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1. Bevezetés

Régota ismert, hogy a glutamat és az aszpartit a tobbi szovethez képest a kozponti
idegrendszerben (KIR) rendkiviil magas koncentraciéban van jelen. A glutamat az elsédleges
mediator a szenzoros informacidok kozvetitésében, a motoros koordinacioban és a memoria
kialakulasaban, valamint a tanulasi folyamatokban. A glutamat hatasainak kozvetitésében az
NMDA-receptor kitlintetett szerepet jatszik. Az NMDA receptorok szabdlyozdsa nagyon
Osszetett, tobb regulacids 1€épést is magaba foglald folyamat. Aktivalédasahoz egy agonista és
egy ko-agonista egyidejii kotddése sziikséges. A ko-agonistak koziil korabban a glicint
tartottak a legfontosabbnak, azonban az analitikai technikak fejlédésével kimutattak, hogy a
glicin kotéhelyhez sokkal nagyobb affinitassal képes kotédni a D-szerin. Erdekesség, hogy a
glutamat mellett az agonista kotéhelyen az L- és a D-aszpartat is kotodhet, aminek jelentdsége
eddig kevéssé ismert.

A természetben az egyes vegyiiletek kozott kiilonbozé izomériak figyelhet6k meg. Az optikai
izomerek fizikai és kémiai tulajdonsagai teljesen megegyeznek, az egyetlen kiilonbség, hogy a
sikban polarizalt fényt ellentétes iranyba forgatjdk. Aminosavak esetében a kozponti
szénatom egy karboxil és egy amino csoporthoz, valamint egy hidrogénhez és az aminosavat
meghatarozo R-szubsztituenshez kapcsolodik. A régi homokiralis nézettel szemben ma mar
kijelenthetd, hogy az aminosavak D-enantiomerjei is megtalalhatéak €16 szervezetekben,
azonban az aminosavak L-izomere joval nagyobb mennyiségben fordul el6 a D-izomerekhez
képest. Ujabban egyre tobb D-aminosavrol deriil ki, hogy kiilonboz6 funkciokat toltenek be a
szervezetben, ugy, mint hormon, neurotranszmitter vagy neuromodulator.

A D-aminosavak koziil az idegrendszeri szabalyozasban legfontosabb a D-szerin, valamint a
D-aszpartat. A D-szerin legfontosabb szerepe az NMDA receptoron ko-agonista,
neuromodulator funkcidja. A kozponti idegrendszer egyes teriiletein vald eléforduldsa
hasonlo, mint az NMDA receptor disztribucioja.

Amig azonban a D-szerin neuromoduléator funkciojat széles korben tanulmanyozzak, a D-
aszpartat pontos szerepe jelenleg kevéssé ismert. Csirkékben, patkanyokban és emberben az
idegrendszer fejlédése alatt nagy mennyiségben mutathatd ki, azonban felndtt korra a
mennyisége jelentdsen lecsokken, igy feltételezett, hogy az idegrendszer fejlédésében tolt be
kulcs fontossagu szerepet. Nagyobb mennyiségben taldlhat6 a nagy proliferacids kapacitassal
bird régiokban. Kimutattdk, hogy a D-aszpartat képes az NMDA receptorok aktivéalasara.
Tobb publikacio is beszdmol a D-aszpartat kognitiv mitkddésben betoltott szerepérdl, az

NMDA receptor L-glutamat kotéhelyhez torténd kotddésével ¢€s agonista hatasaval



Osszefiiggésben. Ebbdl kovetkezik, hogy akarcsak a D-szerinnek, a D-aszpartatnak is fontos
szerepe lehet a tanulasban és a memoria kialakuldsaban, valamint az NMDA receptorok
diszfunkcidjahoz kothetd betegségekben is.

Biologiai kozegben az egyes enantiomerek mennyiségi meghatarozasat neheziti, hogy
altalaban az egyik enantiomer joval nagyobb feleslegben van jelen a masikhoz képest,
valamint hogy az enantiomerek fizikai ¢és kémiai tulajdonsdgukban megegyeznek. Az
elvalasztasukhoz az egyik leghatékonyabb modszer a kapillaris elektroforézis, mely kis
mintaigény, gyors analizisidé és alacsony oldoszer sziikséglet mellett képes biztositani a
nagyhatékonysagu kirdlis elvalasztast. Ekkor kiilonb6zo kiralis szelektorokat hasznalnak,
melyekkel az enantiomer parok fizikai és kémiai tulajdonsagaiban kiilonb6zé komplexeket
képeznek. A gybdgyszeranalitika teriiletén manapsag szinte kizarolag ciklodextrineket
hasznalnak kirdlis szelektornak. Ha a vendég molekula racém vegyiilet, akkor eltérd
stabilitas komplexeket képez a ciklodextrin a két enantiomerrel, €s ezek a komplexek mar
megvaltozott fizikai, fizikai-kémiai, kémiai tulajdonsaguk révén elvalaszthatdéak egymastol.
Az optikai detektalas két legismertebb mddja az UV és a fluoreszcencia detektalas. Az UV
elnyelés a legszélesebb korben hasznalt detektdlasi mod, azonban alacsony
koncentracioérzékenysége korlatozza a hasznalatat kapillaris elektroforézis soran. A
fluoreszcens detektalas a legszelektivebb detektalasi forma, érzékenysége altalaban egy-két
nagysagrenddel jobb az UV detektalashoz képest. A fluoreszcencia detektalas hasznalatanak
korlatja, hogy csak fluoreszcens molekulak mérésére hasznalhatd. Ritka kivétel, ha az
elvalasztand6 vegyliletek nativ fluoreszcenciaval rendelkeznek, ezért altalaban felhasznalasa
soran a vizsgalando vegyiiletbdl szarmazékképzéssel allitjak eléo a mar fluoreszcens
tulajdonsagokkal rendelkez6 molekulat. A fluoreszcens detektalas soran a megfeleld
gerjesztést altalaban lézerfénnyel biztositjak, mely az érzékenységet nagyon megndveli. A
1ézerfény eldnye, hogy egy adott hullimhosszon szelektiven képes gerjeszteni. Bioldgiai
mintdk kapillaris elektroforézissel torténd vizsgalata soran érzékenysége €s szelektivitasa
révén a lézer-indukalta fluoreszcencia (LIF) az egyik leggyakrabban alkalmazott detektalasi

mod.

2. Célkitiizés

Munkamat tudomanyos diakkorosként kezdtem a Semmelweis Egyetem Gyodgyszerhatastani
Intézetben, ahol egy olyan nagyhatékonysdgi kapillaris elektroforézis modszer
kidolgozasdban vettem részt, mely alkalmas bioldgiai mintdkban jelenlévd, alacsony
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valamint D- és L-glutamat) gyors és hatékony meghatarozasara. Ekkor meriilt fel az igény a
szintén kis koncentracioban el6forduld NMDA ko-agonista D-szerin €s a neuromodulator D-
aszpartat egyidejii meghatarozasara.

Munkam célkittizései a kovetkezok voltak:

1. Nagyhatékonysagu kapillaris elektroforézis modszer kidolgozasa és validalasa D-aszpartat
¢és D-szerin egyideju kiralis meghatarozasara bioldgiai mintakbol az L-aszpartat, valamint az

L-glutamat mellett.

2. Az NMDA receptor agonista L-glutamat és L-aszpartat, valamint a ko-agonista D-szerin

mennyiségi valtozasanak vizsgalata kisérleti allatokban

- a D-aszpartat és a D-szerin agyteriileti és korfiiggd eloszlasanak tanulmanyozasa

- az aszpartdt ¢és a glutamat kiilonbozd stimulusok hatdsara bekovetkezd extracellularis

koncentraciovaltozasanak meghatirozasa mikrodializis mintavétellel.

3. Modszerek

3.1 A kisérletekhez Beckman Coulter P/ACE-MDQ (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
kapillaris elektroforézis késziiléket hasznaltunk. A detektalds soran 488 nm-es hulldmhosszon
gerjesztd argonion lézerforrast (Beckman Coulter) alkalmaztunk, az emittalt fluoreszcenciat
520 nm-en detektaltuk. Az elvalasztdsok soran 75 pum belsé atmérdji (365 pum kiilsé
atmérdjli) Omlesztett kvarc kapillarisokat hasznaltunk (Agilent Technologies Santa Clara, CA,
USA). A kapillarisfal poliakrilamiddal torténd boritdsat Hjertén ¢és munkatarsai 4altal
kidogozott protokoll szerint végeztiik.

3.2 A szarmazékképzéshez 5 pl mintat vagy standard oldatot kevertiink 6ssze 5 pl belsd
standardot tartalmazo szdrmazékképzd pufferrel, illetve 5 pl szarmazékképzd oldattal. Ezt
kovetden hagytuk a reakciot a megfelel ideig, megfeleld hdmérsékleten végbemenni, majd
az analizis kezdetéig a mintakat -20 °C-on taroltuk. A mintahoz abszolt etanolban oldott, 1,2
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reakciodelegyet 60 °C-on 20 percig inkubaltuk. A szarmazékképzo puffer belsé standardként 1



uM L-ciszteinsavat tartalmazott. Az analizis kezdetén a mintakat desztillalt vizzel négyszeres
térfogatra higitottuk.

3.3 Az excitatoros aminosavak NBD-F szarmazékainak kiralis elvalasztasa S mM HPA-B-CD
és 8 mM DM-B-CD szelektort tartalmaz6é 100 mM borat pH 8,0 pufferben tortént, 50 cm
effektiv  kapillarishosszon, 25°C-on 400 V/cm alkalmazott fesziiltség mellett. A
mintainjektalas hidrodinamikus uton tortént (20 s — 6,89 kPa). A késziilék vezérlését, az
adatgytijtést, valamint az elektroferogramok kiértékelését a gyartd altal biztositott 32 Karat
szoftver 5.0-as verzidjaval végeztilk. A kettés ciklodextrin rendszer sziikséges volt a
megfeleld kémiai és a kiralis szelektivitas biztositasara. A DM-B-CD biztositotta az aszpartat
¢s a glutamat kozti kémiai szelekciot, mig a HPA-B-CD felelt a kiralis elvalasztasért az egyes
enantiomerek esetében. Mddszeriink alkalmas a D-aszpartat, L-aszpartat, D-glutamat és L-
glutamat kvantitativ meghatarozasara. A fejlesztett modszer detektalasi hatara (LOD) D-
aszpartatra nézve 17 nM, mig D-glutamat esetében 9 nM. Mindkét D-aminosav esetén a
kvantifikaléas als6 hatara 0,05 uM-nak adddott.

Az excitatoros aminosavak és D-szerin elvalasztasara fejlesztett modszer esetén 50 mM pH 7
HEPES pufferben oldottuk fel a 6 mM HPA-B-CD kiralis szelektort. Az effektiv és a teljes
kapillarishossz 50 és 60 cm volt. Minden futas el6tt vizzel és elvalasztd pufferrel mostuk a
kapillarist. A mintainjektdlds akéarcsak az excititoros aminosav rendszernél, itt 1is
hidrodinamikai titon tortént (20 s — 6,89 kPa). Az elvalasztas 25°C-on, 4llando fesziiltségen (-
24 KV, 400 V/cm) zajlott. A késziilék vezérlését, az adatgylijtést, valamint az
elektroferogramok kiértékelését itt is a gyartd altal biztositott 32 Karat szoftver 5.0-as

verzidjaval végeztik.

3.4 Az allatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Anatdmiai-, Szovet és Fejlodéstani Intézet
munkatarsai, mig a mintaanalizist kutatdcsoportunk végezte. Az excitatoros aminosavak
meghatarozasat 2, 4, 8 és 62 napos hazi csirkéken végeztiik, melyek a Babolna Kft.-tdl
keriiltek beszerzésre (Budapest, Magyarorszag), valamint 100-150 napos néstény Wistar
patkanyokon, amelyek a helyi tenyészetbdl szarmaztak (Semmelweis Egyetem Anatéomiai-,
Szovet és Fejlodéstani Intézet, Budapest). Csirkék esetén tizes csoportokban tartottuk az
allatokat egy 33 x 40 x 25 cm-es miianyag dobozban nyolc napos korukig, majd utina
négyfds csoportokra osztva nagyobb ketrecekben lettek elhelyezve, amig elérték a felndtt kort
(62 nap). A patkanyokat standard laboratoriumi ketrecekben tartottuk.

A D-szerin és D-aszpartat egyideji vizsgalata 0jsziilott és felnétt C57BL/6 egereken (n=5

mindkét csoportban) tortént, melyeket a Semmelweis Egyetem Anatomiai-, Szovet és



Fejlédéstani Intézet biztositott szamunkra. Az egereket standard laboratoriumi ketrecekben
tartottuk.

3.5 Az excitatoros aminosav analizishez hasznalt szovetmintdkat 2, 4, 8 vagy 62 napos
csirkékbdl, valamint felndtt (100-150 napos) patkdnyokbdl nyertiik. A csirkéket (n=61,
valamint 84, kisérlett6l fiiggéen) és a patkanyokat (n=8) a fent emlitett kor elérésekor
ketamin-xilazinnal mély altatasba juttattuk, majd dekapitaltuk. A megfelelé agyteriiletek
eltavolitasa sztereomikroszkop alatt tortént, majd a mintakat a tovabbi feldolgozésig -80 °C-
on taroltuk. Az alabbi szovetrészeket kiilonitettilk el csirkék esetében: medialis striatum
(mSt), intermedial medial mesopallium (iMM), arcopallium (Arco) és cerebellum. Patkanyok
esetében szintén dekapitacié utan azonnal az alabbi agyrészeket kiilonitettiik el: parietalis
cortex (Ptctx), nucleus accumbens (Ac), amygdala (Amy), valamint cerebellum. A madarak
egyes agyteriiletei megfeleltethetéek az emlésok, ¢és igy a patkanyndl hasznalt
agyteriileteknek: Ptctx az iMM-el, nucleus accumbens az mSt-vel, mig az amygdala az
arcopalliummal.

Az 6sszes szovetmintahoz mg-onként 10 pl acetonitril-viz elegyet (2:1) adtunk, ultrahanggal
rovid ideig (5 s) homogenizaltuk, majd ezt kdvetden centrifugaltuk (3000xg, 10 perc, 4 °C). A
feliiluszokat mesterséges cerebrospinalis folyadékkal (ACSF) tizszeres térfogatra higitottuk,
majd elvégeztiik a szarmazékképzést.

3.6 A mikrodializis kisérletek soran az eszk6z miitéti behelyezésére az allatok érkezésének
napjan kertilt sor. Az érzéstelenitéshez intramuszkularis ketamin-xilazin injekciot hasznaltunk
(40 és 8 mg/ttkg dozisban). A mikrodializis-szondat a baloldali medialis stridtumba iltettiik és
fogészati cement haszndlataval rogzitettiik a koponyacsonton. A miitét utan a csirkéket (n=8)
tivegfala, feliil nyitott dobozba helyeztiik. A mikrodializis-szondan keresztiil ACSF-et (120
mM Na*, 6 mM K*, 2 mM Ca®*, 125 mM Mg**, 129 mM CI’, 125 mM H,POy4, 21 mM HCO3
, pH 7,4) perfundaltunk. Az aramlasi sebesség 0,3 pl/perc volt. 18-20 o6ras stabilizacios
periodus utdn megkezdtiik a mintagyiijtést 200 mikroliteres polipropilén csovekbe, hlsz
perces 1d6kozonként. A mintdkat azonnal szarazjégre helyeztiik, majd —80 °C-on taroltuk
felhasznalasig. A kisérlet soran harom mintavétel utan (60 perc) a madarak ihattak vizet
szabadon 20 percen keresztiil, 100 perccel késdbb 50 mM KCI tartalmi ACSF kertilt
ataramoltatasra 20 percen keresztiil, majd minden stimulus utdn a perfuzidos médiumot
visszavaltottuk standard ACSF-re tovabbi mintagyljtés céljabol. A natriumionokat KCI
adagolasakor lecsokkentettiik, fenntartva igy az ozmolalitést.

3.7 A D-szerin és D-aszpartat agyi eloszlasanak meghatarozasahoz 5-5 0jsziilott és felndtt
C57BL/6 egeret dekapitaltunk €és az agyukat azonnal a megfeleld részekre bontottuk. A

mintakészités sordn egy rostralis vagast végeztiink, mely a medidlis orbitofrontélis cortexet
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tartalmazza; és egy caudalis vagast, mely az amygdalat, hippocampust ¢és a hipotalamuszt. A
szovetmintak tomegét lemértiik, majd azonnal szarazjeges kozegbe helyeztiikk. A mintakat a
tovabbi feldolgozasig -80 °C-on taroltuk. A mintaeldkészités hasonld moddon tortént az
excitatoros aminosavak meghatarozasahoz nyert bioldgiai mintak el6készitéséhez, azonban a
feliiliszok végso higitdsa nem tizszeresére tortént ACSF-el, hanem kétszeresére.

3.8 Az excitatoros aminosavak mellett torténd D-szerin meghatarozasra kidolgozott modszert
az FDA iranyelvei alapjan validaltuk. Belsé standardként (IS) 1 puM L-ciszteinsavat
alkalmaztunk. A Kkalibracios gorbe megszerkesztéséhez a D-aszpartat és D-Szerin
standardokbol hat kiilonb6z6 koncentraciét (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 1,5 uM) hasznaltunk.
Ahhoz, hogy az L-aminosavak biologiai mintakban jelenlévé mennyiségét imitaljuk, a
standardok keveréke Otvenszeres koncentraciofeleslegben (2,5; 5; 12,5; 25; 50, 75 uM) L-
glutamatot, L-aszpartatot, L-szerint, taurint és glicint is tartalmazott. A minéségellendrzési
(QC) mintak alacsony, kézepes és magas koncentracioban tartalmaztak a D-aszpartatot és a
D-szerint (0,08; 0,04; 1,25 uM), melyekkel a mérések napon beliili és a napok kozotti
pontossagat és torzitatlansagat allapitottuk meg. A rendszer pontossagat a mérések relativ
szoras-értékeivel jellemeztik. A moddszer torzitatlansdganak jellemzése sordn a mért
aminosav koncentraciét a nomindlis koncentracié szdzalé¢kdban adtuk meg. A napon beliili
megbizhatosagi adatok meghatarozdsahoz 6t-6t parhuzamost hasznaltunk. A napok kozotti
megbizhatdsagi adatok meghatarozdsahoz a méréseket Ot egymast kdévetd napon
megismételtilk, minden nap harom-hdrom parhuzamos mérést végeztiink. Kvantitalasi
hatarnak azt a legkisebb koncentracioértéket fogadtuk el, ahol a torzitatlansag 80 és 120 %
kozott volt és a pontossag (a mérések relativ szorasa) nem haladta meg a 20 %-ot. A

detektalas hataranak a 3:1 jel/zaj aranyhoz tartozé mintakoncentraciot tekintettiik.

4. Eredmények

4.1 A Gyogyszerhatastani Intézetben mar régebben is alkalmaztak NBD-F-et, mint
szarmazékképzd reagenst diaminok, valamint lizin meghatarozdsara. A modszer
optimalizalasat ekkor végezték el, melyet az excitdtoros aminosavak meghatarozasanal is
hasznaltunk, ugyanis a csucsteriiletek 20 mM, pH 8,5 borat puffer alkalmazéasa és 15 perces
reakcioidé mellett mutattak maximumot.

A D-szerinnel kapcsolatban is megvizsgaltuk a szarmazékképzési reakcio i1dofiiggését.
Kiértékelve az elektroferogramokat azt kaptuk, hogy a D-szerin, valamint a D- és L-aszpartat

esetében 20 mM pH 8,5 borat pufferben 20 perces szarmazékképzési reakcididé nagyobb



csucsteriiletet eredményezett, mint a 15 perces, mig az L-glutamat esetében szamottevo
valtozast nem tapasztaltunk. Ezért 20 percre emeltiik a szarmazékképzési reakcididot.

4.2 a A derivatizalt aminosavak egy vagy két negativ toltéssel rendelkeznek, ezért bazikus
vagy semleges pH-n jelentds elektroforetikus mobilitassal rendelkeznek az anod iranyaba.
Gyors analizisiik anod iranyl elvalasztassal valosithato meg, amennyiben az EOF-et teljes
mértékben visszaszoritjuk. Ennek eléréséhez linedris poliakrilamiddal boritottuk a
kapillarisfalat, akarcsak az excitatoros aminosavak kiralis elvalasztasakor alkalmazott
modszerlink esetében. L-ciszteinsavat hasznéaltunk belsé standardnek az elvalasztando
aszpartat és glutamat komponensekhez hasonld karakterisztikdja miatt (két negativ toltéssel
rendelkezik bazikus, vagy neutralis pH-n). Az elvalasztasokat 50 cm effektiv
kapillarishosszon végeztiik. Az excitatoros aminosavak kiralis elvalasztiasa soran a HPA-B-
CD megfelelé szelektornak bizonyult az aszpartat és a glutamat enantiomerek
elvalasztasdhoz. Mddszeriinket szerettiik volna tovabbfejleszteni, és az NMDA receptorokon
ko-agonista funkcidju molekula, a D-szerin meghatarozasaval kiegésziteni. Mivel a modszer
bioldgiai mintara vald alkalmazhatdsaganak tesztelésekor a hazi csirkék agyabdl szdrmazo
mintakban D-glutamét nem volt detektdlhat6, az L-glutamat, valamint a D- és L-aszpartat
mellett a szerin enantiomerek mérésére is alkalmas ) mddszer kidolgozasakor nem tartottuk
sziikségesnek a kettds ciklodextrin rendszer alkalmazasat. Kiindulasi 1épésként 100 mM pH 8
borat puffert és kiralis szelektorként 5 mM HPA-B-CD-t hasznaltunk. Azonban a D-szerin
teljes alapvonal elvalasztasat ilyen koriilmények k6zott nem tudtuk elérni, hiszen a D-szerin
az eldtte migralo glicinnel és az NBD-F fluoreszcens melléktermékeivel részben ko-migralt,
meggatolva igy a pontos kvantitativ meghatarozast.

4.2 b A modszer optimalizalasa soran a pH csokkentése 8-rol 7-re javitotta mind a kémiai,
mind a kirélis szelektivitast. A pH 8 ala csokkentése azonban a borat pufferrél a megfeleld
pufferkapacitasu zwitterionos HEPES-re torténé valtast indokolta. A glicin, valamint a

szarmazékképzobdl szarmazod mellektermékek alapvonalon elvaltak a D-szerintdl. A pH

crer

crer

crcr

szelektivitast, mely alatt a D-szerin és a glicin, valamint a melléktermékek elvalasztasanak
javulasat értjiik. Azt tapasztaltuk, hogy a 6 és a 7 mM kiralis szelektor hatasa kozott 1ényeges
kiilonbség nem tapasztalhatd, ezért a végsé koncentracionak 6 mM HPA-B-CD-t

valasztottunk.



4.2 d Tobb lehetséges aminosavat is teszteltiink az esetleges ko-migracio kizarasa érdekében,
melyek a bioldgiai mintaban el6fordulhatnak. Ilyen komponensek példdul a GABA, a taurin,
a glicin, a methionin, az alanin, a treonin és a valin. A taurin és a glicin a D-szerin el6tt
migral, mig a tobbi vegyiilet késébb érkezett a detektor ablakhoz. A lassabban migral6do
vegyitiletek koziil a GABA migralt a legkzelebb a D-szerinhez, de felbontasbeli problémat

nem jelentett (1. abra).
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1. dbra: 1 pnM L -ciszteinsav belsé standard (IS), 2,5 uM D-Asp és D-Ser, 25 pM L-Asp,
L-Glu és L-Ser, 50 pM glicin (Gly) és taurin (Tau) és GABA tartalmu standard minta.
Elvalasztasi korillmények: 50/60 cm x 75 pm poliakrilamiddal boritott 6mlesztett szilika
kapillaris; injektalas: 6,89 kPa 20 s; 6 mM HPA-B-CD, 50 mM HEPES puffer pH 7; -24
kV.

4.2 e A bioldgiai mintakban a D-enantiomerekhez képest az L-aminosavak, illetve a glicin és
a taurin sokkal nagyobb feleslegben fordulnak eld, ezért a validdlashoz a modszer
szelektivitasanak biztositasa érdekében Otvenszeres feleslegben alkalmaztuk az L-
aminosavakat (L-Glu, L-Asp, L-Ser), valamint a glicint és a taurint a D-enantiomerekhez
képest. A kalibracios gorbéket 0,05-1,5 pM kozotti koncentracid tartoméanyban vettiik fel a D-



aszpartatra, illetve a D-szerinre, mig 2,5-75 uM kozott az L-aszpartatra és az L-glutamatra,
ahol a jel és koncentracio kozott linearis Osszefliggést talaltunk. A napon beliili és a napok
kozti  pontossag ¢és  torzitatlansdg is meghatarozasra keriilt az aldbbi QC
mintakoncentraciokkal: 0,08; 0,4; 1,25 uM a D-aszpartatra és a D-szerinre, illetve 4; 20; 62,5
uM az L-aszpartatra és az L-glutamatra, lefedve igy a sziikséges koncentracid tartomanyt. A
napon beliili torzitatlansag a D-aminosavakra 85,10-105,94%-nak, az L-aminosavakra 85,05-
112,11%-nak adodott. A napon beliili pontossag 2,09-7,90% volt a D-aminosavakra, mig
3,93-6,55% az L-aminosavakra nézve. A napok kozotti pontossag a D-aminosavak esetében
0,44-9,47% kozott volt, illetve az L-aminosavak esetében 0,95-14,90%. A mennyiségi
meghatarozas alsé hatarat (LOQ) a D-enantiomerekre hataroztuk meg, mely 0,05 uM-nak
adodott mind a D-aszpartat, mind a D-szerin esetében. A detektalds als6 hatarat 3:1 jel/zaj
arany alapjan szamoltuk ki és 8, valamint 12 nM koncentraci6 értéket kaptunk a D-aszpartat,
illetve a D-szerin esetében.

4.3 Hat kiilonb6z6 agyteriiletet vizsgaltunk meg feln6tt és ujszilott egereknél a D-aminosavak
meghatarozasahoz, melyek az alabbiak: amygdala, bulbus olfactorius, cerebellum,
hippocampus, hypothalamus és prefrontdlis cortex. Mindegyik mintdban a D-aszpartat,
valamint a D-szerin detektalhatd és kvantifikalhatd volt. A D-szerin koncentracidja felnétt
egerek esetén (14-50 nmol/g nedves szovet) kb. egy nagysagrenddel nagyobb volt a D-
aszpartathoz képest (1,9-3,2 nmol/g nedves szdvet) mindegyik agyteriiletnél, kivéve a
cerebellumot, ahol a koncentraciok hasonldak voltak (0,9 és 1,2 nmol/g nedves szdvet). Ezzel
szemben az Ujsziilott egereknél a két aminosav nagysagrendileg Osszemérhet$ (D-aszpartat
esetén 11-22 nmol/g szovet, mig D-szerin esetében 11-26 nmol/g szovet). Az 0jsziilott
egereknél koriilbeliil egy nagysagrenddel nagyobb a D-aszpartdit mennyisége, mint felnott
korban, mely a neurogenezisben betdltott fontos szerepét tdmasztja ald. Lathatd, hogy a D-
szerin mennyisége a felndtt egereknél harom agyteriileten kimagaslik az 1jsziilottekhez
képest, méghozza az amygdalaban, a hippocampusban ¢és a prefrontalis cortexben. Ez a hdrom
teriilet kiemelt szerepet tolt be a neuronalis plaszticitasban, valamint tanulasi folyamatokban
és a memoria kialakulasban. Erdekes eredmény a kisagyban mért szignifikdns D-szerin
csokkenés felndtt egyedeknél.

4.4 a Az excitatoros aminosavak vizsgalatakor is azt tapasztaltuk, hogy a kornak szignifikans
hatasa van a D-aszpartat koncentracidra. Az altalunk vizsgéalt négy csirke agyteriileten
jelentds csokkenést mutatott a masodik és a negyedik nap kozott és alacsony is marad

crer

aszpartat az L-aszpartat és L-glutamat Osszegéhez viszonyitva, illetve a D-aszpartat a D-
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aszpartat és L-aszpartat 6sszegéhez viszonyitva), akkor tisztan lathaté a D-aszpartat korfliggd
csokkenése egy egyenstulyi L-aszpartat szint mellett.

4.4 b Kortdl fliggd valtozast tapasztaltunk az L-aszpartat €s az L-glutamat esetében is, foleg a
4. napon bekovetkezett tranziens csokkenésnek koszonhetden. Az  L-glutamat
koncentracioban szignifikans kiilonbség volt az agyteriiletek kozott. A legkevesebb L-
glutamat az mSt/Ac teriileteken volt.

4.4c Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a feln6tt csirkék és patkanyok L-aszpartat
koncentracioja kozott, azonban az agyteriileti hatas és a két faktor kozotti interakcid
szignifikans kiilobségeket mutatott. A post-hoc paros t-probakkal felfedezésre keriilt, hogy a
csirkék arcopalliumédban csokkent L-aszpartat szint figyelhetd meg, de csak ha a
cerebellumhoz hasonlitjuk, mig a patkanyoknal a cerebellumban talaltuk a legkisebb L-
aszpartat szintet.

4.4 d Az L-aszpartatnak a két faj kozti kiilonbsége szignifikansan kisebb értéknek adodott a
patkany cerebellumban. Ha 0Osszehasonlitjuk az aranyokat (L-aszpartat/L-aszpartat + L-
glutamat), akkor mar azt tapasztaljuk, hogy nincs eltérés a két faj kozott, de szignifikans az
eltérés az agyteriiletek kozott.

4.4 e A patkanyoknal kicsivel kisebb L-glutamat koncentraciot mértiink, mint csirkéknél, de
csak némely agyteriileten volt szignifikans eltérés: az mSt/Ac és az iMM/Ptctx teriileteknél.
Csirkékben az L-glutamat koncentracio kisebb volt az mSt-ben és a cerebellumban, mint az
IMM-ben, mig patkanyoknal a nucleus accumbens mutatott alacsonyabb L-glutamat
koncentraciot barmelyik masik agyteriilettel szemben. A fajon beliili eltéréseket elemezve az
mSt tartalmazta a legkevesebb L-glutamatot a masik harom agyteriilethez képest csirkéknél.
4.4 f A feln6tt csirkéknél harom agyteriiletnél a négybdl magasabb D-aszpartat szinteket
mértiink, mint a patkdnyokndl, mig a cerebellum esetében nem taldltunk eltérést. A D-
aszpartat koncentracid agyteriiletenként valtozonak adodott, amikor mind a patkanyokat,
mind a csirkéket egyiittesen vizsgaltuk. Az eltéréseknél fajok kozotti kiilonbségeket is
felfedeztliink. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget csirkék agyteriiletei kozott, mig
patkanyoknal a D-aszpartat szintje a cerebellumban volt a legmagasabb és a Ptctx-ben volt a
legkevesebb. Azonos eredményt kaptunk, amikor az aranyokat (D-aszpartat / D-aszpartat + L-
aszpartat) vizsgaltuk.

4.5 Vizsgalataink soran az Ac/mSt régidkban kiilonbozd stimulus hatasara mérhetd L- és D-
aszpartat szint, valamint az L-glutamat mennyiség valtozasara voltunk kivancsiak, melyhez
mikrodializis mintavételt alkalmaztunk, ahol is a csirkék szabadon mozoghattak. Mindkét
vizsgalt L-aminosav extracellularis mennyisége emelkedést mutatott viz adasakor (jutalom a

szomjas csirkéknek). Hasonld, de nagyobb excitatoros L-aminosav-szint emelkedést
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tapasztaltunk magas kalium-klorid koncentracié hatasara. A D-aszpartat esetén egy kisebb,
nem szignifikans emelkedés volt tapasztalhatdé viz fogyasztasakor, azonban egy robosztus
(kortilbeliil tizszeres) emelkedés volt tapasztalhatd kaliumion perfundalasakor. A D-aszpartat
emelkedése azonban a magas kalium-klorid adagoldsa utan késve jelent meg. Az L-aszpartat
aranya mind a mikrodializis, mind a szoveti mintdkban hasonlé volt. Erdekes, hogy a D-
aszpartat ardnya kozel duplajara nétt a kalium-kloriddal tortént stimuldcid hatasara (40%-at
adva igy az 0ssz-aszpartat mennyiségnek), mig a szovetkivonatban 1évo koncentracidja kozel

két nagysagrenddel kisebb volt az L-aszpartathoz viszonyitva.

5. Kovetkeztetések

5.1 a Kutatécsoportunk munkaja soran olyan kirdlis kapillaris elektroforézis modszerek
kidolgozasédban vettem részt, melyek alkalmasak a bioldgiai mintdkbol torténd excitatoros
aminosavak (D- és L-aszpartat, L-glutamat), valamint a D-szerin kvantitativ meghatarozasara.
Modszeriink segitségével, a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani
Intézetével egyiittmiikodésben, hazi csirkék kiilonbozo agyteriiletébdl hataroztuk meg az
excitatoros aminosavak mennyiségét, valamint az irodalmi adatokkal Gsszehasonlitottuk a
kapott eredményeket, ezzel is validdlva modszeriink pontossagat és érzékenységét biologiai
mintak esetében. A kémiai és a kirdlis szelekcid biztositasara kettds ciklodextrin rendszert
fejlesztettiink ki, ahol is a DM-B-CD felel0s az L-aszpartat és a D-glutamat kozti kémiai
szelektivitas biztositasaért, mig a HPA-B-CD a kiralis szelekciot biztositotta az enantiomerek
kozt.

5.1 b A fiatal csirkék esetén magas D-aminosav szinteket mértiink a felnétt allatokhoz képest.
Eredményeinkbdl kovetkeztetve a csirkéknél az L-glutamat €s L-aszpartdit nem mutatott
korspecifikus valtozast, szemben a D-aszpartattal. Az L-aminosavak szintje a 4. napon
mutatkozott a legalacsonyabbnak, azonban a késdbbiekben koncentracidjukat nagyrészt
allandonak talaltuk. A D-aszpartat szézalékosan kifejezve a teljes aszpartat mennyiségre
vonatkoztatva a két napos allatoknal volt szignifikansan a legmagasabb. Harom olyan
agyteriiletet vizsgaltunk, mely részt vesz az imprinting mechanizmusban €s a passziv
elkeriilési tesztben. Ez az iMM, az mSt és az arcopallium, melyeket egyiitt vizsgaltunk az
emldsoknél ismert homoldgjaikkal (Ptctx, nucleus accumbens, amygdala). A cerebellum
mindkét fajnal kontrollként szolgalt. Eredményeink alapjan nagyon robosztus korrelacio
figyelhet6 meg az mSt/nucleus accumbens régiok kozott, ahol is alacsonyabb L-glutamat szint

figyelheté meg mindkét fajndl a tobbi agyteriilethez viszonyitva. Az eredményeinket
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alatdmasztja, hogy ezeken a teriileteken foleg GABAerg beidegzés talalhat6 és sok excitatoros
termindl, mely glutamat €és aszpartat tartalmu, de glutamaterg és aszpartiterg perikaryon
kevésbé jellemzd.

5.1 ¢ A tanulasi folyamat vizsgalata soran a vizivas hatadsara a D-aszpartat mennyiségének
csak nem szignifikdns emelkedése volt tapasztalhato az extracellularis térben. KCI
perfundalas hatasara azonban jelentés mennyiségli D-aszpartat felszabadulast mértiink. A
kalium hatasa, szemben az L-aszpartat és L-glutamatnal tapasztalt (szintén nagyon robosztus)
extracellularis koncentracié emelkedéssel, a D-aszpartat esetén sokkal elhuzo6dobb (kb egy
oran at tartd) felszabadulast eredményezett, mieldtt visszatért volna a kiindulasi értékhez.
Ennek magyarazata lehet valamilyen masodlagos mechanzimus, mely felelés a D-aszpartat
folyamatos felszabaditasaért a K* gyors felszabadité hatdsa utdn. A D-aszpartat
felszabadulasa jelenleg is intenziv kutatdsok targyat képezi. Eredményeink alapjan lathato,
hogy a szdveti D-aszpartdit mennyisége kozel két nagysagrenddel kisebb az L-aszpartathoz
képest, azonban az extracellularis térbe meglepden nagy mennyiségii D-aszpartat szabadul fel.
KCI hatasara az extracellularis térbe jutd Ossz-aszpartdt mennyiségének egyharmadat teszi ki
a D-enantiomer. Az L-aszpartat és L-glutamat esetében mind a tanulasi stimulus, mind KCl
hatasara mennyiségiik szignifikdnsan megnétt az extracelluldris térben.

5.2 a Kutatasom soran olyan validalt kiralis kapillaris elektroforetikus modszert fejlesztettem
ki, mely alkalmas az aszpartat enantiomerek, a D-Szerin, valamint az L-glutamat kvantitativ
meghatarozasara. HPA-B-CD kirdlis szelektor alkalmazasaval alapvonalon torténd
elvalasztast kaptunk a D- és L-aszpartat, illetve az L-és D-szerin esetében. Mivel a bioldgiai
mintdk nem tartalmaztak D-glutamatot, ezért az 0j) modszerfejlesztés sordn a kettds
ciklodextrin rendszert elhagyva visszatértiink a csak HPA-B-CD kiralis szelektort tartalamazo
rendszerhez. A futds soran a D- és az L-aszpartat alapvonalon torténd elvalasa volt
tapasztalhatd, azonban a D-szerin a glicinnel, valamint az NBD-F bomlastermékeivel ko-
migralt. Modszerfejlesztésiink elsddleges célja volt a D-szerin, a bomlastermékek, valamint a
glicin kozti kémiai szelektivitdas ndvelése. Az aminosavak NBD-F-al képzett szarmazékai
semleges pH-n egy vagy két negativ toltéssel rendelkeznek, ezért gyors meghatarozasuk
lehetséges andd irdnyt elvéalasztassal. A szarmazékképzéshez a primer és szekunder
aminokkal reagal6 NBD-F-et hasznaltam, mely relative gyors kvantitativ szarmazékképzési
reakciot eredményez viszonylag kevés melléktermék képzddése mellett. A modszerfejlesztés
soran a bioldgiai matrix nehezitd tényezdit is figyelembe vettiik. A modszerfejlesztés soran a
standardokat mesterséges gerincvelé folyadékban (ACSF) oldottuk, utanozva igy az

agymintdk matrixanak elektrolit Osszetételét. Modszeriinket az FDA iranyelveinek
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megfelelden validaltuk, tovabba a fejlesztés €s a validalas sordn szamitasba vettiik a biologiai
kozegben varhato nagy L-enantiomer tulstlyt.

52 b A D-szerin, a glicin valamint az NBD-F szarmazékképzési reakcido soran, foleg
hidrolizissel képz6d6 termékeinek elvalasztasakor a pH hatasa volt az egyik legfontosabb
tényez6, mellyel a kémiai szelektivitast novelhettiik. A szakirodalombol ismeretes, hogy az
NBD-F melléktermékei fenolos vegyiiletek, melyek hidroxil csoportjai, gyengén ugyan, de
savas karaktertiek, ezért a pH valtoztatasra sokkal inkabb érzékenyek enyhén lugos és
semleges pH-n, mint a karboxil csoporttal rendelkez6 aminosavak. Alacsonyabb pH-n a
fenolos melléktermékek toltése €s igy mobilitasa csokken, mig az aminosavaké lényegében
nem valtozik. Masik oldalrél a kiralis szelektor HPA-B-CD toltéssel rendelkezd, protonalt
form4janak novekedése erdsebb elektrosztatikus interakciot eredményez az aminosavakkal,
valamint a komplex lassabb migraciojat, ami a szabad komponensek és a komplexek kozotti
mobilitds kiillonbséget noveli. A pH csokkentése ebben a rendszerben ezért szignifikans
hatassal lehet a kiralis €s a kémiai szelektivitasra is. A pH csokkentése 8-r61 7-re 50 mM
HEPES rendszerben javitotta mind a kiralis, mind a kémiai szelektivitast. A pH tovabbi
csOkkentése azonban mar nagyban noveli a nem enantiospecifikus ionos kdlcsonhatast a
ciklodextrin és a savas excitatoros aminosavak kozott, ezért 50 mM HEPES puffer
alkalmazdsakor pH 6,5-nél a két negativ t6ltéssel rendelkezd aszpartat és glutamat esetében
mar megszint az elvalasztas, az enantio- és a kémiai szelektivitas egyarant elveszett.

5.2 ¢ A modszerfejlesztés soran vizsgaltuk a bioldgiai mintdkban eléforduld egy negativ
toltéssel rendelkezd aminosavakat, melyek ko-migralhatnak a D-szerinnel. Az alabbi
aminosavak migraltak el a detektorablak el6tt az optimalisnak valasztott koriilmények kozott:
GABA, taurin, glicin, methionin és alanin, treonin és valin. A taurin és a glicin a D-szerin
eldtt migral, mig a tobbi vegyiilet kés6bb érkezett a detektorablakhoz. A lassabban vandorlo
vegyiiletek koziill a GABA migralt a legkdzelebb a D-szerinhez, de rezolucids problémat nem
okozott.

5.2 d A mintakomponensek kvantitativ meghatarozasanak alsé hatara (LOQ) 0,05 uM volt a
vizsgalt mintakomponensekre. Kidolgozott modszeriink alkalmassagat 0jsziilott és felndtt
(n=5-5) C57BL/6 egereken teszteltiik. Eredményeink soran a kiilonb6zo agyteriileteknél ott
talaltunk magas D-szerin mennyiséget, ahol az NMDA receptorok szama is magas. Ezek az
agyteriiletek a memoria formécidban is fontos hippocampus, prefrontalis cortex és amygdala.
Mind a D-aszpartat, mind a D-szerin agyi mennyisége jelentés korfliggd valtozast mutat. A
fiatal egereken kozel egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségben taldlhaté meg a D-aszpartat,
mint a felndtt egyedekben, agyteriilettdl fiiggetlentil. Hasonld eredményt kaptunk csirkék

agyanak vizsgalatakor is. A D-szerin mennyisége feln6tt korban szignifikansan magasabb a
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memoriaformacidban fontos agyteriileteken, mig a tobbi agyi régioban nem tér el a fiatal
egyedekétdl (kivéve a kisagy). A kisagyi régioban a feln6tt egereknél az irodalmi adatokkal
megegyezOen alacsonyabb D-szerin mennyiséget mértiink. Az eredmények jol korrelalnak a
szakirodalomban koz6lt agyi D-aminosav koncentraciokkal. Modszeriink egy mérésen beliil

képes meghatarozni e két fontos D-aminosav mennyiségét bioldgiai mintakbol.
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