Fehérjek megjelenése anyak hipotalamuszanak
idegvégzodéseiben




Célkitazések

Az anyai adaptaciok  egylitt jarnak-e proteom szinti valtozasokkal a szinapszis szintjén?

Az utédgondozas mechanizmusainak molekularis hatterét vizsgalom rendszerbiolégiai
megkdzelitessel

A kapott adatok alapjan U munkahipotézisek  felallitasa

C®l kit :z®sek
1. Hipotalamikus szinaptoszéma preparatum eléallitasa
2. Fehérjék elvalasztasa 2D-DIGE-val
3. Fehérjék azonositasa LC-MS/MS-sel
4. Az azonositott fehérjevaltozasok funkcionalis csoportositasa (Uniprot adatbazis)
5. JelentGs fehérjék validalasa Western blot technikaval és eloszlasuk vizsgalata

immunhisztokémiaval

6. A megvaltozott fehérjék vizsgalata Pathway studio szoftveres analizissel



1. Hipotalamikus szinaptoszoma preparatum eldallitasa és
validalasa

4 honapos néstény Wistar 1[{)atkélny anyak z utddoktdl sziiletés utan azonnal
elvalasztott anya patkanyok (n=6+6)

9 nappal az ellés utan agykivétel (nincs anyai viselkedés a kontrollnal)
Ficoll -szachar6z gradiens centrifugalas Y szinaptoszoma preparatum
Validalas : elektronmikroszkopiaval




2. Szinaptikus fehérjevaltozasok vizsgalata 2D-DIGE
modszerrel

oD-DIGEAFull stain® t echni

1 gélen 2 minta (,,pool )

CyD(ye Fluor Saturation Labeling
Kit (Cy3, Cy5)

Typhoon TRIO+ konfokalis
fluoreszcens szkenner

DeCyder 2D 7.0 szoftver
Preparativ gél (spot kiszedés)
- Coomassie brilliant Blue

LC-MS/MS meghatarozas
Bécsben

2. dimenzi6 : molekulatomeg szerint

1.dimenzio: Izoelektromos fokuszalas (pH 3-10)
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3. Fehérjevaltozasok funkcionalis csoportositasa

O

46 kivagott spot Y 21 detektalt fehérje (14 csokkent
Uniprot adatbazis  alapjan csoportositas
Fehérjék nagy része csokkené mennyiséget mutat

,7 me g migrinyiségl fehérje)

A megvaltozott fehérjék funkcionalis megoszlasa (n=21)

m Glikolizis

H Citromsavciklus
m Zsirsav anyagcsere
5% u Protein feltekeredés
H Sejt differenciacio
‘ | Elektron transzportlanc, oxidativ foszforilacio

B Transzmembran transzport

5% Komplement aktivacid

m Energia haztartas
Membran organizacio

2 Redox-homeosztazis

W Szignaltranszdukcié

A meghatarozottfehérjék
relativ mennyiségének
valtozasa




3. Fehérjevaltozasok funkcionalis csoportositasa

o Feh®rjen®v GenneySzekencal o | an [ p @rt
sz § lefede
Elektron transzportl 8nc, oxidat
262 23,70% 11 | -1,462 | 0,0008
291 | ATP-szint8z al Atp5al 32,00% 17 | -1,360 | 0,0373
1242 40,70% 26 | -1,354 | 0,0084
1014 46,00% 9 | -1,450 [ 0,0580
1020 [ ATP-szintg8z de Atp5b 41,60% 7 -1,130 | 0,0650
1208 29,20% 4 | 1,248 | 0,0328
380 Citokr-m b-cl1 46,70% 19 0,0003
Ugcre2
390 al egys®ge 52,70% 22 0,0020
Citokr-m ¢ ox
262 Cox6al 27,90% 4 | -1,462 | 0,0008
al egys®ge
1210 Prohibitin Phb 46,30% 15 | -1,149 | 0,0303
Transzmembr8n transzport
626 Fesz¢lts®gfég vdacl 23% 5 [ 1827 | 00361
csatorna feh
Kompl ement aktiv8ci-, apopt
844 Komplement komponens 1q Clgbp 15,10% 4 | 1,497 | 0,00091
alegys®g-k°tH
Energia h8ztart8s
1082 | Nukl eozi d di f o|szNm8lt |k 468z | A 0,00002
1228 Kreatin-kin§2 Gkntli2 g u2560% 9 | 1,206 | 0,0743
Me mbr 8n organi z8ci -, mieliniz
1082 | Mielin b§zikuls mbpot|lepsaon | 5 - 0,00002
Redox-homeoszt8zis, oxidat?2v
242 Di hidrolipoil |[detiddrfogsegm8z 7 | -1,246 | 0,0107
1102 Szuperoxid diz nsod2 §74 3250% 4 | -1,615 | 0,0281
Szign8ltranszdukci
1209 Foszfatid ! leta Pebpl 30,50% 4 | -1,253 | 0,0147
feh®rje 1
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4. Az anyakban valtozast mutat6 feh




5. Fehérjevaltozas igazolasa Western blot technikaval

O

Kiterjedt szabalyoz6 funkci6ju fehérje g 0 *%
Western blot technika § o |
- Primer antitest  (1:200) ‘S
- ECL Plex CyDye konjugalt anti-nyul IgG % 80 —
(1:2500) t
- Typhoon TRIO+ konfokalis fluoreszcens § 60 —
szkenner 8
- ImageQuant TL szoftver g 40 -
Feh®rjeszint cs°kken®s £
2 20 -
0
c
()
T 0 -

mother control

mother1 control1 mother2 control2 mother 3 control 3




6. Eloszlas vizsgalata immunhisztokémiaval

O

anya control

DAB -immunfestés
- Primer: (1:50)

Az immunreaktivitas megtalalhat6
idegrostokban és terminalisokban, ami
validalja a szinaptoszoémaban vald
jelenlétét

Az immunoreaktiv terminalisok a
hipotalamuszban topografiai eloszlast
mutatnak, stirtiségiik tobb helyen,
példaul a mediobazalis hipotalamuszban
kiilonosen magas i‘
Az immunreaktivh § | - zat sTr Ts:
cs°kkent m®rt®kT anysgKkhb




6. A fehérje regulatorai és targetei

Requlatorai :
- mikro-RNS molekula
- immunvalaszt kialakito fehérje
- extracellularis matrixt
atalakito fehérje

Targetei:

- nagyrészt citokinek, kemokinek

- NF-kB jelatviteli titvonalban
résztvevo fehérjék

- adrenerg receptor

- programozott sejthalalban
résztvevo fehérje

- koagulacios faktor

O

Pathway Studio szoftveres analizis




Osszefoglalas, konklazio

Az utdodgondozas a hipotalamikus szinapszisok szintjén
fehérje koncentracio valtozasokat eredményez, 21 valtozo
fehérjét detektaltunk

A megvaltozott fehérjék egy csoportjat kozos regulatorok
szabalyozzak

Immunhisztokémiai modszerrel is sikerllt validalni  a jelenlétét
a szinapszisbhan

A feherje jelen van kolinerg és oxitocinerg sejtekben

Tovabbi kérdéseink:

Hogyan szabalyozodik a szintje citokinek, illetve nbvekedesi faktorok
altal?

Mi a funkcidja az érintett hipotalamikus neuronokban?






