Az anyai prefrontalis cortex és
hipotalamikus preoptikus tertlet
proteomikai vizsgalata anyapatkanyokban
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Az anyal magatartas legfobb szabalyoz6 tertletei kozé
tartozik a medialis prefrontalis cortex (MPF) és a
hipotalamusz preoptikus tertilete (POA).

MPF POA

- A kognitiv feldolgozasban és szdmos pszichiatriai - Elektromos vagy excitotoxikus 1ézi6 — gatolja az
betegségben érintett teriilet anyai magatartas kifejez6dését

Yy . . ’ z (Jacobson és mtsai 1980, Numan 1974, Numan és mtsai 1988, Numan és
- Lézid — bizonyos anyai magatartasokat gatol (pl. .
kolyok visszahordés és tisztogatas), mig masokra - Osztradiol és prolaktin injektalas a POA-ba —
nincs hatassal (pl. fészeképites) anyai viselkedés megjelenése még nem sziilt
(Gifors VL, 20@7) ndstényeknél

- Oxitocin (sz.upra.optikus és paraver}trikuléris . 58 ) o e 200, Wit B st 15197
magokban szintetizal6d6 neuropeptid) antagonista — A POA tehat egy olyan agyteriilet, ahol (az ott

injektalas az MPF-be csokkenti az anyai jelenlévo receptoraikon keresztiil) az 6sztradiol és a
magatartast prolaktin hatni képes az anyai magatartas

(Sabihi S, 2014) megjelenésére

(Numan és Insel 2003)



A medialis prefrontalis cortex (MPF) és
preoptikus teriilet (POA) proteomikai
vizsgalata anyakban

MPF és POA agytertiletek disszektalasa (n=6-6), homogenizalasa,
fehérjekészletének precipitalasa acetonnal

MPF és POA fehérjekészletének osszehasonlitasa anya és kontroll
(,utdéd-deprivalt”) allatok kozott

A kapott szignifikans fehérjespot valtozasok azonositasa
A valtozasok kozotti osszefliggések elemzése
A legjelent6sebb valtozasok validalasa
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Minimal dye jelolés: 50 ug fehérje, lysin e-amino csoportjahoz kot

6-6 minta 0sszehasonlitasa

1 gélen 3 minta (anya, deprivalt, ,,pool”)

A Cy2, 3 és 5 festékek spektralisan elkiiloniilnek; a méret és toltésiik megyegyzik



DeCyder™ 2D Differential Analysis Software
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Differential In-gel Analysis = DIA Biological Variaton Analysis = BVA
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Preparativ gél (Coomassie brilliant blue): szignifikans fehérjespot-ok kivagasa,
tripszines emésztése — fehérjék azonositasa LC/MS-MS technikaval




Az MPF és POA régiok proteomikai vizsgalata

anyakban
MPF: 32 fehérjevéltozas (25 1, 7) POA: 18 fehérjevaltozas (13 1, 5])
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protein synthesis and folding

307 035814 Stipl Stress-induced- 1,10 | 0,0020 | 15 36,6 62571 6,4 topl |
317 'PL phosphoprotein 1 113 00095 | 28 483 62571 6,4 |YIOPIEST NUCIEUS
354  P28480 Tepl ;’;‘;':p'ex protein 1 subunit 154968 6 0030 [ 12 34,0 60360 5,9 |cytoplasm
640 Pgs834 Tufm D ongation factorTu, 1,15 | 0,0066 [ 8 23,9 49523 7,2 |mitochondrion
mitochondrial
response to oxidative stress, apoptosis
1286 035244 Prdx6 Peroxiredoxin-6 1,22 | 0,0065 | 18 78,6 24819 5,6 |cytoplasm
1420 . . 0,0002 [ 7 34,3 20089 6,8
1430 P23928 Cryab  Alpha-crystallin B chain 00050 | 2 217 20089 6.8 cytoplasm, nucleus
1506 Q5U318 PealS ’;é’/:"lcé’“c BHCSRUCRI 0,0016 | 3 30,0 15040 4.9 [cytoplasm
cytoskeleton organisation
1565 Q6PEC1 Thca Tubulin-specific chaperone A 0,0047 [ 8 43,5 12744 5,4 |cytoplasm
544 P85108 Tubb2a Tubulin beta-2A chain 1,13 | 0,0281 | 32 67,0 49907 4,8 |cytoplasm, nucleus
545 P69897 Tubb5 Tubulin beta-5 chain 1,15 | 0,0224 | 31 66,2 49671 4,8 |cytoplasm, nucleus
cell cycle
757 D3ZDH8 Gplbb Septin 5, isoform CRA_d 1,15 0,0354 | 17 47,4 43893 6,2 |synapse, plasma membrane
1483 P60841 Ensa Alpha-endosulfine 0,0476 | 5 41,3 13335 6,6 [cytoplasm
protein transport
325 B5DF55 Stam RCG55706 1,16 0,0065 | 14 30,3 59593 4,7 |cytoplasm
transcription
883 Q68A2L Purb | lanscriptional activator 113 0,0240 | 6 457 33418 53 [nucleus
protein Pur-beta
ion transport
LIM and SH3 d i
932 QUOMZ8 Laspl an omain 1,06 00146 3 141 29971 6,6 cytoplasm
protein 1
protein degradation
1224 Q6AYK6 Cacybp Calcyclin-binding protein | 1,12 0,0001| 8 485 26541 7,6 cytoplasm, nucleus




hydrolase

Fumarylacetoacetate
1120 B2RYW9 Fahd2 hydrolase domain-containing | 1,10 0,0146 | 6 25,2 34582 8,
protein 2

[=2)

mitochondrion

ion transport

LIM and SH3 domain
protein 1

1033 Q99MzZ8 Laspl |l,06 0,0287‘ 3 141 29971 6,6 |cytoplasm

transcription

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein D-like

| 1,06 0,0287

1033 Q3SWU3 Hnrpdn 3 11,5 35294 9,1 [nucleus, cytoplasm

hydrogen sulfide biosynthetic process

synapse, mitochondrion,
cytoplasm

3-mercaptopyruvate
sulfurtransferase

1121 P97532 Mpst 1,17  0,0139| 8 39,1 32941 5,9

synaptic transmission

344
355

1,11 0,008 | 16 41,1 63457 8,7

sy S SYEREA 1,09 00037 |14 41 63457 87

synapse

— Legnagyobb valtozas: (-1.66 )

A Hsp20 csaladba tartozo hosokk
protein, mely az oxidativ stressz és
apoptoézis folyamataban is szerepet
jatszik. Emelkedett szintjét szamos
idegrendszeri betegségben leirtak.



A legnagyobb szignifikans valtozas megerositése az
MPF-ben — Western blotting

O

Jelolés: primer és ECL Plex CyDye conjugalt anti-goat IgG secunder antitestek
Megjelenités: Typhoon fluorescent laser scanner
Kvantalas: ImageQuant TL software
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Az eloszlas vizsgalata az MPF-ben (IHC)

9,




Duplafestés
Parvalbumin (GABAerg interneuronokban talalhaté kalcium koto fehérje)
Calbindin (kalcium koto fehérje)

— kolokalizaci6: parvalbumin pozitiv sejtekkel



A megvaltozott anyai fehérjék kozos regulator illetve




Az ut6édgondozas egyiitt jar az MPF és a POA agyrégiok proteomikai
megvaltozasaval

A megvaltozott fehérjék tobbségének mennyisége emelkedett szintet
mutatott anyakban

Az anyai feherjevaltozasok tobbsége kiulonbozd novekedési faktorok
és szignalizacidés fehérjék szabalyoz6 hatasa alatt allnak, tovabba
kozos targetjei a MAPK1 és 3 jelatviteli fehérjék

A legnagyobb mennyiségi valtozast mutaté kis hdésokk fehérje a
parvalbumin pozitiv sejtekben expresszalodik. Szerepet jatszik az
apoptozisban és az idegsejtek fejlddésben, melyek nagy jelentOséggel
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