 9th Balaton symposium on high-performance separation methods, Siéfok, 2013.09.4-
6

Petrovics D, Péapai Z, Maasz G, Schmidt J, Avar P, Regldodi D, Pirger Z, Kiss P, Rivnyak A,
Tamas A, Mark L: The brains of PACAP-deficient mice - comparative proteomics study, 2nd
Internal Doctoral Workshop on Natural Sciences, Pécs, 2013.09.11-12

Rivnyak A, Maasz G, Reglddi D, Schmidt J, Pirger Z, Mihalik A, Kiss P, Gaszner B, Tamas
A, Hashimoto H, Mark L: Imaging mass spectrometry of the brain of pacap deficient and
wild-type mice, IBRO Workshop 2014, Debrecen, 2014.01.16-17

Maasz G, Papai Z, Petrovics D, Schmidt J, Reglédi D, Pirger Z, Hashimoto H, Kiss P,
Rivnydk A, Tamas A, Mark L: A PACAP hatdsa a kozponti idegrendszer fehérje
Osszetételére, 44. Membran-Transzport Konferencia, Siimeg, 2014.05.20-23

Maasz G, Péapai Z, Petrovics D, Schmidt J, Reglédi D, Pirger Z, Hashimoto H, Kiss P,
Gaszner B, Rivnyak A, Tamas A, Mark L: Effect of PACAP to the protein composition of

central nervus system, 32nd Informal Meeting on Mass Spectrometry, Balatonszarszo,
2014.05.11-14

Maasz G,’Pépai Z, Petrovics D, Schmidt J, Reglédi D, Pirger Z, Hashimoto H, Kiss P,
Rivnydk A, Taméis A, Mark L: A PACAP hatdsa a kozponti idegrendszer fehérje
Osszetételére, 44. Membran-transzport konferencia, Siimeg, 2014.05.20-23

Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek Dr. Mark Laszld egyetemi
docensnek, aki TDK-s korom ota feliigyelte munkamat, végezte szakmai iranyitasomat és
megteremtette a munkamhoz sziikséges feltételeket és lehetdségeket. Kdszonom Prof. Reglddi
Doéra egyetemi tandrnak a kisérletek megtervezésében nyujtott segitségét, €rtékes tanacsait,
ram valo odafigyelését és Onzetlen segitségét. Halas vagyok a dolgozat megirdsdhoz nyujtott
segitségéért €s munkam tamogatasaért. Dr. Pirger Zsoltnak is k&szonom a gerinctelen
vizsgalatokban nyujtott segitségét és szakmai iranyitasat, tanacsait.

Szeretnék koszonetet mondani a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kar
Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet valamennyi dolgozdjanak, ezen beliil is kiemelten az
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