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1. Bevezetés

1.1 D-aminosavak az €16 szervezetben

A glicin kivételével, a szervezetben talalhaté aminosavak kiralisak. Az a-szénatom koriili négy
kiilonb6z6 szubsztituens két térbeli konformaciot vehet fel, melyek nem hozhatdak fedésbe
egymassal. Ezt a két format enantiomereknek nevezziik. Megkiilonboztetjiik az L-enantiomert
(a latin ,,Jaevus”, bal szobol eredéen), illetve ennek tiikorképi parjat a D-enantiomert (a latin
»dexter”, jobb szobdl eredden). Az enantiomerek fizikai és kémia tulajdonsagai teljesen

megegyeznek, azzal a kivétellel, hogy a sikban polarizalt fényt az ellentétes iranyba forgatjak

D).

Az aminosavak fontos OsszetevOi a peptideknek, fehérjéknek és szabad formdaban
transzmitterként is szerepet jatszhatnak. Koradbban gy gondoltdk, az emberi szervezetben
kizarolagosan az L-enantiomer tolti be a fent emlitett funkcidkat, a D-format, mint nem
természetes aminosavakat tartottak szamon, amelyek az ételbél szarmazoan, illetve a bélflora
baktériumainak metabolizmusabol, esetleg spontan racemizacioé eredményeként keriilnek be az
¢lolények szervezetébe (2, 3). Habar a semleges és savas karakter(i D-aminosavak bontasat
végz0 specifikus enzimet, a D-aminosav-oxidazt (DAAO) mar korabban kimutattak emlésok
szervezetében (4), szerepét nem vizsgaltak részletesen, hiszen nem tulajdonitottak a D-
aminosavaknak valos fiziologias funkciokat. Az analitikai modszerek érzékenységének
fejlodésével pontosabb mérések valtak elérhetévé egyes aminosavak D-enantiomerjének
mennyiségével kapcsolatban mind a periféridn, mind a kdzponti idegrendszerben. Detektalhato
mennyiséget mutattak ki példaul a D-aszpartat (5, 6), a D-alanin (7) és a D-szerin (8)
vonatkozasaban. Tovabbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy egyes D-aminosavak meglepden
magas koncentracioban vannak jelen az emldsok kozponti idegrendszerében és a periférias
szovetekben, bizonyos esetekben meghaladva az L-enantiomer mennyiségét (9). A D-szerin, a
D-aminosavak fontos képviselgje, illetve a kisérletes munka soran is a D-szerinnel
foglalkoztunk atfogdbban, igy a tovabbiakban ezt a molekulat targyalom részletesebben. A D-
szerint human és patkany kozponti idegrendszerben magas koncentracioban mutattak ki.
Regionalis lebontasban a cerebralis kortexben, a hippokampuszban és a striatumban nagy
mennyiségben volt jelen a molekula, de mérhetd koncentraciét taldltak a koztiagyban, a
cerebellumban és gerincvel6ben is (9-11). Az egyes szovetekben mért magas koncentraciok,
illetve a szervezetben megtalalhato DAAO bont6 enzim azt a feltételezést erdsitették, hogy a

D-szerin specifikus biologiai funkciokat lathat el. A kés6bbiekben igazoltak, hogy a D-szerin
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— a glicin mellett — ko-agonista tulajdonsaggal rendelkezik az N-metil-D-aszpartait (NMDA)
molekuldra nyilé ionotrép glutamat receptoron, igy fontos szerepet jatszik a

neurotranszmisszioban (12). Ennek a folyamatnak a részletes kifejtése a késébbiekben torténik.

1.2 A D-szerin homeosztazisa
A D-szerin homeosztazisban kozvetve, illetve kozvetlenil résztvevd enzimek és biokémiai

folyamatok 0sszefoglaldsat mutatja be az 1. dbra.

Gliikgz w———) s———) 3-foszfoglicerdt —w————) s———) Pjruvat

l
l

3-foszfoszerin

| . l@/

D-szerin L-szerin Foszfolipidek +
- ——— - ——

/ \ / I Foszfogliceridek
a-ketosavak Piruvat Glicin I: D-aminosav oxidaz

Ammonia Amménia TI: Szerin-racemiz
Hidrogén-peroxid III: Szerin-hidroximetil-transzferdz
TV: 3-foszfoszerin-foszfataz

1. dabra: A D- és L-szerin homeosztazisaért felelds folyamatok és enzimek kapcsolata. A D-
szerin elsodleges forrdasa a kézponti idegrendszerben az L-szerinbdl kiindulo, szerin-racemaz
enzim dltal katalizalt folyamat. A D-szerin metabolizmusaért elsésorban a DAAO és a szerin-
racemdz enzimen zajlo folyamatok a felelések. A D-szerin prekurzoraként tekinthetd L-Szerin
szarmazhat a taplalékbol, illetve kiilonbozo endogén molekulak biokémiai folyamatokban
torténd dtalakitasabol. Az abra Fuchs és mtsai (2005) munkdja alapjan késziilt (13).

1.2.1 A szerin racemaz (SR) miikodése

Ahogy az korabban emlitésre kertilt, az emlds6k agyaban kimutatott D-szerinrdél korabban azt
feltételezték, hogy az elfogyasztott ételbdl, a bélflora baktériumainak metabolizmusabol, vagy
spontan racemizacio eredményeként keriil a periférias szovetekbe, majd innen a kozponti
idegrendszerbe (2). KésObb patkany agybol a D-szerin L-szerinb6l torténd szintézisét
bizonyitottak (14), majd Wolosker és mtsai. a SR enzimet azonositottak egérbdl, amely

kozvetlen modon katalizalta a D-szerin szintézisét L-szerinbdl. A SR enzimrdl kimutattak, hogy
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nagy szelektivitdst mutat az L-szerinre mas L-aminosavakkal Osszehasonlitva. A forditott
reakcid — D-szerinb6l L-szerein — katalizise is végbemegy az enzim kozremikodésével,
azonban ennek a folyamatnak hatékonysagat joval kisebbnek taldltdk, igy fiziologias
koriilmények kozott a D-szerin képzddése valosziniisithetd (15). A késdbbiekben a SR kettds
az enzim. Ennek a reakcionak szubsztratja az L-szerin (16-18), illetve a D-szerin is, mely
utobbival a fiziologias koriilmények kozotti D-szerin lebontast is magyaraztak (18). Az enzim
lebontasban jatszott pontos szerepe vita targya. StfiSovsky és mtsai. altal végzett kisérletek
alapjan, a D-szerin lebontasa akkor jatszodhat le, ha a D-szerin szintje meghaladja az adott sejt
kompartmentben az L-szerin szintjét, figyelembe véve affinitasukat az enzim katalizalta o,f3-
eliminacio irant (19). A SR mikddésének szabalyozasa a kozponti idegrendszerben egy
komplex folyamat végeredménye. A glicin, az intracelluldris koncentracid tartomanyat
vizsgalva, az enzim kompetitiv gatloszerének bizonyult (19, 20). Korabban emlitésre keriilt,
hogy a D-szerin — a glicin mellett — az NMDA receptor ko-agonista molekuldja a kozponti
idegrendszerben (12). Ehhez kapcsolodd fontos felfedezés, hogy glutamat receptorral
kolcsonhato fehérje (GRIP) a SR enzimnek is koté partnere, annak aktivitasat noveli, igy

kozvetett modon megnoveli a D-szerin mennyiségét is (21).

A SR enzimet expresszald kdzponti idegrendszeri sejtek tipusa egy vitatott kérdés. A kezdeti
kutatasok a SR asztrocitakban val6 lokalizacidjat mutattak ki (15, 22-24). Késobbi vizsgalatok
mar a neuronok elsddleges szerepét azonositottak, a SR enzim altali D-szerin szintézisben.
Wolosker és mtsai. egy uj antitest alkalmazasaval, els6sorban a neuronokban detektaltak a SR
enzimet (25-27). Asztrocitakon gyenge immunorekativitas volt tapasztalhato (26, 28). Az
elsédlegesen neuronalis SR lokalizaciot in situ hibridizacioval is alatamasztottak (25, 29). Mori
és mtsai. egy Ujszerll kisérleti elrendezéssel bizonyitottak, hogy a SR leginkabb idegsejteken
expresszalodik, asztrocita sejteken nem volt mérhetd a SR immunoreaktivitisa. Negativ
kontrollként SR génkilittt egereket alkalmaztak (30). Az elézdeket figyelembe véve
kijelenthetd, hogy a D-szerin f6 szintézis helyének a neuronok tekinthetéek a kozponti

idegrendszerben.

1.2.2 A DAAO enzim szerepe a D-szerin metabolizmusaban
Habar a DAAO enzim jelenlétét mar kordbban kimutattak ragcsalok szervezetében (Krebs és
mtsai, 1935) (4), valds biologiai funkciot nem tarsitottak hozza, hiszen szubsztratjaikat, a D-

szerint és a D-alanint is csak melléktermékként tartottak szamon a magasabb rendl él61ények
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szervezetében. Az agy egyes régidiban mért magas D-szerin koncentraciok (9, 10), illetve a
felfedezés, hogy az agyi D-szerin és DAAO eloszlas forditott aranyban allnak egymassal (31),
erdsitette meg a feltevést, miszerint a DAAO enzim bioldgiai funkcidt tolt be az emldsok
agyaban. Szamos tovabbi tanulmany tamasztja ald ezt az elméletet. Ilyen példaul a Morikowa
¢s mtsai. altal végzett kutatas, amelyben ddY/DAAO mutans, alacsony DAAO enzim aktivitasu
egereket hasznaltak. A DAAO funkci6 hianya emelkedett szubsztrat szinteket eredményezett a
legtobb agyi teriileten. A ndvekedés mértéke azonban kiillonbozonek bizonyult az egyes D-
aminosavak tekintetében. A D-alanine koncentracidja minden vizsgalt agyi régidban
megemelkedett. A D-szerin kozel 10-szeres emelkedést mutatott a cerebellumban, de
mennyisége nem valtozott meg az eléagyban a vad tipusu allatokhoz viszonyitva (32). Ezen
eredmények alapjan elmondhato, hogy a DAAO enzim mukddése az emlésdkben egy komplex
folyamat, amely regiondlis kiilonbségeket mutat az enzim aktivitdsa szempontjabol.
Kijelenthetd, hogy a lecsokkent DAAO aktivitas hatassal van egyes D-aminosavak szintjére az
agyban. A Morikowa és mtsai altal elvégzett kisérletek nem adnak egyértelmii valaszt, hogy a
megemelkedett D-aminosav koncentraciok az agyi DAAO enzim alulmiikodése kovetkeztében,
vagy a periféridn nagy mennyiségben jelen 1évé DAAO csokkent mitkddésébol fakadoan
alakulhattak ki. Egy késébbi vizsgalatban, ahol Lentivirus kdzvetitett RNS-kdlcsonhatas révén,
célzottan a cerebellumban tortént a DAAO génkiiités az allatokban, a D-szerin szint 77%-0s
emelkedését tapasztaltak (33), ezzel igazolva az agyi DAAO enzim kdzvetlen szabalyozo

szerepét.

Az elsO regionalis eloszlast vizsgalo tanulmanyok a DAAO enzimet az alsé agytorzsi szakaszon
¢s a cerebellum teriiletén azonositottak (34). Késébb, mind a DAAO enzimhez tartozé6 mMRNS-
t, mind magat a fehérjét kimutattak az eldagyban és a kozépagyi teriileteken is (35, 36), azonban
aktivitasuk nagy mértékben elmaradt a cerebellumban mért értékt6l (37). Western blot
analizissel detektalhaté mennyiségli DAAO enzimet mutattak ki kortikalis homogenatumbol
(35, 38, 39), mig immunohisztokémiai modszerrel a frontalis kéregbdl és a hippokampuszbol
detektaltak az enzim kis mennyiségét (35, 36, 40). A DAAO enzimhez tartoz6 mRNS és fehérje
detektalhatosdga nem feltétleniil kapcsolodik az enzim mérhetd aktivitdsahoz, ahogy ezt egy
nyul vesén végzett kisérletb6l szarmazo6 eredmények mutatjak (41). A DAAO enzim kofaktora
a flavin-adenin-dinukleotid (FAD) molekula (42). Az inaktiv emberi DAAO forma,
Osszefiiggésben allhat a korabban tapasztalt gyengébb FAD koto képességével (43). A DAAO
enzim bizonyitott expresszidja és ehhez tarsuld6 minimalis aktivitasa az eléagyban felveti a

kérdést, hogyan szabalyozodik a D-szerin mennyisége ezen a teriileten. Egy lehetséges
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magyarazat a transzport folyamatok szabalyoz6 szerepe a sejtek €s a szinapszisok kozott, illetve

az agy ¢és periféria kozotti megoszlasban (44).

A DAAO enzimrdl elfogadott nézet volt, hogy elsOsorban a gliasejtekben taldlhato meg a
kozponti idegrendszerben. Hisztokémiai vizsgalattal azonositottak cerebellaris asztrocitadkban
¢s Bergmann gliasejtekben (34, 45, 46). A DAAO enzimet detektaltak hippokampusz és
cerebralis kortex gliasejtjeiben is (36, 40, 47). Az utdbbi id6ben egyre tobb kutatas erdsitette
meg, hogy a DAAO enzim nem kizarolagosan a gliasejtekben talalhatdo meg. Moreno és mtsai
kimutattak a DAAO enzimet patkany Golgi és Purkinje sejtekben (40). Hippokampusz és
cerebralis kortex piramissejtjei ugyancsak DAAO immunorekativitast mutattak (36, 40). Az
enzim jelenlétét azonositottak a kdzépagy dopaminerg magvainak neuronjaiban (36). A fentebb
emlitett eredményekkel ellentétben, Sacchi és mtsai. egy jol felépitett kisérletben, egy Gjonnan
alkalmazott antitestet hasznalva, nem mutattak ki neuronalis DAAO immunreaktivitast human
kortikalis ¢és kozépagyi szovetekben (47). A gliasejtek mellett valdszinisitheté a DAAO

neuronalis lokalizacidja is, azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek megerdsitésére.

Szubcellularis szinten a DAAO enzimet peroxiszomakbol mutattak ki a cerebellum Bergmann
gliasejteinek és asztrocitainak vizsgalatakor (46). A késdbbickben egy részletes kolokalizacios
immunfluoreszcens jelolést alkalmazo kutatas azonban arra az eredményre jutott, hogy human
asztrocita kultiran a DAAO enzim nagyobb mennyisége Volt megtalalhatba peroxiszomakon

kiviil (47).

A DAAO enzim regionalis és sejtszintii eloszlasa nagy mértékben Osszetett kérdés. Az eredeti
nézet, miszerint a DAAO egy hatsoagyi, glidlis, peroxiszomakban megtalalhat6 enzim, nem ad
pontos leirast a valos lokalizaciorol. A DAAO jelenléte nem feltétleniil jar egyiitt az enzim
valos, D-szerin bontést eredményezd aktivitasaval az adott tertileten. Tovabbi kutatés sziikséges

a DAAO enzim pontos mitkddésének megértéséhez.

1.2.3 A D-szerin homeosztazist szabalyozo transzporterek az agyban

1.2.3.1 Az alanin-szerin-cisztein-1 (asc-1) transzporter miikodése

Az asc-1 transzporter (SLC7A10 gén terméke), az SLC7 (solute carrier) transzporter csalad
tagja (Osszefoglalo: (48)). Az asc-1 transzporter, egy Na'-fliggetlen antiporter, amely a
kovetkezo szubsztratokkal rendelkezik: glicin, alanin, szerin, treonin és cisztein (49, 50). Ez a
transzporter nem rendelkezik sztereospecificitassal, részt vesz a D-aminosavak szallitdséban,

igy a D-szerin transzportban is. A D-szerin viszonylagoson magas affinitassal k6t6dik ehhez a
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transzporterhez (Km érték ~ 50 uM) (49). A koézponti idegrendszeri D-szerin szallitasban
szerepet jatszanak még a Na'-fliggd ASCT-1 és ASCT-2 (alanin-szerin-cisztein-treonin)
transzporterek. Megemlitendé azonban, hogy ezek affinitdsa elmarad az asc-1 transzporternél
leirtaktol. Tobb kutatas kimutatta, hogy a D-izoleucin szelektiv kolcsonhatast mutat az asc-1
transzporterrel (51, 52). Ezek koziil az egyik a Rosenberg és mtsai altal végzett kisérlet,
amelyben kiilonboz6 transzporterekkel transzfektalt HEK293 sejteken, nem tapasztaltak a D-
izoleucin altal okozott gatlast az ASCT-1 és ASCT-2 transzportereken torténd glicin
felvételben, szemben az asc-1 transzporteren kifejtett hatasaval (51). Az asc-1 transzporter
szelektiv szubsztratja még az S-metil-L-cisztein (53). Az asc-1 transzporter miikodéséhez
nélkiilozhetetlen a 4F2 (SLC3A2 gén terméke) nehéz lanccal torténd kdlcsonhatas kialakuldsa

is (50).

Az asc-1 transzporter antiporter tulajdonsaggal rendelkezik. Ez azt jelenti, hogy az asc-1
kozremiikodésével kicserélddési folyamat jatszodik le az aminosavak kozott, az egyik
aminosav felvétele, ezzel parhuzamosan a masik felszabaditasa torténik (49, 51). Az agy
legtobb részén megtalalhato a transzporter, amely kizarélagosan neuronalisnak tekinthet6 (54-
56). Az agyi miikodésben betoltott fontos szerepét jol reprezentalja Rutter és mtsai altal végzett
kisérlet, ahol asc-1 génkiiitott egerek eléagyaban 35%-Kal, cerebellumaban 25%-Kkal csokkent
a D-szerin neuronalis felvétele a vad tipushoz képest (57). Kozponti idegrendszeri funkcidja
fligg a neuronalis kapcsolaton beliili elhelyezkedésétdl. Preszinaptikus elhelyezkedés esetén a
D-szerin felszabaditasaban jatszik fontos szerepet, hozzajarulva a szinapszisok NMDA receptor
aktivitasanak szabalyozasahoz (27, 51). Posztszinaptikusan elhelyezkedve a D-szerin
felvételében jatszik fontos szerepet a neuronokban (58). Szubsztratjai k6zott megtalalhato a
glicin is, azonban ennek szabalyozasat csak részben kotik az asc-1 transzporter miikodéséhez

(58), hiszen a kdzponti idegrendszerben szamos specifikusabb glicin transzporter talalhato (59).

1.2.3.2 Az ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek miikodése

Az ASCT-1 (jelolik még SATT-ként, az SLC1A4 gén terméke) és az ASCT-2 (jelolik még
AAAT-ként, az SLC1AS gén terméke) transzporeterek Na'-fliggé modon antiporterként
funkcionalnak (6sszefoglalva: (60)). Ezek a transzporterek nagy affinitassal rendelkeznek az L-
alanin, L-szerin, L-cisztein és L-threonin aminosavakhoz és sztereoszelektivitast mutatnak az
L-aminosavak szallitasa soran (61, 62). Megemlitendd, hogy az ASCT-2 transzporterhez nagy
affinitast mutat még az L-glutamin, illetve az L-aszparagin is (62-64). Az S-ketamint (az R-
ketamin enantiomer parjat), szelektiv ASCT-2 gatloszerként irtak le, amely rendelkezik egy
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kompetitiv és egy nagy affinitasu nem-kompetitiv gatlo karakterrel a transzporteren (65). Ezt
bizonyitotta, hogy az S-ketamin hasonl6 hatast ért el, mint amit az ASCT-2 génkiiités okozott
PC-12 sejteken. Mindkettd kezelés — kozel azonos mértékben — megndvelte az intracellularis
D-szerin mennyiséget, illetve ezzel parhuzamosan lecsokkentette az extracellularis D-szerin
szintet a PC-12 sejtekben. A vegyiilet ugyancsak hasonlé valtozast okozott, mint a szelektiv
ASCT-2 transzporter gatloszer (66), a benzil-D-szerin (65). Bar szelektivitasukat még nem
bizonyitottak, egyes aminovajsav szarmazékok néhany pM-os potenciallal gatoltdk az ASCT-
2 transzportert (67). Az L-proline és a transz-4-hidroxi-L-prolin (t-Pro) az ASCT-1 transzporter
szubsztratjai (68). Ennek megfeleléen a t-Pro szelektiven és kompetitiven gatolta a D-szerin
ASCT-1 transzporter-fiiggé felvételét, szemben az ASCT-2-fligg6 transzportjaval (64). A t-Pro
kezelés vadtipusu egereken, azonos mértékben csokkenti az agyi D-szerin mennyiséget, mint
az ASCT-1 génkiiités, ami ugyancsak a t-Pro szelektiv karakterét mutatja (69). Egy érdekes
teoria talalhatdo Weis és mtsai altal k6zolt munkaban, miszerint az ischémidra jellemz6 csokkent
pH-val rendelkezd mikrokérnyezetben az ASCT-1 transzporter affinitdsa megnovekedhet az L-
glutamat irant. Fizioldgias viszonyok kozott az L-glutamét gyenge szubsztratja az ASCT-1
transzporternek (70). A kifejezetten gyogyszerfejlesztés céljabol tesztelt fenilglicin
szarmazékok koziil, példaul L-4-kloro-fenilglicin potens és szelektiv ASCT-1 és ASCT-2

gatloszernek bizonyult, amely a két tipus kozott nem mutat kiilonbséget (71).

Miikodésiiket tekintve, az ASCT transzporterek a kiilonb6zé neutralis aminosavak
kicserélddésében jatszanak fontos szerepet. ASCT-1 és ASCT-2 transzportereket expresszald
dél-afrikai karmosbéka petesejtjén, az ismert szubsztratok (L-alanin és D-szerin) az elokezelés
soran felvételre keriild, izotdppal jelzett D-szerin felszabaduldsat eredményeztek mindkét
transzporter esetében (64). ASCT-2 transzportert expresszalo asztroglia kultaran az L-glutamin
(ASCT-2 transzporter szelektiv szubsztrat), illetve az L-cisztein (ASCT-1 és ASCT-2
transzporter szubsztrat) kezelés D-szerin kibocsatast indukaltak, amely a kicserélédésre enged

kovetkeztetni (72).

Az ASCT-1 transzporter nagy mértékben expresszalodik az agyban (61, 73), az ASCT-2
transzporter kozponti idegrendszeri kifejezddése viszont maig vitatott (58). Korabban gyengén
mérhetd, vagy teljesen mérhetetlen ASCT-2 transzporter kifejezddésrdl szamoltak be a
kozponti idegrendszerben (62, 74). A D-szerin felvétel mértéke valtozatlan ASCT-2 génkiiitott
egerek asztrocitaiban, mig az ASCT-1 génkititott allatokban szignifikansan csokkent. Ezek az
eredmények az ASCT-2 transzporter elhanyagolhaté miikodését tamasztjak ala (69). Ezzel

ellentétes eredmény, hogy asztrocita kulturakban megtalalhaté a mikodoképes ASCT-2
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transzporter (64, 72). Broer és Brookes az in vivo és in vitro kisérletek soran tapasztalt
kiilonbségekre azzal a lehetséges magyardzattal szolgaltak, hogy az asztrocita kultira inkabb
egy reaktiv, patologias karakter(i fenotipusnak tekinthetd, szemben az in vivo koriilmények
kozott, fiziologias kornyezetben funkcionald asztrocitakkal (75). Erre mutathat az is, hogy egér
hippokampuszban Kimutattak az ASCT-2 transzporter jelenlétét mind mRNS, mind fehérje
szinten, melyek mennyisége megndvekedett a szocialis interakcion alapuld kronikus stressz
modell (CSDS) hatasara. Ezzel egyidejiileg az extracellularis D-szerin csokkent mennyisége
volt megfigyelhet6 a CSDS egerckben (76).

Az ASCT-1 és ASCT-2 transzporter sejttipus szerinti megoszlasa a kozponti idegrendszerben
jelenleg is vitatott. Egyes kutatocsoportok eredményei alapjan, a transzporterek kifejezédnek
mind neuronokon, mind asztrocitakon (70, 72, 77, 78). Ezt tamasztja ala, hogy neuron és
asztrocita kulturan (56, 79), illetve patkanyokon végzett kisérletben (53) a D-szerin felvétel
karaktere megegyezett a ASCT transzportereknél ismert tulajdonsagokkal. Ezekben a
kisérletekben az ASCT-2 transzportert kapcsoltak 0ssze a D-szerin felvétellel, mivel egy
korabbi kutatds eredményei arra utaltak, hogy a D-szerin nem szubsztratja az ASCT-1
transzporternek (80). Rosenberg és mtsai ezzel ellenkez6 eredményre jutottak kisérletiikben,
amikor ASCT-1 vagy ASCT-2 transzportereket talexpresszald6 HEK293 sejteken, hasonld
mértékii D-szerin felvételt tapasztaltak (51). Egyes kutatocsoportok az ASCT-2 transzporter
miikodését kizardlagosan asztrocita sejtekhez kapcsoljadk. Egér intakt retinan az ASCT-2
transzporter immunhisztokémiai mérése, a Miiller sejteken azonositotta a fehérjét. Ezt a
sejttipust egy specialis asztrocita karakterii sejtként jellemzik (63). Az ASCT-1 transzporter
lokalizaciojardl kevesebb kérdés mertil fel az egyes kutatasokban. Kiilonb6z6 betegségekben
szenveddk postmortem agyi szeparatumaiban, az ASCT-1 transzporter immunohisztokémia

vizsgalata pozitiv eredményt adott mind neuronokban, mind asztrocitakban (81).

Herman Wolosker elmélete, amelyet szerin-kicserélddési (serine-shuttle) modellnek nevezett
el, egy remek magyardzatot ad a neuronok és asztrocitdk kozott lejatszodd metabolikus
kommunikéciora, amelynek fontos elemei a D-szerin szallitdsaban résztvevd transzporterek. Az
elmélet 1ényege roviden a kdvetkez6: a D-szerin szintézis elsddlegesen a neuronokban torténik,
ehhez azonban L-szerinre van sziikségiik, hiszen a neuronok nem képesek gliikozbol L-szerint
késziteni. Az L-szerin szintézisét az asztrocitak végzik és innen szabadul fel az aminosav az
ASCT transzportereken keresztiil, majd jut be a neuronokba, igy kdzvetve befolyasolva a D-
szerin mennyiségét. A SR enzim kdzremitkodésével racemizacio révén keletkezett D-szerin az

asc-1 transzporter kozremilkddésével szabadul fel a szinapszisokba. Ezt kdvetden
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feltételezhetéen mind az asc-1, mind az ASCT transzporterek részt vesznek az extracellularis
visszavételben, a D-szerin szint szabalyozasaban (69, 82). A modell miikodését az 2. dbra

mutatja be.
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2. dbra: A neuronok és asztrocitik kozott zajlo biokémia kommunikdciot bemutato
szerin-kicserélédési modell. A D-szerin elsédlegesen a neuronokban képzddik a SR enzim
kozremiikodésével, L-szerin aminosavbol kiindulva, majd felszabadul az asc-1 transzporteren
keresztiil. Az dontéen asztrocita sejtekre jellemzé ASCT transzporterek felveszik a D-szerint,
ami raktdarozodik, illetve metabolizalodik. A felvétellel parhuzamosan az asztrocita sejtek
felszabaditjak az L-szerint, amelyet a neuronok az ASCT-1 transzporteren keresztiil vesznek fel.
A felvett L-szerin ujra beléphet a D-szerin szintézis folyamatdba, igy biztositva az NMDA
receptor ko-agonista vegyiiletének megfelelé mennyiségét. Az dbra Kaplan és mtsai (2018)
munkdja alapjan késziilt (69).

Az ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek egyik fontos kozponti idegrendszeri szerepe az LTP
folyamatok szabalyozasa. A fenilglicin analogok a két transzporter szelektiv gatldszerei,
amelyek patkany vizudlis kortexen LTP ndvekedést okoztak. Habar szamos hatés

befolyasolhatja a kialakulé LTP szdmat, a fenilglicin analogok transzportert gatlé hatasanak
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mértéke kivalo egyezést mutatott az LTP novekedésének mértékével, ami az ASCT-1 és -2
transzporterek szerepére utal. Ezt a feltevést erdsiti, hogy a kialakulé névekedés DAAO enzim
hozzdadasanak hatasara megsziint (71). Kovetkeztetésként elmondhatd, hogy a Na*-fliggd
transzporterek fontos funkcidja a szinapszisok kornyezetében megtalalhatd D-szerin felvétel
elésegitése. A neuronokban torténd D-szerin szintézishez sziikséges van az L-szerinre, melynek
transzportjaban ugyancsak fontos szerepet tulajdonitanak az ASCT-1 transzporternek (83).
Ezen feliil az L-alanin felszabadulasa a gliasejtekbdl, illetve felvétele a neuronokba is ASCT-1
transzporter kozvetitéssel torténik (70, 73). Jol megalapozott feltevés, hogy az L-glutamin

felszabadulasa asztrocita sejtekbdl, az ASCT-2 transzporteren keresztiil jatszodik le (81).

A két transzporter tipus, azaz az asc-1, illetve az ASCT-1 és az ASCT-2 transzporterek kdzos,

egytittes mikodése még nem tisztazott teljes mértékben, szerepiik az extracellularis D-szerin

crer

extraszinaptikus térben lejatszodd D-szerin transzport folyamatokat, illetve a neuronok és

asztrocita sejtek kozotti kapcsolatot a 3. dbra mutatja be.
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3. dbra: A D-szerin transzport folyamatai a szinaptikus és extraszinaptikus térben. Az asztrocita
sejtben termeldédaott L-szerin felszabadul az ASCT transzportereken keresztiil, majd felvételre
keriil az asc-1 transzporter segitségével a preszinaptikus neuron sejtekbe. Itt a SR enzimen
lejatszodo reakcio révén az L-szerinbdl D-szerin képzddik. A képzddott D-szerin felszabadulhat
a szinaptikus résbe, vagy visszaszallitasra keriilhet az asztrocita sejtekbe (igy kialakitva a
szerin-kicserélédési modell utvonaldt). A D-szerin, mint gliotranszmitter felszabadulhat
vezikularis modon az asztrocitakbol is. A fentebb emlitett folyamatok mellett a D-Szerin
transzportja megvalosulhat az extraszinaptikus térben a posztszinaPtikus neuronon taldalhato
asc-1 és ASCT transzportereken keresztiil is. Az abra Martineau és mtsai (2014) munkdja
alapjan késziilt (58).

1.3 Az NMDA receptor miikodése és szerepe a kozponti idegrendszerben
Az NMDA receptor egy ionotrop glutamat receptor, amely gyors excitatoros
neurotranszmissziot eredményez az emldsok kozponti idegrendszerében. Az NMDA

receptorok biofizikai tulajdonséagai lehetdvé teszik az aktivalast kdvetd nagy mértékl toltés
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tovabbitast. Ennek hatterében a magasnak tekinthetd csucs csatorna konduktancia és a lassu
deaktivacios folyamatok allnak (84). Heteromer szerkezetii receptor, amely egy GIuN1
alegységbdl all, amelyhez legalabb egy GIluN2 (A-D) alegység kapcsolodik (85). Egyes
esetekben a GIuUN1-GluN2 komplexhez kapcsolodhat egy GluN3 alegység is (86). A korali
funkcionalis elemzések azt mutattdk, hogy a receptor aktivalasdhoz az excitatoros glutamat
mellett sziikkség van az Gigynevezett sztrichnin inszenzitiv glicin-ko6tohely telitésére is (87, 88).
Ahogy a kotddési hely elnevezése is mutatja, a glicint tekintették elsddleges ko-aginista
vegyltiletnek (87), késébb azonban a D-szerinrdl is bebizonyosodott, hogy rendelkezik ilyen
funkcioval (89). Habar a DAAO enzim mar régédta ismert volt az emlésok kozponti
idegrendszerében (4), a D-aminosavak endogén jelenlétét a gerincesek szervezetében nem
feltételezték (2, 3). Hashimoto és mtsai kimutattak a D-szerin jelenlétét emlds elGagy
mikrodializis mintdiban gazkromatografias vizsgalattal. A D-szerin mennyisége koriilbeliil
egyharmada volt az L-szerin mennyiségének, amely tulmutatott az esetleges bélflorabol, vagy
spontan racemizaciobol szarmazo6 eredeten (10, 11). A D-szerin haromszor potensebb ko-
agonistanak mutatkozott, 6sszehasonlitva a glicin affinitasaval (89). A D-szerin ko-agonista
funkciojat tovabbi kutatasi eredmények tdmasztottdk ala. A D-szerin és az NMDA receptor
azonos megjelenési mintdzatdt azonositottdk patkdny eldagyban, amely a funkcionalis
kapcsolat lehet6ségét erdsitette meg (31). Az egyezés még kdzelebbi volt a GluN2B alegységet
tartalmazd6 NMDA receptorok tekintetében (31). A D-szerin NMDA receptoron betdltott
szerepét szamos funkcionalis vizsgalatok is alatdmasztjak. A D-szerin szelektiv bontasa DAAO
enzimmel, vagy D-szerin deaminazzal, csokkentette az NMDA receptor-medialt depolarizaciot
hippokampusz  szeletekben, hippokampusz kultiran, hippotalamikus Sszupraoptikus
magvakban, retina ganglionsejtekben (23, 51, 90-94). DAAO enzimre nézve null mutacioval
rendelkezd egereken megndvekedett NMDA receptor-fliggd excitatoros posztszinaptikus
aramokat (EPSC) muattak ki a gerincvelé hatsd szarvi részén (95), illetve CA3-CAl
hippokampalis szinapszisokban (96). Ezek az adatok a D-szerin els6dleges ko-agonista szerepét
valdszinlisitik, azonban vannak agyi teriiletek, ahol a glicint talaltak preferalt ligandnak, ilyen
példaul az agytorzs (97), a gerincveld (98) és a cerebellum (90, 97). Az agonista glutamat
kotddése, illetve a glicin-kotdhely telitése mellett a receptor aktivalasahoz elengedhetetlen, egy
megfelel mértékii neuron depolarizacio, amely a Mg?* blokkot tavolitja el az NMDA receptor
porusabol. Az elébb emlitett folyamatok egyiitt eredményezik az NMDA receptor aktivaciojat
és a Ca?" bearamlasat a sejtbe. Fiziologias koriilmények kozott ez a folyamat szamos
intracellularis metabotrop utvonal szabalyozasat végzi, ilyenek példaul a guanilat-ciklaz (99)

¢€s a neuronalis nitrogén-monoxid-szintaz (NOS) (90) aktivacioja, arachidonsav felszabaditas
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(100), a protein-kinaz C athelyez6dése és aktivacidja (101), illetve a c-Fos proto-onkogén
expresszidjanak fokozasa (102). Ha azonban tal nagy mértékii Ca®* bearamlas torténik az
NMDA receptoron keresztiil, az excitotoxicitashoz vezethet, ami apoptotikus sejthalalt
eredményezhet (103). Az NMDA receptor kozvetitette excitotoxicitashoz kapcsolddd

folyamatokat az 4. abra mutatja be részletesen.

4. abra: Az NMDA receptor tulzott mitkédéséhez kapcsolodo, excitotoxicitdast eredményezo
folyamatok.

Tulzott Ca2™ bearamlas

Caz+lcaz+

[T NvpA receptor |11 111111 (1]

7\

Guanilat-ciklaz 1
Arachidonsayv felszabaditas
Neuronalis nitrogén-monoxid-szintaz 1
Protein-kinaz C athelyezodése és aktivacioja

c-Fos proto-onkogén expressziojanak fokozasa

Az intracellularis biokémiai folyamatok fiziologias korilmények kozott, hosszatavu
idegrendszeri valtozasokat (pl. LTP) eredményeznek. Az LTP kitiintetett szereppel rendelkezik
a kozponti idegrendszerben, hiszen ezt a folyamatot tételezik fel a memoria és a tanulas
molekularis hatterének (104-107). Ezek alapjan az NMDA receptor a kovetkezo folyamatok
szabalyozasaban vesz részt: memoria kialakulasa, tanulas, agyi fejlodés és szinaptikus
plaszticitas. Megemlitendé még, hogy egyes kronikus fajdalmakban is azonositottak a receptor
kozremiikodését (108). Az NMDA receptor pontos funkcidjaban a szinapszishoz viszonyitott

elhelyezkedése is fontos szerepet jatszik. A szinaptikus NMDA receptor aktivacio a
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neuroprotektiv folyamatokért lehet felelds, mig az extraszinaptikus NMDA receptorok a
toxicitast eredményezd jelatviteli utak aktivalasaban vehetnek részt (109). Ehhez tarsul a
feltételezés, hogy a D-szerin inkabb szinaptikus Kko-agonistaként, a glicin inkabb
extraszinaptikus ko-agonistaként funkcional a szervezetben (94). Az NMDA receptor alul-, és
talmiikodése patologias folyamtokban jatszhat szerepet (6sszefoglalva: (110)). Ennek tiikrében
az NMDA receptort befolyasold folyamatok megismerése, illetve a receptor aktivitasanak

szabalyozasa, hatalmas lehet6séget rejt az egyes betegségek kezelése szempontjabol.

1.4 A D-szerin, illetve homeosztazisanak szerepe a kozponti idegrendszeri betegségekben
A D-szerin szerepet jatszik az NMDA receptor kozvetitette neurotranszmisszioban, igy az
NMDA receptor-fiiggd neuroplaszticitasban, illetve az agyi fejlddésben is. Ezek alapjan
elmondhat6, hogy a D-szerin homeosztazisban el6forduld szabalyozasi problémak kiilonbozo
patologias folyamatokban jatszhatnak fontos szerepet. Az NMDA receptor megvaltozott
aktivitasat szamos betegségben mutattdk ki: amiotrofids laterdlszklerozisban (ALS),
Alzheimer-korban, szkizofréniaban, Parkinson-korban, depresszioban ¢és  epilepszia
betegségben is. Az 1. tablazat mutatja be az egyes betegségekben feltételezett D-szerin szint

valtozéasokat a kdzponti idegrendszerben.
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1. tablazat A D-szerin koncentrdaciokban taldlt eltérések kiilonbozé kézponti idegrendszeri
betegségekben.

A D-szerin kozponti

idegrendszeri '
Betegség Referencia
mennyiségében

feltételezett valtozasok

ALS t (24)

Alzheimer-kor (111-113)

Szkizofrénia (114, 115)

Epilepszia (117-119)

1)
\ 4
Parkinson-kér ‘ (116)

1.41ALS

Az ALS egy jelenleg gydgyithatatlan, gyorsan progrediald betegség, amelyet izomgyengeség,
atrofia és paralizis tlinetei jellemzik. A betegség végso stadiumaban a 1égzérendszer leédllasa
eredményezi a betegek halalat. Az ALS prevalencidja koriilbeliil 1:500 000 (120). ALS
allatmodellekben, elsdsorban a szuperoxid-dizmutaz 1 (SOD-1) enzimet kodold gén
mutacioval rendelkez6 transzgenikus egerek gerincveléjében emelkedett mennyiségii D-szerin
¢s SR szintet mutattak ki, amely ndvekedés a betegség elérehaladtaval fokozodott (24). A
glutamat koncentracio ugyanakkor nem valtozott a betegség el6rehaladtaval (122). A
transzgenikus egerek gerincveldjébdl szdrmazd neuronok fokozottan érzékenyek voltak az
NMDA receptor okozta neurotoxicitasra, dsszehasonlitva a kontroll egerekben mért értékekkel.
D-szerin-medialt folyamat eredményezte a neurotoxicitast, hiszen az endogén D-szerin
eltavolitasa csokkentette az NMDA receptor kivaltotta motoneuron pusztulast (24). Ezen sejtek
glicinnel torténd kezelése szignifikansan csokkentette az NMDA receptor kozvetitette karos

hatasokat, melynek hatterében a glicin kompetitiv gatlo hatasat feltételezik a SR enzimen (20).

A D-szerin és a SR enzim ALS megbetegedésben bekovetkezd mennyiségi valtozasairol huméan
adatok is rendelkezésre allnak az irodalomban. Familiaris ALS betegséggel rendelkezd betegek
gerincveldjében mind a SR szint, mind pedig a D-szerin mennyisége nagy mértékben

emelkedett (24). Ugyanakkor nem talaltak kiilonbséget az ALS betegek és egészségesek
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crcr

eredmény hatterében a felhasznalt analitikai moddszer nem megfeleld érzékenységét

feltételezték (123).

A D-szerin metabolizmusaban fontos szerepet jatszo DAAO enzim mutécioja is feltételezett az
ALS megbetegedésben. In vitro kisérletben igazoltak, hogy mutans DAAO enzimet expresszalo
neuronalis sejtvonalon csokkent az életképesség és megnovekedett a fehérje aggregatum
mennyisége, Osszehasonlitva a vad tipusu csoporttal (124). DAAO enzim mutacidval
rendelkez6 motoneuron kultiran, illetve motoneuron és asztrocita ko-kultiran, megnévekedett
apoptotikus idegsejt pusztulast azonositottak (125). Mutacioval rendelkez6, ddY/DAAO"
enzimet expresszalo egerek, melyeknél a DAAO enzim aktivitas drasztikusan csokkent,
megemelkedett D-szerin szintet mutattak ki. Ezen feliil fokozott NMDA receptor-medialta
posztszinaptikus gerjesztd fesziiltség volt mérhetd a gerincveld hétsd szarvanak neuronjaiban

(95).

A DAAO enzim megvaltozott funkcidjat human genetikai vizsgalatok is aldtdmasztjak.
Familiaris ALS korképpel rendelkezoknél nagy gyakorisaggal fordult el6 a DAAO enzim

mutacioja a gerincveld motoneuronjaiban (124).

Osszességében elmondhatd, hogy az emelkedett D-szerin koncentracid megndvekedett
glutamat neurotoxicitashoz vezet a gerincvelében. Ezek alapjan a D-szerin bioszintézisében és
metabolizmusaban szerepet jatszo faktorok Osszefiliggésbe hozhatdak az ALS betegség
hatterében zajlo patologias folyamatokkal. A gerincvelGben tapasztalt emelkedett D-szerin

koncentracio6 befolyasolasa lehetdséget biztosithat 0ij neuroprotektiv kezelések kidolgozasara.

1.4.2 Alzheimer-kér

Az Alzheimer-kor sulyos és jelenleg kezelhetetlen neurodegenerativ betegség. Az Alzheimer-
korra jellemzd a szinapszisok szamanak csokkenése specifikus agyi régidkban, amely folyamat
a magasabbrendi kognitiv funkciok csokkenését eredményezi (126). A B-amiloid fehérjébdl
felépiild amiloid plakkok nagy mennyiségben megtalalhatoak az Alzheimer-koéros betegek
kiilonbozo agyi teriiletein. Az amiloid plakk tekinthetd az elsddleges patoldgids faktornak az
Alzheimer-kor tekintetében. A  B-amiloid fehérje okozta talzott Ca®" bedramlas
neurotoxicitashoz vezet, mely folyamat az NMDA receptor kdzremiikddésével jatszodik le

(127). A B-amiloid fehérje és az amiloid plakk egyéb prekurzora novelte a D-szerin és a

crer
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hippokampalis neuronokon (111-113). Mikroglia sejtekeket kezeltek amilod prekurzor
fehérjével vagy B-amiloid fehérjével, majd az igy kapott médiummal, amelyben emelkedett D-
szerin mennyiség volt mérhetd, tovabbi kezelést végeztek hippokampalis neuron sejteken,
melynek megnovekedett az NMDA receptor aktivitisa. Ez a hatas visszafordithatonak
bizonyult GIuN1 antagonista, vagy DAAO enzim kezelés hatasara (111-113). Egy tovabbi
kisérletben azt taldltdk, hogy mérséklodott a B-amiloid fehérje altal kivaltott neurotoxicités
mértéke SR génkiiitott egerekben, melyek 90%-kal kevesebb D-szerin mennyiséggel
rendelkeztek (128).

Ehhez kapcsolédé human post mortem eredmény, hogy a SR enzim mRNS szintjének
emelkedését mutattdk ki Alzheimer-kérban szenvedd betegek hippokampuszabol,
Osszehasonlitva életkorban megegyez6 egészséges emberekkel (112). A szabad formaban jelen
1év6 D-szerin szintet is vizsgaltak Alzheimer-korban szenved6knél, azonban a varttol eltéréen,
a D-szerin mennyisége nem valtozott a frontalis (129), a prefrontalis, a parietalis (130) és a
temporalis kéregben (131). A kamrai cerebrospinalis folyadékban mért szabad D-Szerin
mennyisége azonban szignifikinsan magasabbnak adodott Alzheimer-korban szenved6knél
(117). Az in vitro kisérletek eredményei alapjan az Alzheimer-kor kezelésében igéretes
tamadaspontot jelenthet az NMDA receptor gatlasa. Alzheimer-korban szenvedé betegeket
kezeltek memantinnal, egy gyenge NMDA receptor antagonistaval. A klinikai vizsgalat soran
mérsékelt javulast tapasztaltak enyhe- és kozépsulyos allapotu betegekben (132). A D-szerin,
illetve a D-szerin metabolizmusaban szerepet jatszo enzimek ¢és transzporterek patologias

valtozasa az Alzheimer-korban jelentés lehet.

1.4.3 Szkizofrénia

A szkizofrénia egy stlyos mentdlis betegség, amely a népesség kb. 1%-at érinti. A betegség
pozitiv és negativ tiinetei mellett gyakori a kognitiv miikodés romlésa, igy memoriazavarok és
figyelemzavarok jelentkezhetnek a betegség soran. Hangulati zavarok is tarsulhatnak a
betegséghez, amelyek a pontos diagnozis felallitasat nehezithetik. Szamos kutatast végeztek a
szkizofrénia pontos neurobioldgiai alapjainak felderitésére. Osszeségében elmondhato, hogy a
szkizofrénia patofiziologids folyamataiban tobb, egymast kolcsondsen szabalyozo
neurotranszmitter rendszer zavara feltételezhetd, leginkabb a kérgi ¢és kéreg alatti teriileteken
(133). A glutamaterg transzmisszié érintettségére utal, hogy a nonkompetitiv NMDA receptor
antagonista vegyiiletek, mint a fenciklidin és a ketamin skizofrénia-szert tiineteket valtottak ki
egészségesekben (134, 135), és rontottak a szkizofrén betegek allapotat (133, 136-138).
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Szkizofrén betegekben csokkent D-szerin mennyiség, illetve D-Szerin, L-szerin arany volt
kimutathat6é a cerebrospinalis folyadékban (39, 114) és szérumban (115). Ezek alapjan az
feltételezhetd, hogy a csokkent D-szerin szint hozzajarulhat az NMDA receptor szkizofrén
betegekben tapasztalt alulmiikodéséhez. Az elézOkben ismertetett eredményekkel teljesen
Osszhangban, 84 skizofrén beteg plazma mintdjanak vizsgalata soran, a plazma D-Szerin
koncentraciok, illetve a D-Szerin, L-szerin arany is szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult
(139). Eltéré eredmény, hogy nem talaltak kiilonbséget a D-szerin koncentraciok kozott a

betegek post mortem parietalis és prefrontalis kérgi vizsgalata soran (39).

A csokkent D-szerin koncentracio hatterében az aminosav metabolizmuséért felelés DAAO
enzim megvaltozott mitkodése is szerepet jatszhat. Preklinikai vizsgalatokban alulmikodést
eredményez6 DAAO enzim muticioval rendelkezd egerek csokkent MK-801 generalta
sztereotip mozgast és ataxiat produkaltak (140). Ugyancsak mutans DAAO enzimmel
rendelkezd egerek jobb eredményeket értek el térbeli tanulasi és Morris-féle vizi labirintus
tesztben, illetve ezeknél az allatoknal, megndvekedett a hippokampalis LTP mértéke (96). Ezek
alapjan kognitiv serkentd hatds is feltételezheté a DAAO gatlas eredményeképpen, amely

elényds lehet a szkizofrénia kezelése sordn.

A DAAO enzim mikodését szkizofrénia betegségben szamos human vizsgalatban
tanulmanyoztak. Klinikai vizsgalatokban, skizofrén betegekben megnovekedett DAAO enzim
mennyiséget ¢s aktivitast tapasztaltak (37, 141). A szkizofrénia lehetséges genetikai
kapcsolatait szamos metaanalizisben vizsgaltak, melyek eredménye alapjan, a DAAO enzimhez
kapcsolodo gének Osszefiiggést mutattak a betegséggel (142-144). A genetikai kapcsolatot
tamasztja ald, hogy emelkedett DAAO enzim kifejez6dés (35, 36, 145) és aktivitas (145) volt
mérhetd szkizofrén betegek cerebellumaban, parietalis kérgi teriiletén (37) és
hippokampuszaban post-mortem mintakban (141). Habar talaltak genetikai Gsszefliggést a SR
egyes mutacioja ¢s a szkizofrénia kozott (146), funkcionalis vizsgalatok soran nem mutattak Ki
kiilonbséget a SR enzim parietalis kéregbeli (35), illetve cerebellumban vagy prefrontalis

kéregben (36) tapasztalt kifejezodésében.

Allatkisérletek soran ellentmondd eredmények sziilettek. SR génkiiitott egereken — ahol 90%-
0s D-szerin szint csokkenés volt mérheté — mérsékelt viselkedési zavarokat azonositottak. Ezek
a zavarok a kovetkezdek voltak: hiperaktivitds, csokkent térbeli memoria €s megemelkedett

nyugtalansag, a szkizofréniara jellemzo tiinetek (147).
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A D-szerin szkizofréniaban betoltott szerepére enged kovetkeztetni, hogy a normal
antipszichotikus terapia D-szerinnel kombinalva, javitotta a negativ és kognitiv tiineteket a
klinikai vizsgalatokban (148-150). Figyelembe véve, hogy a jelenleg alkalmazott
antipszichotikus gyogyszerek ezeket a tiineteket nem, vagy csak kis mértékben javitjak, a D-
szerin igéretes jelolt kiegészitd terapiaként. Hozza kell azonban tenni, hogy az eredményes
kezeléshez nagy dozisu D-szerin sziikséges, amely nefrotoxicitast okozhat (151, 152). A D-
szerin skizofréniaban megvaltozott homeosztazisanak korrigaldsara alkalmazott kozvetlen D-

szerin terapia mellékhatasai miatta a DAAO enzim gatlasa kertilt a figyelem el6térbe.

Szamos DAAO enzim gatld vegyliletet fejlesztettek és teszteltek preklinikai vizsgalatokban,
melyekbdl vegyesen sziilettek pozitiv és negativ eredmények is. Adage és mtsai egy 1j DAAO
gatlé vegylilet hatasait vizsgaltak fenciklidin kezelt, skizofrénia modell patkanyokon. Mind a
pozitiv, mind a kognitiv jellegl tiinetek javultak a DAAO gatlo egyszeri, illetve hosszan tarto
oralis adagolasat kovetden (153). Ezzel ellentmondé eredmény, hogy egy ugyancsak tjjonnan
tesztelt DAAO gatldészer ugyan szignifikdnsan megemelte a plazméban és cerebrospinalis
folyadékban a D-szerin mennyiségét, de nem javitotta a kiilonboz6 agensek (amfetamin és MK-
801) altal indukalt szkizofrénia-szerii tiineteket patkanyokban (154). A pozitiv eredmények
mellett, hatdstalansagrdl is beszdmoltak az irodalomban a DAAO gatldészerekkel végzett
kisérletek esetén. Egerekben a D-szerin dozisa csokkenthetd volt az egyidejii DAAO gatld
kezelés mellett, azonban kutyakban és majmokban ez a hatds mar elmaradt (155), melynek
hatterében a fajok kozotti metabolikus kiilonbség allhat. A natrium-benzoéat gyenge DAAO
gatloszer, in vitro adatok alapjan koriilbeliil 10 uM-os koncentracid tartomanyban hatasos
(156). Allatkisérlet soran a natrium-benzoat nem emelte meg a D-alanin (DAAO szubsztrat

vegyiilet) mennyiségét kutyakban (157).

A vegyes preklinikai eredmények kovetkeztében klinikai vizsgalatot eddig csak a natrium-
benzoattal végeztek. A valasztas hatterében az allhat, hogy a natrium-benzoat egy gyakran
hasznalt tartositoszer, igy biztonsagos vegyiiletnek tekinthetd (158) és megfelelé kozponti
idegrendszeri biohasznosulassal rendelkezik (159). Klinikai vizsgalatokban szkizofrén betegek
kiegészitod terapidjaként végeztek vele kutatasokat. Lin és mtsai szdmos szkizofrénia tlinetet
mérd tesztben (példaul: Pozitiv és Negativ Tiinetek Skéla, Eletmindségi Teszt) javulast
tapasztaltak a klozapint kiegészitd natrium-benzoat kezelés hatasara (160). Risperidon és
haloperidol mellé adott natrium-benzoat ugyancsak javitotta a tlineteket kronikus
szkizofréniaban (161). A kisérletben a natrium-benzoat jol toleralhatonak bizonyult, nem

okozott komolyabb mellékhatast viszonylagosan magas, 1-2 g/nap dozisban sem (160, 161).
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A kérdéses eredmények ellenére a legtobb vizsgalat megerdsiti a DAAO gatloszerek potencialis
jelentdségét a szkizofrénia kezelésében. A DAAO gatlok szerkezeti kovetelményire vonatkozo
tudas, illetve az in vitro és in vivo kisérletek adatai segitséget nyujthatnak 0j gatloszerek
fejlesztése soran. A jovoben lehetdéség nyilhat optimalizalt potencidllal, megfeleld

szelektivitassal és farmakokinetikai profillal rendelkez6 DAAO gatloszerek fejlesztésére.

1.4.4 Parkinson-kér

A Parkinson-kor az egyik leggyakoribb kozponti idegrendszeri, neurodegenerativ
megbetegedés. A betegségben leginkabb az extrapiramidalis agyi régiod érintett. A dopaminerg
neuronok folyamatos pusztulasa a szubsztancia nigra teriiletén csokkend dopaminerg
beidegzOdéshez vezet a bazalis ganglionokban és a limbikus rendszerben (116, 162). Az
NMDA receptor megtalalhaté a bazalis ganglionokban és a limbikus rendszerben is, ezért a
Parkinson-korban betoltott esetleges szerepét intenziven kutattak a kozelmultban. Az egyik
ilyen vizsgalatbol kidertilt, hogy a dopamin megvaltoztatja az NMDA receptor szerkezetét,
mikodését és még a mennyiségét is befolyasolja (116). Hozza kell azonban tenni, hogy a
glutamat a mozgas szabalyozdsanak finomhangolasaban jatszik fontos szerepet, igy a
kiilonb6z6 testrészek apré mozgasait befolyasolja, ellentétben a dopaminnal, amely a betanult,
,,durvabb” mozgasokat szabalyozza (163, 164). A Parkinson-koérban jelentkez6 dopaminerg
transzmisszio csokkenése, glutamat tilsulyt eredményez. Ez alapjan kezdték el a glutamat
antagonistak vizsgalatat, mint lehetséges Parkinson-kor elleni gyogyszerjelolteket (163). A
feltételezett glutamaterg tilmiikodés ellenére az amantadinnal, dextrometorfannal, dextrofannal
(NMDA receptor antagonista vegyiiletek) végzett klinikai vizsgalatban, a Parkinson-kor
tiineteinek sulyosbodasat tapasztaltak (163). Ezzel ellentétes eredményt kaptak, amikor ezeket
a vegyiileteket kiegészitd kezelésként alkalmaztik az L-DOPA mellett. Ebben a vizsgalatban
javuld diszkinéziarol szamoltak be (165-167). A D-szerin és a Parkinson-kor esetleges
kapcsolata kevésbé kutatott teriilet. Egy klinikiai vizsgalat azonban biztatd eredményekkel
zarult. A D-szerin adjuvans terapiaként valo adagolasa idiopatias Parkinson-korban szenvedd
betegek esetében csokkentette a betegségre jellemz6 kiilonb6z6 tiineteket. A vizsgalat soran a
betegek altal Kkitoltott, a Parkinson-kor tiineteit értékeld tesztet alkalmaztak (116).
Osszességében elmondhatd, hogy jelenleg kevés a rendelkezésre 4116 adat a D-szerin pontos

szerepérdl a Parkinson-kor patologias folyamataiban.
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1.4.5 Depresszio

A depresszid egy heterogén betegség, melynek hatterében nem ismert a pontos mechanizmus.
A betegséget leginkabb hangulatingadozasok jellemzik (168). Szamos kiilonb6z6 elmélet
l1étezik a depresszid patologia folyamatait illetden. Habar a monoamin-teoria az elsddlegesen
elfogadott modell a depressziot leir6 mechanizmusok koziil, egyre tobb kutatds eredménye
bizonyitja a glutamaterg jelatvitel jelentdségét a folyamatban (169). A glutamaterg jelatvitel
zavara vezethet a szinaptikus plaszticitasban bekovetkez6 patologias valtozasokhoz, amelyek
végso soron a depresszid kialakulasat eredményezhetik (170). A témaval kapcsolatban végzett
allatkisérletben a GIuN1 alegység génkiiitott egerekben, depresszio-szeri tiineteket
tapasztaltak, melyeket a D-szerin nem tudott cs6kkenteni (170). Ugyanakkor egyszeri D-szerin
adagolas csokkentette a depresszio tiineteit, amely hatds egy Osszetett glutamaterg jelatviteli

karosodast feltételez a depresszio esetében (170).

Human vizsgalatokban jelentGs csokkenést tapasztaltak a GIuN1 alegység (a D-szerin kotédési

helye) kifejez6désében szamos hangulatzavarban, igy depresszioban is (171, 172).

Jelenleg kevés kisérleti eredménnyl rendelkeziink a D-szerin €s a depresszid patofizioldgias

folyamatanak kapcsolatarol.

1.4.6 Epilepszia

Az epilepszia sulyos neuroldgiai megbetegedés, melynek jellemzdi a spontdn visszatérd
rohamok ¢és a neuronvesztés. Habar az NMDA receptor szerepe erdsen valoszinlisitett az
epilepszia patologias folyamataiban, illetve progresszidjaban, a pontos biokémiai kapcsolatot

még nem tudtdk azonositani.

Preklinikai vizsgalatok eredményei alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a D-szerin okozta
NMDA receptor aktivacio szerepet jatszhat a gorcsok kialakuldsdban, amelyet NMDA receptor
antagonistakkal csokkenteni lehetett (173, 174). Egy masik allatkisérletben a D-szerin szint
novekedés hatasara, a GABA-erg neuronok excitotoxicitas okozta pusztuldsat tapasztaltak. Az
eredmények alapjan feltételezhetd a D-szerin szerepe a kronikus, visszatérd epilepszia gorcsok
patogenezisében (118). A status epilepticus egy folyamatos gorccsel jard epilepszias allapot,
amely gyakran hipoxiahoz, majd encephalopathidhoz vezet. Patkanyokon végzett kisérletben
a status epilepticus allapotot kovetden vizsgaltdk a D-szerin/SR rendszerben lejatszodo
valtozasokat, a mezialis temporalis régioban (175). A gorcsrohamot kdvetéen megndvekedett

D-szerin és SR immunoreaktivitast tapasztaltak az asztrocitdkban és az NMDA receptor
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foszforilalt GluN1 alegysége is fokozott immumoreaktivitast mutatott a hippokampuszban
(175). Ezek az eredmények egyiittesen arra engednek kovetkeztetni, hogy az asztrocitakban
talalhatd D-szerin/SR rendszer részt vehet a neuronok hiperexcitabilitasanak szabalyozasaban,
az NMDA receptor aktivalasan keresztiil (175). Az el6z6ekben felsorolt eredményekkel
ellentétben a D-szerin potencirozta a gorcsgatld gyogyszerek hatasat, és novelte a gorcs
kivaltasahoz sziikséges kiiszObpotencialt kiilonbozo allatkisérletekben (117, 119), amely

eredmény az aminosav epilepszidban kifejtett pozitiv hatasat tdmasztja ala.

Az el6z6 megfigyeléshez kapcsolodik egy human vizsgalati eredmény, ahol a 3-PGDH enzim
hianyban szenveddé betegek cerebrospinalis folyadékaban erdsen csokkent D-szerin
koncentracio volt mérhetd. Ezen betegeknél sulyos epilepszias tiineteket tapasztaltak, melyek
javultak L-szerin adagolast kovetéen. Az L-szerin szerepet jatszik a D-szerin bioszintézisében,
igy mennyiségének visszaallitasaban is fontos elem (176). Tehat a D-szerin hiany gorcsoket

eredményezhet az emberi szervezetben.

Az el6bb felsorolt betegségekben a D-szerin, illetve a D-szerin homeosztazisban szerepet jatszo
enzimek és transzporterek szerepérol kevés ismerettel rendelkeziink. Tovabbi vizsgélatok

sziikségesek a pontos patofiziologiai folyamatok megismeréséhez.

1.4.7 A D-szerin transzport, mint lehetséges gyégyszertamadaspont

Kevés kutatasi eredmény 4ll rendelkezésiinkre a D-szerin széllitasdban résztvevd transzporterek
kdzponti idegrendszeri betegségekben betoltott szerepérdl. A D-szerin szabalyozasaban a SR
¢s a DAAO enzim mellett a transzporterek tekinthetéek fontos szereploknek, igy a D-Szerin
szint megvaltozasaval jard patologias folyamatokban igéretes timadaspontot jelenthetnek. Egy
ALS motoneuron modell sejtvonalon végzett vizsgalat csokkent D-szerin, illetve
megndvekedett L-szerin felvételt mutatott ki. Az eredményt magyarazhatja, hogy a D-szerin
felvételéért felelds asc-1 transzporter mRNS szintje csokkent, mig az ASCT-1 transzporter
kifejez6dése megndvekedett. Ez utobbi transzporter nagyobb affinitdssal rendelkezik az L-
aminosavak, igy az L-szerin irdnt. Osszegezve elmondhatd, hogy a D- és L-szerin transzport
aktivitasa fontos szerepet jatszhat a D-szerin szint szabalyozasdban a gerincveld motoros
idegsejtjeiben ALS megbetegedésben (177). A depresszid pontos patologias folyamata még
nem ismert, azonban egyre tobb adat tdmasztja alad a D-szerin esetleges szerepét. A CSDS
modszer alkalmazasa egy elfogadott depresszid6 modellt eredményez allatokban. Az eljarés

lényege, hogy egy normalis viselkedési mintaju allatot hosszabb idon keresztiil egy agresszor
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allattal tartjak egyiitt, amely depresszio-szerl tiineteket eredményez (178). CSDS modszerrel
kezelt, ASCT-2 génkiiitott egerekben a D-szerin adagolas javitotta a depresszio-szert tiineteket,
a szocialis elkeriilést s a mozdulatlansagot (76). Egy masik preklinikai kisérletben a fenilglicin
szarmazékok hatasat vizsgaltak szkizofrénia modell, illetve indukalt latasi zavarral rendelkez6
ragcsalokban. A fenilglicin szarmazékok szelektiv ASCT-1 és ASCT-2 transzporter gatloszerek
(71). A vizsgalat soran a megfelelé agyi penetracidval rendelkezo L-4-fluoro-fenil-glicin (L-
4FPG) kezelés hatasat tanulmanyoztak intenzivebben. A vegylilet szisztémas adagolasa nagy
mértékben csokkentette az amfetamin-indukalta tulmozgast egerekben. Akut szisztémas L-
4FPG adagolas szignifikdnsan javitotta a kontrasztérzékenység hianyat a retina degeneracioval

rendelkez6 patkanyokban (179).

A kozpont idegrendszeri D-szerin széllitasaban résztvevd transzportereket kiilonb6zé human
vizsgélatokban tanulmanyoztak. Bennett és mtsai az ASCT-1 transzporter polimorfizmus
vizsgalatat végezték el mikronéziai szkizofrén betegeken, illetve kontroll egészséges
egyedeken. A legtdbb polimorfizmus nem fejezddott ki, vagy altalanosnak mutatkozott. Mivel
egyik szekvencidlis polimorfizmus sem volt kifejezetten csak a szkizofrén betegekre jellemzd,
igy az ASCT-1 vizsgalt szakaszdnak polimorfizmusat nem tarsitottdk a szkizofrénia
betegséghez (180). Eltéré eredményeket kaptak, amikor depresszioban és szkizofréniaban
szenvedd betegek kiilonbozo agyi teriileteit vizsgaltdk post mortem. Szignifikdns csokkenés
mutatkozott a neuronalis ASCT-1 transzporter immunreaktivitdsaban a cingularis kéreg és a
hippokampusz teriiletén szkizofrénidban és depresszioban. Az asztrocitdkban ugyancsak
csokkent a transzporter kifejezddése szkizofréniaban, azonban nem valtozott depresszidban.
Ezek az eredmények a korabban figyelmen kiviil hagyott asztrocitak betegség-specifikus
szerepére engednek kovetkeztetni (81). Osszességében kijelenthetd, hogy a D-szerin szallitdsért
felelds transzporterek megvaltozott miikodése szerepet jatszhat a fentebb emlitett betegségek

patologias valtozasaiban, igy gyogyszeres befolyasolasuk terapias értékkel rendelkezhet.

A transzportereket célzo molekuldk fejlesztése elorelépést jelenthet az NMDA receptor

megvaltozott miikodéséhez tarsuld betegségek kezelésében.
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2. Célkitiizések

crer

lehetdségeinek vizsgalatat, hiszen a D-szerin csokkent és emelkedett mennyisége egyarant
szerepet jatszik kiillonboz6 patoldgias folyamatokban. Célom volt még potencidlis
gyogyszertamadaspontok megismerése és gyogyszerjelolt molekuldk tesztelésére alkalmas

modell kidolgozésa.

— Az (jonnan fejlesztett D-aminosav-oxidaz (DAAQO) enzimgatlo, a 6-fluoro-1H-indazol-
3-ol hatasanak vizsgalata a D-szerin mennyiségének valtozasara in vivo

— Az SH-SY5Y human neuroblasztoma sejtvonal karakterizdlasa, mint lehetséges
D-szerin transzport modell

— Az SH-SY5Y human neuroblasztéma sejtvonal és patkany asztrocita sejtkultira
D-szerin transzportjanak 6sszehasonlitasa

— Az S-ketamin D-szerin transzportra gyakorolt hatasanak vizsgalata az SH SYSY

sejtvonalon
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3. Modszerek

3.1 Anyagok

A D-szerin, az L-alanin, az L-treonin, az L-glutamin, a t-Pro, a puffer komponensek, a tripszin,
a tripankék, az acetonitril, az L-ciszteinsav, az akrilamid és a dimetil-szulfoxid (DMSQO) a
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtdl keriiltek megvasarlasra. A kolin-klorid az Alfa
Aesar (Haverhill, MS, USA) cégtél szarmazott. Az S-ketamin a Semmelweis Egyetem,
Gyogyszerészi Kémiai Intézet nagylelki felajanlasa volt. A fluoreszcens reagenst, a 4-fluor-7-
nitrobenzofurazant (NBD-F) a TCI (Tokyo, Japan), a 6-monodeoxi-6-mono(3-
hidroxil)propilamino-B-ciklodextrint (HPA-B-CD) a Cyclolab (Budapest, Magyarorszag)
szallitotta. Az Osszes kisérletet a MilliQ Direct 8 (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)

viztisztitd berendezésbdl nyert ultratisztasagli viz felhasznalasaval végeztiik.

A sejtkultara tdpoldatat Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12,
(DMEM/F12) a Corning (Tewksbury, MA, USA), a fotalis borji szérumot (FBS) a Biosera
(Nuaille, France) cégek szallitottak. A stabilizalt glutamint és nem esszencialis aminosav

oldatokat a Pan Biotech (Aidenbach, Németorszag) cégtdl vasaroltuk.

A Western blot reagenseket és a puffer komponenseket a trisz-(hidroximetil)-amino-metant
(TRIS), a glicint és a tricint a Sigma-Aldrich, a Novex 4-12%-os poliakrilamid gélt a
ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA) biztositotta. Az ASCT-1 és ASCT-2 primer
antitestek a Sigma-Aldrich és a Cell Signaling (Danvers, MA, USA) cégekt6l szarmaztak. A
Pierce ECL Western blot szubsztratot és a nyul antigén elleni szekunder antitestet a

ThermoFisher Scientific biztositotta.

A Western blot technikahoz hasznalt polivinilidén-fluorid (PVDF) transzfer membrant és a
rontgenfilmeket a Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA) széllitotta.

A sejtek életképesség vizsgdlatdhoz a reszazurin kitet (TOXS8) a Sigma-Aldrich cégtol

vasaroltuk.
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3.2 Egerek kezelése 6-fluoro-1H-indazol-3-ol DAAO enzim gatlo vegyiilettel

A him NMRI egereket a Toxi-Coop Kft. (Budapest, Magyarorszag) biztositotta. Az allatokat
légkondicionalt szobakban (22 + 2 °C) tartottuk 12 6ras fény-sotétség ciklusban. Szabad
hozzaférésiik volt a standard laboratoriumi ragcsaléd taphoz és vizhez. Csoportonként 5 allatot
30 mg/kg D-szerin mellett, 30 mg/kg 6-fluoro-1H-indazol-3-ol oldattal vagy vegyiiletet nem
tartalmazd fiziologids sooldattal kezeltiink intraperitonedlisan. A vegyiiletet natriumot
dioxiddal valtottuk ki, majd dekapitaltuk és a vérilket EDTA tartalmu csovekbe gyljtottik. A
teljes vért tartalmazo cséveket centrifugaltuk (630 g, 4 °C, 5 perc), majd a plazma frakciot
eppendorf csdbe pippetaztuk. Ezt kovetden a plazmahoz 3-szoros térfogati hiitott acetonitrilt
adtunk, majd az igy kicsapott fehérjét centrifugalassal (3000 g, 4 °C, 20 perc) tavolitottuk el a

feliiluszotol. A feliiluszot a mintaeldkészitésig -80 °C-on taroltuk.

Az allatokat a Semmelweis Egyetem Allatkisérletes Etikai Bizottsaganak jovahagyéasaval
(22.1/606/001/2010, 2010. februar 5.) és az Eurdpai Tanacs kisérleti és egyéb tudomanyos
célokra felhasznalt allatok védelmére vonatkozé rendelkezésének megfeleléen kezeltiik

(86/609/EEC).

3.3 A D-szerin kvantitativ meghatirozasa Kiilonb6z6 biologiai mintiakbol kapillaris
elektroforézis 1ézer indukalt fluoreszcencia (CE-LIF) modszerrel

A D-szerin bioldgiai mintabdl torténd kvantitativ meghatdrozasat az intézetiinkben korabban
kifejlesztett és validalt CE-LIF modszerrel végeztiik (181). A mintael6készités soran az egerek
plazmajabol nyert feliiluszo, illetve a késObbiekben részletezett intra- €s extracellularis minta
feldolgozasa soran kapott feliilisz6 5 pl. mennyiségével végeztiik a szdrmazékképzeést. Ezen
részlethez 5 pL etanolos NBD-F oldatot (3mg/ml) és 5 pL borat puffert (pH 8,5, 20 mM)
pipettaztunk, mely utdbbi tartalmazta a belsdé standardként felhasznalt L-ciszteinsavat (2 pM)
is. A mintdkat 20 percig melegitettiik 65 °C-on a szarmazékképzési reakcidhoz, majd
lehtitottiik. A mérésekig a mintdkat -20 °C-on taroltuk. A méréseket a 32 Karat 5.0 verzidju
szoftverrel vezérelt, PPACE MDQ CE berendezéssel végeztiik. A miiszerhez Ar-ion 1ézer
forrassal rendelkez6 LIF detektort kapcsoltunk. Az alkalmazott excitacios hullamhossz 488 nm,
mig az emisszids hulldmhossz 520 nm volt. Az elvalasztds 75 pm belsé atmérdjii és 365 um
kiils6 atmérdji omlesztett szilika kapillarisban (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
tortént. A kapillaris felhasznaldsa el6tt linearis poliakrilamid boritast alakitottunk ki a belsd
feliiletén. Az eljaras soran a Hjertén és mtasi altal leirt modszert alkalmaztuk (182).
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3.4 Sejtkultarak és sejttenyésztés

A primer asztrocita sejtkultira készitéséhez az 1-3 napos Wistar-patkany kolykoket a Toxi
Coop Kft. széllitotta. Az asztrocita sejtek izoldlasat és tenyésztését Mecha és mtsai altal
kidolgozott protokoll alapjan végeztiik (183). Az allatok kezelését a Semmelweis Egyetem
Allatkisérletes Etikai Bizottsdga altal jovahagyott etikai engedély (22.1/606/001/2010, 2010.
februar 5.) alapjan végeztiik. A kisérletek soran minden tekintetben betartottuk az Europai
Tanacs kisérleti és egyéb tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmére vonatkozo
rendelkezését (86/609/EEC). A konfluens allapot elérését kovetden az asztrocita sejteket
feldolgoztuk.

Tovabbi kisérleteinkhez SH-SYS5Y human neuroblasztoma sejtvonalat hasznaltunk, melyet a
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC, Salisbury, UK) cégtdl

szereztunk be.

A sejteket 1% stabilizalt glutamin, 1% nem esszencialis aminosav oldattal és antibiotikummal
kiegészitett, 10%-os FBS tartalmtit DMEM/F12 tapoldatban tenyésztettiik 37 °C-on, 5% CO2

tartalom mellett.

3.5 Western blot analizis

Az SH-SY5Y sejtekben az ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek expresszidjanak vizsgalatahoz
Western blot analizist végeztiink. Koriilbeliil 5 millié sejtet 200 L. radioimmunprecipitacids
vizsgalati pufferben (RIPA) (Thermo Fisher Scientific) lizaltunk, az igy kapott mintdkhoz
Laemmli puffert (0,1% 2-merkaptoetanol, 0,0005% bromfenolkék, 10% glicerin, 2% SDS, 63
mM Tris-HCI (pH 6,8) adtunk és a mintakat denaturaltuk 5 percig 97°C-on. A mintakat 4-12%
gradiens gélen valasztottuk el. Az elektorforézist kovetden a fehérjéket PVDF membranra
blottoltuk at. A membrant 0,1% Tween 20-at tartalmaz6 TRIS-szel pufferelt sdoldatban (TBST)
oldott 5% sovany tejporral blokkoltuk 1 6ran keresztiil. A membranokat 1 pg/ml anti-ASCT-1,
illetve 4 pg/ml anti-ASCT-2 primer antitestet tartalmazé 5%-os sovany tejpor oldatban
inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan keresztiil. Masnap a membranokat TBST-vel haromszor 10
percig mostuk, ezt kovetden 1:1000-hez higitasban alkalmazott nyul antigén elleni szekunder
antitesttel konjugalt tormaperoxidazzal inkubaltuk szobahOmérsékleten egy oran at. A

transzporter fehérjéket TBST-vel torténd, haromszor 10 percig tartd6 mosast kovetden
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kemilumineszcens technikaval, rontgenfilmen tettiilk lathatova Pierce ECL Western blot

reagens alkalmazéséaval.

3.6 A sejtek D-szerin felvételének vizsgalata

3.6.1 A D-szerin felvétel id6-, és koncentraciofiiggése az SH-SYSY sejteknél

A kisérlet napjan a sejteket a tripszines felvétel utan Tris-Szel beallitott HEPES puffer (THB)
szuszpendaltuk ugy, hogy a sejtek koncentracidja 1 millio sejt/500 pL oldat legyen. A
sejtszuszpenziot 0, 25, 50 és 200 uM D-szerinnel inkubaltuk 0, 15, 30, 60 és 120 percen
keresztiil 37 °C-on. Az inkubacid utan a szuszpenzidt jeges vizflirdobe helyeztiik, majd hiitve
centrifugaltuk (630 g, 4 °C, 5 perc) és kétszer mostuk jéghideg THB-vel. A sejtpelleteket végiil
35 upL acetonitril:viz (2:1 V/V) elegyében re-szuszpendaltuk és a kicsapodott fehérjét
centrifugalassal (3000 g, 4 °C, 20 min) tavolitottuk el. A feliiluszot Osszegytjtottik és
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

3.6.2 A D-szerin felvétel id6-, és Na*-fiiggése
A Na'-fiiggetlen transzport vizsgalatdhoz a puffer oldat NaCl tartalmat kolin-kloriddal
szerinnel inkubaltuk 0, 15, 30, 60 és 120 percen keresztiil 37 °C-on. Az inkubécios 1d0 lejarta

utan a mintakat a 3.6.1 fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

3.6.3 A D-szerin transzport kinetika karakterizalasa
A D-szerin transzport kinetikdjanak tanulmanyozdsdhoz az 1 millio sejt/500 puL oldat
és 15 percen keresztiil inkubaltuk 37 °C-on. Az inkubéciods i1d6 lejarta utdn a mintakat a 3.6.1

fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

3.6.4 A D-szerin felvétel gatlasa neutralis aminosavakkal

A sejteket 25 uM D-szerinnel inkubaltuk kiilonb6zé koncentracioban alkalmazott L-alanin, L
treonin, L-glutamin, t-Pro vagy L-szerin aminosavakkal egyiitt a D-szerin felvételét gatld
hatasuk vizsgalatara, 15 percen keresztiil 37 °C-on. Az inkubécios 1d6 lejarta utan a mintakat a

3.6.1 fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

33



DOI:10.14753/SE.2021.2543

3.6.5 Az L-szerin kezelés hatasa a D-szerinnel preinkubalt SH-SY5Y sejteken

A letapadt SH-SYS5Y sejteket 24 6ran keresztiil kezeltiik 100 uM D-szerin tartalmu tapoldattal.
A tapoldat eltavolitasat koveten, tripszines felvételt alkalmaztunk, majd THB-ben
szuszpendaltuk a sejteket ugy, hogy végiil 1 millié sejt/500 pL oldat koncentraciot kapjunk. A
sejteket 300 uM L-szerinnel kezeltiik 0, 5, 15 és 30 percen keresztiil 37 °C-on. Az inkubacids

1d6 lejarta utdn a mintdkat a 3.6.1 fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

3.6.6 A D-szerin felvétel vizsgalata akut S-ketamin kezelés mellett
A sejteket 25 uM D-szerinnel inkubaltuk kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott S-ketaminnal
(0, 2, 4, 10, 20, 50, 75 és 100 uM) egyiitt 15 percen keresztiil 37 °C-on. Az inkubacios id6

lejarta utdn a mintékat a 3.6.1 fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

3.6.7 A hosszan tart6é S-ketamin el6kezelés hatasa a D-szerin felvételre

A letapadt SH-SYSY sejteket 0, 25 és 50 uM S-ketaminnal inkubaltuk 72 6ran keresztiil. Az
inkubacio utan az S-ketamint eltavolitottuk, majd THB oldatban szuszpendaltuk a sejteket ugy,
hogy végiil 1 millié sejt/500 puL oldat Gsszetételt kapjunk. Ezt kdvetéen kiilonb6z6 D-szerin
koncentraciot alkalmazva (300 és 1000 uM), 15 percen keresztiil 37 °C-on inkubaltuk a
sejteket. Az inkubacios id6 lejarta utan a mintakat a 3.6.1 fejezetben leirtak szerint dolgoztuk
fel.

3.7 Reszazurin-redukcion alapulé életképesség vizsgalat

Az ¢letképesség teszthez egy nappal a kezelés eldtt a sejteket 24 lyukt sejttenyésztd lemezekre
raktuk ki (10* sejt/lyuk), majd 24 6ra elteltével a sejteket 0, 25 uM vagy 50 uM S-ketaminnal
kezeltiik 72 6ran keresztiil 37 °C-on. A reszazurin redukcidé mértékét a gyartd utasitasai alapjan
hataroztuk meg. Roviden, 72 dra utan a sejtek tapoldatat Gj, 10% reszazurin oldatot (0,15
mg/mL PBS-ben) tartalmazé médiumra cseréltiik és 4 6ran at 37 °C-on inkubaltuk, majd a

crer

fluoriméterrel mértiik (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) 530/590 nm-en.
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3.8 Statisztikai elemzés

A statisztikai analizist és a gorbeillesztést a Prism 8.0 szoftver (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA) segitségével végeztiik. Az Exponential plateau illesztést alkalmaztuk a D-
szerin felvétel id6- és Na'-fliggésének vizsgalatakor, illetve az L-szerin okozta D-szerin
felszabadulas mérésénél. A D-szerin felvétel gatlasanal egylépcsés és kétlépesos fit 1oglC50
illesztési sémakat hasznaltunk. Michaelis-Menten gorbét illesztettiink a kinetikai paraméterek
sejteket 6 um és az asztrocita sejteket 3,5 um sugartinak tekintettiik (184). Az eredményeinket
atlag + atlag standard hibaja (SEM) formaban adtuk meg minimum harom parhuzamos mérés
értékei alapjan. A statisztikai kiilonbségek elemzésére kétmintas t-probat, vagy egyszempontos
varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, majd a kiilonb6zé adatok Osszehasonlitdsara
Dunnett post-hoc tesztet hasznéltunk. A kiilonbozd gorbeillesztések, illetve az illesztések
alapjan szdmolt paraméterek Osszehasonlitdsdra F-probat alkalmaztunk, amelybdl
meghataroztuk a p értéket. Az értékeléseknél a kiilonbséget akkor tekintettiink statisztikailag

szignifikansnak, ha p < 0,05 értéknek adodott.
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4. Eredmények

4.1 A 6-fluoro-1H-indazol-3-ol, DAAO enzim gatlo vegyiilet in vivo vizsgalata

A Természettudomanyi Kutatokozpont Szerves Kémia Intézete kutatasokat folytatott DAAO
gatlo vegyiiletekkel. Eldzetes tesztelések eredményeként a 1H-indazol-3-ol szerkezet
fejlesztése és optimalizalasa kezdddott meg. Kiilonbozd vizsgalatok torténtek szamos 1H-
indazol-3-ol alapszerkezettel rendelkez6 vegyiileten. A 6-fluoro-1H-indazol-3-ol az in vitro
eredmények alapjan megfelel6 DAAO gatlé potenciallal, idealis becsiilt felszivodassal és
metabolikus stabilitassal rendelkezett, igy ennek a vegyiiletnek a hatasat vizsgaltuk in vivo
CE-LIF modszerrel. A D-szerin és a vizsgalt DAAO gatlo vegyiilet egyiittes adagolasa
szignifikans emelkedést (p < 0,05) eredményezett az egerek plazma D-szerin szintjében,
Osszehasonlitva a csak D-szerinnel kezelt csoporttal. A beadast kdvetd 10. percben a csak D-
szerin kezelésben részesiild csoportban 13,81+1,20 uM D-szerin volt mérhetd. A D-szerin
DAAO gatlo vegyiilettel egytitt torténd alkalmazasa 33%-os, szignifikans emelkedést okozott
a D-szerin koncentracidban. A kezelés utan egy oraval a D-szerin plazmakoncentracidja
11,11£1,69 uM volt a D-szerin kezelést oGnmagaban kapd egerekben, melyet szignifikansan,
27%-kal, novelt a kezelés DAAO gatldszerel torténd kiegészitése. Két ora elteltével a D-szerin

szint visszatért a kontroll értékre (5. dbra).
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5. abra: A D-szerin koncentrdcioban mért kiilonbség a 6-fluoro-1H-indazol-3-ol vegyiilettel
torténd kezelés hatdsdra egerek plazmdjaban. Az egerek 30 mg/kg dozisu D-szerin mellett
izotonias  sooldatot, vagy 30 mg/kg  6-fluoro-1H-indazol-3-ol oldatot kaptak
60, 120 percekben tortént. A D-szerin koncentrdcio kiilonbséget ugy kaptuk, hogy a 6-fluoro-
1H-indazol-3-0! és D-szerin egyiittes kezelés esetén mért D-szerin koncentraciobdl kivontuk a
D-szerin és sooldat kezelés esetében mért értekeket. Statisztikai 6sszehasonlitasra kétmintds t-
probat alkalmaztunk, ahol a D-szerin és sooldat kezelés eredményeit hasonlitottuk ossze a D-
szerin és a 6-fluoro-1H-indazol-3-ol egyiittes adagoldsa esetén kapott értékekkel. Az elemzést
p<0,05 érteknél tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. Az eredmények dtlag + SEM
ertékkent keriiltek megadasra (10 perc, n=5; 60 perc, n=4, 120 perc, n=5).
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4.2 A D-szerin transzport vizsgalata

421 Az SH-SYSY és az asztrocita sejtek D-szerin felvételének karakterizalasa és
osszehasonlitasa

A DAAO enzimgatl6 vegyiilet hatasanak in vivo vizsgalatat kovetéen egy masik lehetséges €s
kevésbé kutatott tdmadasponttal kezdtiink foglalkozni, a D-szerin szallitdsdban résztvevod
transzporterekkel, in vitro koriilmények kozott. A D-szerin mennyiségének meghatarozasara
CE-LIF modszert alkalmaztunk. A 6. abran jol lathato, hogy az aminosavak tekintetében
komplex elektroferogram szarmazik az intracellularis matrix vizsgalatabol még a szelektivebb
fluoreszcens detektalas alkalmazasaval is (6. abra). A reprezentativ elektroferogramok
kinagyitott részlete az L-alanin jelenlétében és anélkiil végzett D-szerin felvétel vizsgalatok

soran mért intracellularis D-szerin mennyiség kiilonbségét mutatja (6. abra, kinagyitott).
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6. abra: Elektroferogramok a human SH-SY5Y neuroblasztoma sejtek intracelluldris D-Szerin
szintjének meghatarozasarol. A szamozott csucsok az NBD-F-vel jelolt glicin (1), D-szerin (2)
és L-szerin (3). A kinagyitott abran a kovetkezo kisérleti elrendezés elektroferogramjainak
részlete lathato: a sejteket (A) 25 uM D-szerinnel, vagy (B) 25 uM D-szerinnel és 3 mM L-
alaninnal inkubdltuk 15 percig. Elvilasztasi koriilmények: 50 mM pH 7 HEPES puffer, amely
6 mM HPA-B-CD-t tartalmazott; 30/40 cm x 75 um belsé atmérojii, belso feliiletén
poliakrilamiddal bevont kvarc kapillaris, -24 kV. Minta injektalas: 3474 Pa nyomdason 5
madsodpercig.
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Vizsgaltuk az SH-SYS5Y neuroblasztoma sejtvonal D-Szerin felvételét kiillonbozo
mennyiség nagyobb intracellularis D-szerin koncentraciot eredményezett. Ezzel parhuzamosan
anovekvo inkubacios 1d6 is megndvekedett intracellularis D-szerin szintekkel tarsult, tehat egy
koncentracio-, és 1dofiiggd transzportrol beszélhetiink. A D-szerin felvétel a legnagyobb
két koncentracional (25 és 50 uM esetén) 120 perc inkubaciot kovetden lathatd némi telitési
tendencia (7. abra). A 15 perces inkubacids id6 mind a harom alkalmazott koncentracio esetén
a dinamikus szakaszba esett, igy a gatloszerek ¢és a kinetikai paraméterek vizsgalatakor ezt az

inkubacios 1ddt alkalmaztuk.
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7. abra: Az SH-SY5Y sejtek koncentraciofiiggé D-szerin felvétele. Meghataroztuk az SH-SYS5Y

erer

inkubacios idejii (0, 15, 30, 60, 120 perc) D-Szerin kezelést kovetden. Az adatokat atlag + SEM
formdaban mutatjuk be (n = 3).

4.2.1.1 Az SH-SY5Y és asztrocita sejtek D-szerin felvételének Na*-fiiggése

A D-szerin szallitasban résztvevd transzporterek fontos jellemzdje, hogy mitkodésiik fligg-e a
Na* jelenlététol, ezért ezzel kapcsolatban végeztiink kisérletet az SH-SYSY és az asztrocita
sejteken. Mind Na*-tartalmu, mind Na*-mentes pufferben az inkubacios idé novekedésével az
intracellularis D-szerin szint is emelkedett mindkét sejttipus esetében. A Na'-tartalmu puffer

alkalmazasakor mért D-szerin felvételi gorbe telitési jellegli mindkét sejttipus esetében,
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azonban az asztrocita kultiran ez a profil kifejezettebb a vizsgalt inkubacids periodusban. A
Na*-mentes puffer hasznalatakor mért D-szerin felvétel is preferaltan telitési gorbével volt
jellemezhetd, Osszehasonlitva a linedris illesztési sémaval (eredmények nem keriilnek
bemutatasra) mind az SH-SYSY sejteken (8. A abra), mind az asztrocita kultaran (8. B dbra).
A natrium ionok kolin ionokkal torténd helyettesitése jelentdsen, az egyes idépontokban 66-
91%-kal kisebb D-szerin felvételt eredményezett mindkét sejttipusnal. Az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy dontden Na'-fliggé D-szerin felvétel jellemzi az SH-SY5Y
sejtvonalat és az asztrocita kulturat egyarant. Ezek alapjan az ASCT-1 és ASCT-2

transzporterek miikkodése valosziniisitheté az SH-SY5Y sejtvonalon.
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8. abra: A D-szerin felvétel Na'*-fiiggése az SH-SY5Y és asztrocita sejtekben. Ndtriumot
tartalmazo vagy natriummentes pufferben vizsgaltuk a D-szerin felvételt (A) SH-SY5Y sejtekben
és (B) kortikadlis asztrocita sejtekben 120 perc inkubdcios idé alatt. A D-szerin alkalmazott
koncentracioja 50 uM volt. Az adatokat atlag £ SEM formaban mutatjuk be (n = 3).
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4.2.1.2 Az SH-SYSY és asztrocita sejtek D-szerin felvételének kinetikai jellemzése

Elvégeztik az SH-SYSY ¢és az asztrocita sejtek D-szerin felvételének kinetikai
30, 100, 300, 1000, 3000, 10000 uM) 15 percig, majd mértik az intracellularis D-Szerin
koncentraciét. A novekvé D-szerin koncentracio emelkedd intracellularis D-szerin
koncentraciot eredményezett mind az SH-SY5Y, mind az asztrocita sejteken. A felvételi gorbék
a Michaelis-Menten kinetikat kovették (9. abra). A szamolt kinetikai paraméterek, a Km ¢és a
Vmax €rtékek nem mutattak szignifikdns kiilonbséget a két sejttipus Osszehasonlitasakor (1.
tablazat), amely eredmény alapjan hasonlo affinitas és kapacitas feltételezheté az SH-SY5SY és

az asztrocita sejteknél.
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9. dbra: A D-szerin felvétel kinetikai jellemzése az SH-SY5Y és asztrocita sejtekben. Az dbran
a D-szerin felvétel sebessége lathatéo SH-SYS5Y sejtekben és patkdany kortikalis asztrocita
sejtekben. Kiilonbozd koncentracioban alkalmaztunk D-szerint (0-10 000 uM) Na*-tartalmii
pufferben. Az adatokat datlag + SEM formdban mutatjuk be (n > 3). Az illesztés soran Michaelis-
Menten gorbét hasznaltunk.
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2. tablazat: A D-szerin felvétel kinetikai paraméterei az SH-SYSY és az asztrocita sejtekben.

SH-SY5Y asztrocita
atlag 95% ClI atlag 95% ClI p
Km (uM) 2025 1081-3884 2545 1714-3847 0,5131
Vmax
(uM/10° 135,0 | 108,4-172,0 1219 105,8-142,8 0,4339
sejt/perc)

4.2.1.3 A D-szerin felvételért felelos transzporterek Western blot analizise SH-SY5Y
neuroblasztéoma sejtvonalon
Az irodalmi adatok alapjan leginkdbb az asztrocita sejtekre jellemzd Na*-fiiggd ASCT-1 és
ASCT-2 transzporterek jelenlétét Western blot analizissel vizsgaltuk az SH-SYS5Y sejtvonalon.
Az anti-human ASCT-1 antitesttel végzett kisérlet soran a legintenzivebb sav 52 kDa
molekulatomegnél jelent meg (10. abra), amely Kkitliné egyezést mutat a 55 kDa-0s
molekulatomeggel, amelyet cingularis kortex vizsgalatakor tapasztaltak (81). Az anti-human
ASCT-2 antitest alkalmazasakor egy immunoreaktiv sav jelent meg 66 kDa-nal (10. abra),

amely megfelel a glikolizalt transzportfehérje korabban kozolt molekulatomegének (78).

43



DOI:10.14753/SE.2021.2543

— 97 kDa
— 60 kDa — 66 kDa
— 45KkDa — 44kDa

ASCT-1 ASCT-2

10. dbra: Az ASCT-1 és az ASCT-2 transzporterek Western blot vizsgalata SH-SY5Y sejtekben.
A lizalt SH-SY5Y sejtek (40 ug fehérje) Western blot analiziséhez 4-12%-os gradiens gélt
alkalmaztunk, a membranokat nyul anti-humdan ASCT-1 és nyul anti-human ASCT-2
antitestekkel inkubaltuk. Az ASCT-1 transzportert kb. 52 kDa-ndl, az ASCT-2 transzportert kb.
66 kDa molekulatomegnél detektaltuk.

4.2.1.4 A D-szerin felvétel gatolhatésaga kiilonb6zé6 aminosavakkal az SH-SYSY és
asztrocita sejteken
A szervezetben talalhatd kisméretli semleges aminosavak, pl. az L-alanin és az L-treonin
szubsztratjai az ASCT-1 és ASCT-2 transzportereknek, igy kompetitiv gatloi a D-szerin
felvételnek. Ezen aminosavak hatasat vizsgaltuk meg az SH-SYSY és az asztrocita sejteken. D-
inkubdcios kdzegben csokkend intracelluléaris D-szerin felvétellel tarsult. Koncentraciofiiggd és
a legmagasabb alkalmazott mennyiség esetén a D-szerin felvétel kozel teljes gatlasat
tapasztaltunk mind az SH-SY5Y, mind az asztrocita sejteken, mindkét aminosav esetében (11.
abra, A, B). Mivel két transzporter is szerepet jatszhat a szerin felvételben, az egy és kétlépcsds
gatlasi gorbe lehetdségét is megvizsgaltuk és a statisztikai Osszehasonlitdsa soran minden
vizsgalt esetben az egylépcsds illesztés mutatkozott preferalt modellnek (adatok nem keriilnek
bemutatasra). Az SH-SY5Y sejteken, illetve az asztrocita kultran mért gatlasi eredményekbdl
szarmaz6 1C50 értékek ugyancsak nem mutattak statisztikai kiilonbséget az L-alanin és az L-

teronin tekintetében (3. tablazat).
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11. dbra: Az SH-SY5Y és patkany kortikalis asztrocita sejtekbe térténd D-szerin transzport
gatlasa L-alaninnal és L-treoninnal. Az (A) L-alanin és az (B) L-treonin koncentrdciofiiggd
modon gatolta a D-szerin felvételt. Mindkét sejttipus esetében egylépcsos gatlasi gorbét
figyeltiink meg. A kisérletek soran 25 uM D-Szerin felvételét vizsgaltuk 15 perc inkubacios idot
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kovetoen. A gatloszer hianyaban mért intracellularis D-szerin koncentraciot tekintettiik 100%-
os felvételnek. Az adatokat atlag = SEM formaban mutatjuk be (n = 3).

Az irodalmi adatok alapjan, a t-Pro az ASCT-1 szelektiv szubsztratjanak tekinthet6 (68).
Kisérleteinkben koncentraciofiiggden gatolta a D-szerin felvételét mindkét sejttipus esetében
(12. A ébra). A gatlasi gorbére a kétlépcsds modell megfelelobb illesztésnek bizonyult mind az
SH-SYS5Y, mind az asztrocita sejteken. A relativ D-szerin felvételben koriilbeliil 30%-0s
csOkkenés mutatkozott a nagyobb affinitasu gatlasi szakaszon, amely az ASCT-1 transzporter
kozremiikddését reprezentalhatja a D-szerin szallitdsdban. A nagyobb affinitdsu gatlasi
szakaszhoz tartoz6 ICsp értékek statisztikailag nem kiilonboztek az SH-SYSY és asztrocita
sejteken (3. tablazat). Magasabb koncentracioban alkalmazva a t-Pro mar gatolja az ASCT-2
transzportert is, ezt mutatja a gatlasi gérbe masodik szakasza. A kisérleteinkben alkalmazott
legnagyobb t-Pro koncentracidé sem okozott teljes gatlast a D-szerin felvételében. A masodik
Iépcsé eredményei alapjan szamolt ICsg értékek azonban nagy mértékl hibaval terheltek, igy

nem volt lehetséges az 6sszehasonlitasuk a két sejttipusban.

Az L-glutamin koncentraciofiigg6, kozel teljes gatlasat eredményezte a D-szerin transzportban
mindkét sejttipusban (12. B abra). Az L-glutamin az ASCT-2 transzporter preferalt szubsztratja
az irodalomban leirtak szerint (64, 185). Ezzel ellentmonddan, kisérletiinkben az egylépcsd
modell jellemezte jobban a gatlas karakterisztikdjat az SH-SYSY és asztrocita sejteken
egyarant, ami az L-glutamin mérsékelt affinitasbeli kiilonbségére enged kovetkeztetni az
ASCT-1 és ASCT-2 transzportereket illeten. A szamitott ICso értékek nem kiilonboztek

szignifikansan egymastol az SH-SY5Y és asztrocita sejtek 6sszehasonlitasa soran (2. tablazat).
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12. dbra: Az SH-SYSY és a patkany kortikalis asztrocita sejtekbe torténé D-szerin transzport
gatlasa t-Pro és L-glutamin alkalmazasaval. A t-Pro kétlépcsos gatlasi gorbét eredményezett
mindkét sejttipusban (A). Egylépéses gatlasi gorbét figyeltiink meg L-glutamin esetében az SH-
SYBY és az asztrocita sejteknél is (B). A gatloszer hidanydban mért intracelluldris D-Szerin
koncentraciot tekintettiik 100%-os felvételnek. Az adatokat atlag + SEM formdaban mutatjuk be
(n>3).
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3. tablazat: A kiilonbozo D-szerin felvételt gatlo neutralis aminosavak becsiilt ICso értékei SH-
SYSY és asztrocita sejtekben

SH-SY5Y asztrocita
atlag 95% ClI atlag 95% ClI p
L-szerin ICso (uM) 1179 | 41,64-373,2 0,659*

L-alanin ICso (uM) | 174,4 | 40,21-772,4 | 177,7 | 66,21-470,4 | 0,982
L-treonin 1Cso (uM) | 157,9 | 50,52-521,8 | 158,1 | 74,47-3355 | 0,998
L-glutamin 1Cso 97,47 | 53,12-182,5| 67,95 | 26,12-206,3 | 0,515
(UM)

t-Pro ICso (uM)** | 8,218 | 1,98-26,5 3,975 0,16-19,7 0,522

*L-szerin 1Csp értéke Osszehasonlitva az L-alanin ICso értékével SH-SYSY sejtvonalon

**ASCT-1 transzporter

422 A SH-SY5Y asztrocita modell sejtek D-szerin transzportjanak tovabbi
karakterizalasa

Az el6zéekben ismertetett eredmények alapjan az SH-SY5Y sejtvonal alkalmas lehet az
asztrocitakban megfigyelheté D-szerin transzport modelljeként valo alkalmazéasra. Az SH-
SY5Y sejtvonal D-szerin felvételének tovabbi karakterizalasara L-szerinnel torténd kezelést
végeztiink. A novekvo L-szerin mennyiség koncentraciofiiggd modon csokkentette a D-szerin
felvételt. A 3000 uM-os kezelés 28%-ra mérsékelte a felvételre keriild D-szerin mennyiségét
(13. abra). A gatlas egylépcsds szigmoidalis gorbével volt leginkabb jellemezhetd,
Osszehasonlitva az egylépcsds és kétlépesds illesztési sémat. Az L-szerin gatld hatasanak ICso
értéke nem kiilonbozott szignifikansan az L-alanin SH-SY5Y sejtvonalon tapasztalt 1Cso
értékeitdl (3. tablazat), amely az irodalomban leirt hasonlé affintéast erdsiti meg a két aminosav

tekintetében.
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13. abra: Az SH-SY5Y sejtekbe torténd D-szerin felvétel gatldsa L-szerin aminosavval. Az L-
szerin koncentraciofiiggo modon gatolta a D-szerin felvételt. A gatlas leginkabb egylépcsos
gorbével volt jellemezheto. A kiserletek soran 25 uM D-szerin felvételét vizsgaltuk 15 perc
inkubacios id6 utan. A gatloszer hianyaban meért intracellularis D-szerin koncentraciot
tekintettiik 100%-os felvételnek. Az adatokat atlag + SEM formaban mutatjuk be (n = 3).

Az ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek antiporter tulajdonsdggal rendelkeznek, tehat egy
aminosav felvételekor egy masik leadasa is megtorténik parhuzamosan. A D-szerinnel
elézetesen inkubalt (feltoltott) SH-SYS5Y sejteken L-szerin hatasara id6fliggé D-szerin
felszabadulas volt mérhetd. Ezt az eredményt mind az extracellularis D-szerin mennyiségének

novekedése, mind az intracellularis D-szerin csokkenése alatamasztotta (14. abra).
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14. abra: A D-szerin felszabaduldsa SH-SY5Y asztrocita modell sejteken L-szerin hatasdara. A
D-szerin koncentrdciot mind intra, mind extracellularisan meghataroztuk. A letapadt SH-SY5Y
sejteket 24 oran keresztiil kezeltiik 100 uM D-szerint tartalmazo tapoldattal. A sejtek mosasat
és szuszpendalasat kovetoen 300 uM L-szerint alkalmaztunk 30 percen keresztiil. Az adatokat
datlag + SEM formaban mutatjuk be (n > 3).

4.3 A asztrocita jellegii D-szerin transzport befolyasolasa SH-SY5Y sejteken

4.3.1 Az S-ketamin akut hatasa a D-szerin felvételre

A tovabbiakban olyan molekula tesztelését végeztiik el, amely irodalmi adatok alapjan
befolyasolhatja az asztrocita sejtekre jellemz6 D-szerin transzportot. A ketamin rendelkezik egy
kiralis szénatommal, igy racém elegyében megtalalhatdo az R- és S-ketamin enantiomer is.
Korabban in vitro kisérletek alapjan az S-ketaminnal torténd akut kezelés D-szerin transzportot
gatld hatasarol szamoltak be, és a gatlast az ASCT-2 transzporterhez kototték (65). Az altalunk
végzett kisérletben a 25 uM D-szerin mellett névekvo koncentracioban alkalmazott S-ketamin
azonban nem okozott szignifikans valtozast a D-szerin felvételben az SH-SYS5Y sejteken (15.

abra).
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15. dabra: Az S-ketamin kézvetlen hatisa az SH-SYS5Y asztrocita modell sejtek D-szerin
felvételére. A SH-SYS5Y sejteket 25 uM D-szerinnel kezeltiik 15 percig, kiilonbozé

e 7.

az intracelluldris D-szerin mennyiséget. Az S-ketamin hidanyaban mért D-Szerin koncentrdciot
tekintettiik 100%-nak a kalkulacio soran. Az adatokat atlag + SEM formaban mutatjuk be (n >
3).

4.3.2 A hosszan tarté S-ketamin elokezelés hatasa a D-szerin felvételre

A kompetitiv gatlas lehet6sége mellett vizsgaltuk a 72 o6ras S-ketamin el6kezelés D-szerin
felvételt befolydsolo hatasat is. Az SH-SYSY sejteket 72 6rdig inkubaltuk 25, vagy 50 uM S-
ketaminnal, illetve S-ketamin nélkiil, majd az inkubacios médium eltavolitasa utan 300 és 1000
uM D-szerint alkalmaztunk 15 percig és az intracellularis D-szerin szinteket hataroztuk meg.
A hosszatava S-ketamin kezelés egyik koncentracio esetén sem csokkentette az életképességet
a kezelésben nem részesiilé kontroll csoporthoz képest (16. abra). A S-ketaminnal nem kezelt
kontroll csoporthoz viszonyitva sem a 25 sem az 50 uM-0s S-ketamin kezelés nem okozott

szignifikans valtozast fiiggetleniil az alkalmazott D-szerin koncentraciotdl (17. abra).
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16. abra: S-ketamin kezelés hatdsa az életképességre az SH-SY5Y asztrocita modell sejteken. A

cr e

tapoldattal kezeltiik 72 ordn keresztiil. Ezt kovetéen végeztiik el az SH-SY5Y sejtek reszazurin-
redukcion alapulo életképességi tesztjét. Az S-ketamin hianydaban mért életképességi értéket
tekintettiik 100%-nak a kalkuldcio sordn. Az adatokat atlag + SEM formaban mutatjuk be (n =
3).
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17. dabra: A kronikus S-ketamin kezelés hatdsa az SH-SYSY sejtek D-szerin transzportjara. A
letapadt SH-SY5Y sejteket 25 vagy 50 uM S-ketaminnal, illetve S-ketamin nélkiil tartottuk 72
D-szerint tartalmazo pufferben, 15 percig inkubaltuk. Statisztikai osszehasonlitasra kétmintas
t-probat alkalmaztunk. Az elemzést p<0,05 értéknél tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
Az adatokat atlag £ SEM formdaban mutatjuk be (n > 3).
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5. Megbeszélés

5.1 DAAO enzimgatlo fejlesztése

5.1.1 A 6-fluoro-1H-indazol-3-ol, masodik generacios DAAO enzimgatlé vegyiilet in
vitro tesztelt tulajdonsagai

A Természettudomanyi Kutatokozpont Szerves Kémia Intézet 1H-indazol-3-ol alapszerkezetii
potencialis DAAO gatloszerek fejlesztése kutatasi projektjébe kapcsolodtunk be. Ez a szerkezet
karboxilcsoportot, amely az e¢lsé generacidban jelen van, egy bioszterikus csoporttal
helyettesitik, mikdzben a kondenzalt kettds gylirti szerkezet megmarad. A masodik generacid
képviseldirdl elmondhatd, hogy DAAO enzim irdnti affinitdsuk jobb, Osszehasonlitva a
karboxilcsoportot tartalmazo vegyiiletekkel. Az alapvaz megfelelé pozicidban torténd
szubsztitudldsa tovabbi ndvekedést eredményez a vegyiiletek gatlo hatasdban. A megfeleld
pozicié mellett a szubsztituens megfeleld méretét is szdmitasba kell venni, hiszen az alapvaz
valamely kis molekulaval (F, Cl) torténd szubsztitudlasa megnoveli a gatlo hatast, mig egy
nagyobb csoport szubsztiticidja lecsokkenti a gatloszer affinitdsat. Ezzel Osszefliggésben,
tobbek kozott a fluoro-szubsztitualt 1l-es vegyiilet (6-fluoro-1H-indazol-3-ol) kertilt
kivalasztasra tovabbi tesztelés céljabol (186). A vegyiilet deprotonalhatonak mutatkozott,
nagysagrendileg 50%-o0s toltott mikrorészecske arannyal pH = 8,0 esetén. Ez a tulajdonsag
altalanosnak tekinthetd a masodik generacios gatloszerek korében (Osszefoglalva: (187)),
amelynek oka, hogy a DAAO enzim k&t6helyére jellemzo, hogy enyhén bazikus koriilmények
kozott a molekuldn megjelend toltés segiti a molekula-enzim kdlcsonhatéds kialakuldsat. A
DAAO enzim gatlasi képességet vizsgalo D-kinurenin tesztben az in vivo vizsgalatra
kivalasztott 1-es vegyiilet esetében 123 nM IC50 értek volt mérhetd. Egy hasonld kutatasban a
benzo[d]izoxazol-3-ol alapvaz fejlesztését végezték el, melynek soran a 6-kloro-szubsztitualt
szarmazék (6-klorobenzo[d]izoxazol-3-ol, CBIO) bizonyult a leghatékonyabbnak. Az
ugyancsak masodik generacios vegylilet ICsg értéke 188 nM-nak adodott (188). Az utdbbi
idoben a CBIO molekulat referencia DAAO enzim gatlo vegyiiletként tartjdk szamon. Az
abszorpcids képesség vizsgalatara alkalmazott Parallel Mesterséges Membran (PAMPA)
teszten a l-es vegyiilet megfeleldonek mondhatd kozepes permeabilitdst mutatott.
Osszehasonlitasként a CBIO vegyiilet magas permeabilitdssal rendelkezett Caco-2 és MDR-
I/MDCK sejteken végzett vizsgalatokban (188). Az 1-es vegyiilet metabolikus szempontbol

stabilnak tekinthetdé az egér, illetve emberi mikroszoman és hepatocitdn végzett kisérletek
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alapjan. A metabolikus stabilitds nagyon fontos tulajdonsag a felhasznalhatdsag és az €16

szervezetben kialakul6 végsd hatds szempontjabol.

4. tablazat: A Megbeszélés részben emlitett DAAO gatlo vegyiiletek megnevezése

Név Elnevezés

6-fluoro-1H-indazol-3-ol 1-es vegyiilet
4,6-difluoro-1-hidroxi-1,3-dihidro-2H-
benzol[d]imidazol-2-on
5-kloro-6-fluoro-3-hidroxi-1,8-naftiridin-
2(1H)-on
6-klorobenzo[d]izoxazol-3-ol CBIO

2-es vegyiilet

3-as vegyiilet

5.1.2 A 6-fluoro-1H-indazol-3-ol, DAAO enzimgatlé vegyiilet in vivo vizsgalata

Az intézetiinkben végzett in vivo kisérlethez az 1-es vegyiilet (6-fluoro-1H-indazol-3-ol) kertilt
kivéalasztasra megfeleld gatlé potencialja, idedlis becsiilt biohasznosuldsa és metabolikus
stabilitasa alapjan. Az 1l-es vegyiilet egyszeri, D-szerinnel torténé egylittes adagolasa
szignifikans D-szerin szint emelkedést okozott az egerek plazmajaban. A kiilonbség 10 perc
elteltével 33%-nak, 60 perc utan 27%-nak adodott, majd 120 percnél mar nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség. Kordbban egy Ujonnan fejlesztett, ugyancsak 2. generaciés DAAO
gatlo  vegyiiletet, a 4,6-difluoro-1-hidroxi-1,3-dihidro-2H-benzol[d]imidazol-2-on  (2-es
vegylilet) vizsgaltak Berry és mtsai in vivo koriilmények kozott. A kisérlet soran a gatloszert
D-szerinnel egyiitt oralisan adagoltak egereknek 30 mg/kg dozisban, mindkét komponens
tekintetében. A DAAO gatloszer kezelés csak enyhe és rovid ideig tarto D-szerin szint
emelkedést okozott, 6sszehasonlitva a gatloszerrel nem kezelt csoporttal (189). Elvégezték a 2-
es vegylilet metabolikus stabilitasat vizsgalo kisérletet egér plazméban és m4j mikroszéman,
amelybdl kidertilt, hogy ez a vegyiilet a fazis II. soran gliikkuronidaloédik a majban, és a kialakulod
metabolit nem rendelkezik farmakologiai aktivitassal (189). Egereken végeztek kisérleteket a
5-kloro-6-fluoro-3-hidroxi-1,8-naftiridin-2(1H)-on (3-as vegyiilet) 2. generacios gatloszerrel,
amelyet subcutan, 10 mg/kg dozisban adagoltak az allatoknak. A cerebellaris D-szerin szint
szignifikdnsan megemelkedett, mellyel egyiitt a gatloszer szabad agyi szintje is nétt €s a DAAO
enzim gatlas ICso értékéhez képest haromszor nagyobb koncentraciot ért el (190). A CBIO
vegylilettel patkanyokon végeztek in vivo vizsgalatot. Oralis egyiitt adagolasa D-szerinnel,

emelkedett plazma D-szerin koncentraciot eredményezett (188). Ezzel egyidejilleg az
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extracellularis D-szerin szint is megemelkedett egerek frontalis kortexében, illetve a dizocilpin-
indukalta eldingerléses gatlas (PPI) hianya is csokkent a CBIO kezelés hatasara (191).
Ellentmondasos eredmény, hogy az intravénasan adagolt CBIO és oralis D-szerin bevitel nem
folyamatosan, allando koncentracioban volt megtalalhato az allatok vérében (155). Az altalunk
vizsgalt 1-es vegyiilet a kordbban leirt masodik generacios DAAO gatlokhoz hasonlo,
megfeleld D-szerin koncentracié emelkedést okozott egerek plazmajaban. Terdpias hatasanak
vizsgalatahoz tovabbi preklinikai kisérletek elvégzése sziikséges, amelyekben az agyi D-szerin

szint valtozasa mellett skizofrénia modellen a tiinetekre gyakorolt hatdsa is vizsgalatra kertil.

5.2 A D-szerin transzport vizsgalata

5.2.1 Az SH-SYS5Y és az asztrocita sejtek D-szerin felvételének karakterizalasa

Az SH-SYS5Y neuroblasztoma sejtek képesek a D-szerin felvételére. A ndvekvd inkubacios 1dé
¢s a novekvo D-szerin koncentracid alkalmazasa soran kapott eredmények alapjan, egy ido- és
koncentraciofiiggd D-szerin felvétel figyelheté meg az SH-SY5Y sejtvonalon. A sejtek mind a
gorbét eredményezett. A 200 uM extracellularisan alkalmazott D-szerin mar 30 perc elteltével
az intracellularis D-szerin koncentracio telitését eredményezte, mig a 25 és 50 uM-os kezelés
soran csak 120 perc inkubacidt kovetden értiikk el a platdo fazis kezdetét. Az SH-SY5Y
sejtvonalon megvalosulo D-szerin felvétel tulajdonsagai egy specifikus, karrier-medialt

transzportra engednek kovetkeztetni.

5.2.1.1 Az SH-SY5Y és asztrocita sejtek D-szerin felvételének Na*-fiiggése

A natrium-ionok kolin-ionokkal torténé helyettesitése a vizsgalati pufferben nagymértéki
csokkenést eredményezett a D-szerin felvételben mind a SH-SYS5Y sejtvonalon, mind az
asztrocita kultaran. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a D-szerin felvétel mindkét sejttipusban
dontéen Na*-fliggbnek tekintheté. Az SH-SY5Y és asztrocita sejteken tehat az ASCT-1 és
ASCT-2 transzporterek mikddése valdszintlsithetd, amely transzportereket mar korabban
kimutattak glia sejteken. Asztrocita, illetve asztrocita tulajdonsagokkal rendelkezé sejteken
végzett korabbi vizsgalatokbol hasonld eredmények szdrmaznak. Riberio és mtsai patkany
asztrocita kultiran vizsgaltdk a D-szerin felvételt. A folyamat nagymértékben Na'-fiiggének

bizonyult (79). Patkany hippokampalis asztrocita kultiran mind a D-szerin, mind az L-szerin

56



DOI:10.14753/SE.2021.2543

felvétele kifejezettebb volt Na* jelenlétében (64). A Miiller sejtek a gerincesek retinajaban
talalhatoak és a glia sejtek egy specialis tipusat képezik. Miiller sejtvonal és egér Miiller sejtek
D-szerin felvétele ugyancsak Na*-fliggének bizonyult 1:1 Na":D-szerin sztdchiometridval (63).
A patkdny asztrocitoma eredetli, C6 glioma sejteken kordbban az L-glutamin felvételérdl
mutattak ki, hogy Na*-fliggd (192). Az SH-SY5Y sejtvonal az SK-N-SH sejtvonal harmadik
szubklonozéasdnak eredménye. Ez utdbbi “sziildi” neuroblasztdma sejtvonalon korabban
dontéen Na'-fliggd L-glutamin felvételt azonositottak, melynek hatterében az ASCT-1 és
ASCT-2 transzportereket valoszintisitették (193). A Na*-ot nem tartalmazo vizsgalati pufferben
erésen csokkent, de mérheté maradt a D-szerin felvétel. A folyamat telitési gorbével volt
jellemezhetd, Osszehasonlitva a linearis illesztési sémaval. A fentebb emlitett asztrocita
kultaran (64, 79) és a Miiller sejteken (63) végzett kisérletek hasonld eredményekkel zarultak.
A folyamat hatterében kiilonboz6 nem specifikus transzport folyamatok, a Na*-fliggé ASCT-1
¢s ASCT-2-mediélta “maradék” transzport feltételezhetd. Az asc-1 transzporter elsésorban a
neuronokon fordul eld a kozponti idegrendszerben, funkcionalis vizsgalatokat pedig
szinaptoszomakban végeztek (54, 56). Az ex vivo vizsgalati modszerre azért van sziikség a
transzporter mitkodésének tanulmanyozasa soran, mert in vitro koriilmények kozott csokken a
4F2 nehéz lanc mennyisége, amely sziikséges az asc-1 transzporter mitkodéséhez (49, 54). Ezek
alapjan a Na*-fiiggetlen asc-1 transzporter szerepét kizarhatjuk az SH-SY5Y sejteken, a Na*-

mentes kozegben tapasztalt D-szerin felvétel folyamatabol.

5.2.1.2 Az SH-SYSY és asztrocita sejtek D-szerin felvételének kinetikai jellemzése és
osszehasonlitasa
A D-szerin felvétel, mindkét sejttipus esetében jol jellemezhetének bizonyult Michaelis-
Menten kinetikaval. A szamitott kinetikai paraméterek, a Km és a Vmax értékek nem mutattak
szignifikans kiilonbséget az SH-SYSY ¢és az asztrocita sejtek kozott. Az SH-SYSY sejtek
esetében a Km érték 2025 pM, az asztrocita sejteknél 2545 uM volt. Asztrocita kultaran végzett
korabbi kisérletek soran a kovetkez6 Km értékeket hataroztak meg: 2480 pM (194), 2200 uM
(64), amelyek jo egyezést mutatnak az altalunk mért paraméterekkel, ugyanakkor alacsonyabb
(Km: 650 uM) érték is fellelhetd az irodalomban (79). Erdekesség, hogy Shao és mtsai
asztrocita sejteken végzett kisérletiik soran egy kétfazisu kinetikai gorbét kaptak, Kmi: 1600
uM és Kmz: 4500 uM értékkel. A két fazis kialakulasa alapjan két szaturalhato, alacsony
specificitassal rendelkezd transzporter milkodését valosziniisitették (56). Osszességében ezek

az eredmények megerdsitik, hogy az asztrocitakra és az SH-SY5Y sejtvonalra jellemz6 D-
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szerin transzport kinetikdja nem tér el szignifikansan, igy az SH-SYS5Y neuroblasztoma
sejtvonal alkalmas lehet az asztrocitdk D-szerin transzportja befolyéasolasi lehetdségének

vizsgalatara.

5.2.1.3 A D-szerin felvételért felelos transzporterek Western blot analizise SH-SY5Y
neuroblasztéoma sejtvonalon

A Western-blot analizis mind az ASCT-1, mind az ASCT-2 transzporter jelenlétét kimutatta az
SH-SYS5Y sejtvonalon. Az anti-huméan ASCT-1 antitest 52 kDa molekulatomegnél mutatott
immunreaktiv savot az SH-SY5Y sejtek vizsgalatakor, ami jo egyezést mutat az asztrocitaknal
leirt 55 kDa molekulatomeggel (77). A Western blot eredmények mellett az ASCT-1
transzporter asztrocita sejteken valo jelenlétét RT-PCR meghatarozasok tamasztjak ala (63, 77).
Az SH-SY5Y sejteken az anti-human ASCT-2 antitest 66 kDa-nal mutatott immunreaktiv
savot. Kortikalis asztrocita vizsgélatanal 53 kDa molekulatomegnél jelentkezett az ASCT-2
immunreaktiv savja (56). Dun és mtsai a Miiller sejtek mellett szamos szovettipuson; tiidén,
agyszoveten, vesén és retinan is elvégezték az immunoblottolast, melynek soran az
immunreaktiv savok 38-45 kDa tartomanyba estek (63). A kiilonb6z6 szovet- és sejttipusok
kozotti kiilonbségek hatterében az eltéré mértéki glikozilaltsagi és foszforilaltsagi fok allhat
(195). Ezek mellet szamos RT-PCR eredmény erésiti meg az ASCT-2 transzporter asztrocita
lokalizaciojat (63, 77, 79). Osszességében tehat elmondhato, hogy az SH-SY5Y sejtvonalon
megtalalhatoak az asztrocitara jellemzé ASCT-1 és ASCT-2 transzportfehérjék. Ezt erdsiti meg
az is, hogy a mar korabban emlitett SK-N-SH neuroblasztoma sejtvonalon mind az ASCT-1,
mind az ASCT-2 transzporter RNS-ét kimutattak RT-PCR vizsgalattal (193).

5.2.1.4 A D-szerin felvétel gatlasa kiillonb6zé aminosavakkal az SH-SYSY és asztrocita
sejteken
Az L-alanin és L-treonin aminosavak az ASCT-1 és ASCT-2 transzporter szubsztratjai, igy a
D-szerin felvétel kompetitiv gatloszerei. Koncentraciofiiggd, a legmagasabb alkalmazott
koncentracié esetén kozel teljes D-szerin felvétel gatlast eredményeztek mind az SH-SYSY,
mind az asztrocita sejteken. Szdmos kutatocsoport gatolta az ASCT transzporter(ek) altal
medialt D-szerin felvételt L-alanin és L-treonin alkalmazasaval kiilonboz6 sejttipusokon (5.
tablazat). A tablazatbol kideriil, hogy az asztrocita sejtek D-szerin felvételében az ASCT-2

transzportert tartottak a leginkabb meghatarozonak (56, 79). Ennek a feltételezésnek az alapja
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egy korabbi vizsgalat eredménye, amelyben ASCT-1 transzportert expresszald HeLa sejteken
nem tapasztaltak D-szerin okozta gatlast az L-szerin felvételben, igy a D-szerint nem tekintették
a transzporter szubsztratjanak (80). Foster és mtsai mutattak ki, hogy az ASCT-2 transzporter
mellett az ASCT-1 transzporter is részt vesz a D-szerin felvételben asztrocita kultran,
megcafolva a korabbi felvetést (64). Az altalunk végzett vizsgalatban egylépcsGs gorbe
jellemezte leginkabb a gatlas karakterét mindkét aminosav esetében. Korabbi vizsgalatok soran,
az L-alanin és az L-treonin nem mutatott szelektivitast a két transzporter tekintetében, igy ezek
az aminosavak nem alkalmasak annak megallapitasara, hogy melyik vagy mindkét transzporter
részt vesz-e€ a D-szerin felvételben (64). A gatlasi gorbe alapjan szamolt ICsq értékek nem
kiilonboztek az SH-SYSY és asztrocita sejtek Osszehasonlitdsakor egyik aminosav esetében
sem. Ezek az eredmények alatdmasztjdk a hasonld D-szerin transzport jelenlétét a két

sejttipusban, igy az SH-SYS5Y sejtvonal asztrocita modellként valé alkalmazhatosagat.

Az asztrocitak és az SH-SY5Y sejtek esetében is az ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek
egylittesen vesznek részt a D-szerin transzportjaban. A két transzporter megkiilonboztetéséhez,
illetve a D-szerin felvételben betdltott szerepiik meghatarozasahoz nagy szelektivitasu gatloszer
alkalmazasa sziikség. A t-Pro szelektivebben gatolja az ASCT-1 transzportert. Ennek
megfelelden a t-Pro a D-szerin felvételének kétlépesds gatlasi gorbéjét eredményezte mind az
SH-SYS5Y sejteken, mind az asztrocita kultaran. Az els6 1épcso a szelektiven gatolt ASCT-1
transzporternek feleltethetd meg, aldtdmasztva hozzdjarulasat a D-szerin felvételhez mindkét
sejttipusban (68). A gatlas nagyobb affinitassal rendelkezd szakasza, amely az ASCT-1
transzporter miikodéséhez kothetd, nagysagrendileg 30%-at adta a teljes gatlasnak az SH-SY5Y
€s az asztrocita sejtekben egyarant. Korabbi vizsgalatokban asztrocita kultiran ugyancsak
kétlépcsos gatlast eredményezett a t-Pro, azonban a nagyobb affinitast, az ASCT-1 transzporter
miitkodéséhez kapcsolt szakasz a D-szerin felvétel 60%-aért volt felelds (64). Kisérleteinkben a
t-Pro gatlas els6 1épcsdjébol szamolt 1Cso értékek nem kiilonboztek szignifikdnsan a két
sejttipus Osszehasonlitasakor, ami ugyancsak alatamasztja az SH-SY5Y sejtvonal asztrocita
jellegét. Ezt tovabb erdsiti, hogy a kordbban publikalt asztrocita kultirdn mért, az elsd
1épcs6hoz tartozo ICsp érték (t-Pro 1Cse-1: 23,9 uM, (64)) j6 egyezést mutat az altalunk kalkulalt
paraméterekkel (3. tablazat). A magasabb koncentracidtartomanyban a t-Pro az ASCT-2
transzportert 1is gatolta, tehat csak részleges szelektivitassal rendelkezik az ASCT-1
transzporteren, amely tulajdonsagot asztrocita sejteken végzett kisérletbdl szarmazo irodalmi

adatok is aldtdmasztanak. Ugyanezen kutatdcsoport ASCT-2 transzportert expresszalo HEK
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sejteken is teljes gatlast ért el az L-szerin felvételben magas koncentracidban alkalmazott t-Pro

esetén (64).

Vizsgalatunkban az L-glutamin a D-szerin felvételének egylépcsés, koncentraciofiiggd gatlasat
eredményezte az SH-SYSY és az asztrocita sejteken egyarant. A legmagasabb alkalmazott
koncentracioban kozel teljes gatlds mutatkozott mindkét sejttipus esetében. Eredményeink
eltérnek egyes irodalmi adatokhoz képest. Foster és mtsai patkany asztrocita kultiran végzett
kisérletiikben, a kétlépcsds gatlasi modellt talaltdk preferaltnak az egylépcsos illesztéssel
szemben, amikor L-glutaminnal kezelték a sejteket (64). Az L-glutamin kismértéki
szelektivitast mutatott az ASCT-2 transzporteren, magasabb koncentracioban az ASCT-1
transzportert is teljesen gatolta. Ezt erésiti meg, hogy ASCT-1 transzportert expresszald
karmosbéka petesejten, magas koncentracidban alkalmazott L-glutamin (5mM) ugyancsak
szignifikansan csokkentette szubsztratjanak, az L-alaninnak a felvételét (68). A korabbi, teljes
ASCT-2 szelektivitasrol beszamolo eredményekkel (61, 185) ellentétben tehat csak relativ és
kismértékii szelektivitas allhat fenn. Az ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek egyiittes miikodése
esetén az L-glutamin egyes transzporterekhez kapcsolodd gatlasi paramétereinek
Az altalunk végzett kisérlet limitacidja, hogy a dinamikus szakaszon kevés mérési pont
talalhat6, azonban az SH-SY5Y és az asztrocita sejtek nagymértékben hasonld miikodését ezen

kisérlet is igazolja.

52.2 A SH-SY5Y asztrocita modell sejtek D-szerin transzportjanak tovabbi
karakterizalasa

Az eddigiekben Osszegzett eredmények alapjan, az SH-SYSY neuroblasztoma sejtvonal
alkalmas asztrocita modellként valo felhasznalasra. A sejtvonalon L-szerinnel torténd kezelést
végeztiink, hogy tovabb jellemezziik az SH-SYS5Y sejtek D-szerin felvételét. Az L-szerin
koncentraciofiiggd modon gatolta a D-szerin felvételt. A szdmolt ICso érték nem kiilonbozik
szignifikansan az SH-SY5Y sejteken mért, L-alanin okozta gatlasbol kalkulalt ICsp értéktdl (3.
tablazat). Az altalunk alkalmazott, a D-szerin transzportot gatld aminosavakkal végzett

vizsgalatokrol megjelent publikaciokat a 4. tabldzat mutatja be.
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5. tablazat: A kisérleteink soran alkalmazott, D-szerin transzportot gatlo aminosavak
szakirodalomban torténo megjelenése, és a vizsgalat részletei.

L- L- L- L- Feltételezett
: : : | t-Pro | Sejttipus
Szerin alanin | treonin | glutamin transzporter
Riberio
és mtsai ° ° ° ° - asztrocita ASCT-2
(79)
Shao és
mtsai ° ° ° ° - asztrocita ASCT-2
(56)
Foster
] ASCT-1 és
és mtsai ° ° ° ° ° asztrocita
ASCT-2
(64)
Dun és
mtsali ° ) - ° - Miiller sejt ASCT-2
(63)
Lee és
) ALS asc-1 és
mtsal ) ) - ° - )
sejtmodell ASCT-2
a77)

e — alkalmaztak az adott aminosavat a D-szerin transzport befolyasolasara

- —nem alkalmazték az adott aminosavat a D-szerin transzport befolyasolasara

Az ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek antiporter tulajdonsaggal rendelkeznek, tehat egy
aminosav felvételével parhuzamosan, egy aminosav leadasa is megtorténik. A folyamat fontos
szerepet tolthet be egyes aminosavak intra- ¢és extracellularis koncentraciojanak
szabalyozasaban a kozponti idegrendszerben. Vizsgaltuk az SH-SYS5Y sejtek antiporter
miikodését D-szerin preinkubaciot és L-szerin kezelést alkalmazva. A D-szerinnel feltoltott
sejtek  L-szerin  kezelése  idofiiggd  D-szerin  felszabadulast  eredményezett,
koncentraciovaltozasa intracellularisan és extracellularisan is kovetésre keriilt. Ezen eredmény
alatamasztja az ASCT-1 és ASCT-2 transzporter antiporter tulajdonsagat az SH-SYSY
sejteken. Ide kapcsolddik, hogy ASCT-1 transzportert expresszald karmosbéka petesejten, az

izotoppal jelzett D-szerin id6fiiggd felszabadulasat értek el L-alanin, illetve D-szerin
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kezeléssel. Az ASCT-2 transzportert expresszald sejteken az L-alanin, a D-szerin és az L-
glutamin is izotoppal jelzett D-szerin effluxot eredményezett (64). Patkany hippokampalis
asztrocitan az L-szerin €s a t-Pro kezelés is izotdppal jelzett L-szerin felszabaduléssal tarsult.
Ezen a sejttipuson az ASCT-1 és az ASCT-2 transzporeterek parhuzamos miikodését a

kutatocsoport mar korabban bizonyitotta (64).

A bevezetésben kifejtett szerin-kicserélddési modell alapjan az emberi szervezetben fiziologias
koriilmények kozott az asztrocita felveszi a szinaptikus aktivitast kovetden “megmaradt” D-
szerint és ezzel parhuzamosan L-szerint szabadit fel. A folyamat eredményeként az
extracellularis térben megjelend L-szerint a neuronok veszik fel, majd tovabb alakitjak (69, 82).
Riberio és mtsai a D-szerin okozta felszabadulast vizsgaltak asztrocita sejteken és az L-szerint
talaltak preferalt szubsztratnak. Figyelembe kell venni, hogy az intracellularis L-Szerin
mennyisége magasabb, mint mds aminosavaké, azonban a felszabadul6 frakcido mértéke is a
legnagyobbnak adddott, 5sszehasonlitva a tébbi aminosavval (79). Osszeségében az asztrocita
sejteken megvalosuld aminosav kicserélédés egy fontos szabalyozo6 folyamat, amellyel kevés
kutatas foglalkozik részletesen. Kisérletiink alapjan az SH-SYSY neuroblasztoma sejtvonal

alkalmas lehet az asztrocita sejtekre jellemz6 aminosav felszabadulas tanulmanyozasara.

5.3 Az S-ketamin akut és a vegyiilettel torténé hosszan tartéo elokezelés hatasanak
vizsgalata a D-szerin felvételre az SH-SY5Y sejteken
Placebokontrollalt klinikai vizsgalat bizonyitotta a ketamin gyorsan kialakulo és tartds
antidepresszans hatasat terapia-rezisztens betegeknél egyszeri, szub-anesztetikus dozisu
intravénas kezelést kovetden (196). A ketamin egy racém vegyiilet, amely azonos aranyban
tartalmazza az (R)-ketamin és az (S)-ketamin enantiomerpart. Az utobbi idében végzett, az
enantiomereket kiilon-kiilon vizsgalo kisérletek bebizonyitottak, hogy az (R)- és (S)-ketamin,
illetve ezen vegyiiletek metabolitjai eltéré hatassal (is) rendelkeznek (197). Az (S)-ketamin
enantiomerhez kapcsoljak a pszichotomimetikus hatast, a disszociativ hatast €és a
deperszonalizaciot, amely hatdsok a ketamin kezelés soran tapasztalt legfontosabb
mellékhatasok (198). A disszociativ hatas hatterében szamos folyamat feltételezett, ilyen
példaul a kozvetlen NMDA receptor gatlas. Az (S)-ketamin nagysagrendileg négyszeres
affinitassal rendelkezik az NMDA receptoron, 0sszehasonlitva az (R)-ketaminnnal (199). A
disszociativ hatashoz jarulhat hozza az (S)-ketamin feltételezett, ASCT-2 transzportert gatlo
hatasa (65). PC-12 pheochromocytoma sejteken, 1312N1 asztocitoma sejteken és neuron
kultiran végzett (S)-ketamin kezelés novelte az intracellularis D-szerin mennyiséget, mig az
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extracellularis koncentraciot csOkkentette. Ett6l részben eltérden az R-ketamin mind intra-,
mind extracellularisan csokkentette a D-szerin mennyiségét. Az ASCT-2 transzporter (S)-
ketamin altal okozott gatlasat tdmasztja ala, hogy az ASCT-2 szelektiv gatloszere, a benzil-D-
szerin, illetve az ASCT-2 transzporter génjének elnémitasa teljesen megegyez6 eredményt
mutatatott az (S)-ketamin kezeléssel. Emellett az (S)-ketamin és a benzil-D-szerin egyiittes
adagolasa additiv emelkedést eredményezett az intracellularis D-szerin koncentracioban (65).
Az (S)-ketamin kezelés ASCT-2 transzporter kompetitiv, nem-kompetitiv gatlo hatasat irtak le,
azonban a szerzOk hangsulyozzak, hogy a megnovekedett intracellularis D-szerin szint
kialakulasaban szerepet jatszhat a sejtekben nagyobb mennyiségben jelen 1évé SR enzim is
(65). Az altalunk végzett kisérlet soran vizsgaltuk az (S)-ketamin akut hatasat az SH-SY5Y
sejtvonal D-szerin felvételére. A legmagasabb alkalmazott (S)-ketamin koncentracié (100 uM)
sem okozott szignifikins csokkenést a D-szerin felvételben, kizarva a kompetitiv gatlés
lehetéségét. A 72 oras, 25 és 50 uM-0s (S)-ketamin elékezelést kovetd 300 és 1000 pM-o0s D-
szerin kezelésbdl szarmazd eredmények kozott sem mutatkozott kiilonbség, 6sszehasonlitva a
kontroll csoport eredményeivel. Az eltéré megfigyelés hatterében a kisérleti elrendezésekben
tapasztalhato kiilonbségek allhatnak. Singh és mtsai a PC-12 sejteket RPMI-1640 tapoldatban
(nagysagrendileg 300 uM L-szerint tartalmaz, D-szerint nem tartalmaz), a 1312N1 sejteket
DMEM tapoldatban (nagysagrendileg 400 uM L-szerint tartalmaz, D-szerint nem tartalmaz), a
primer neuron kultarat B-27 tapoldatban (a tapoldat L- és D-szerin mennyisége nem ismert)
tartottak  70%-0s konfluenciaszintig, majd (S)-ketaminnal, illetve a fentebb emlitett
vegyiiletekkel kezelték 36 oran keresztiil, D-szerin alkalmazasa nélkiil (65). Ez a kisérleti
elrendezés a fiziologids milidben megvaldsuld szabalyozast hivatott vizsgalni, mely sordn a
hosszutava hatdsok befolyasold szerepe is megjelenik az eredményekben. Ezzel szemben az
altalunk végzett akut kisérletben az (S)-ketamin kozvetlen befolyasold hatdsat vizsgaltuk a
hozz4adott D-szerin felvételi folyamatara SH-SYSY sejtvonalon, amely inkabb a szinaptikus
rés, asztrocita sejtek altali D-szerin “’klirensz” jelenségét modellezi. Vizsgalatunkban az (S)-
ketamin nem gatolta az ASCT-2 transzporter D-szerin felvételét sem kompetitiv, sem nem-
kompetitiv modon. Az 4ltalunk végzett 72 oréas eldkezelés, az (S)-ketamin hosszutava hatasat
vizsgalta a D-szerin felvételére. A vegyiilet az SH-SY5Y asztrocita sejtmodellen a D-szerin
transzportot nem befolyasolta, igy elmondhatd, hogy az ASCT-2 transzporter gatlasa
feltételezhetéen nem jarul hozza a (S)-ketaminhoz tarsitott disszociativ mellékhatés
kialakulasahoz. Ezt egésziti ki, hogy az (S)-ketamin aktiv metabolitja, az (2S, 6S)-
hidroxinorketamin sem befolyéasolta az ASCT-2 transzporteren jatszodd D-szerin szallitast
(200).
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6. Kovetkeztetések

A jelen munka soran célul tiiztiik ki a D-szerin mennyiségének in vivo és in vitro koriillmények

kozott torténd vizsgalatat, illetve annak befolyasoldsi lehetdségeinek tanulmanyozasat.

Elsdként egy ujonnan fejlesztett DAAO gatld vegyiilet egereken torténd tesztelését végeztik

el. Ezt kovetben célunk volt az SH-SY5Y sejtvonal D-szerin transzportjanak részletes

karakterizalasa, illetve az asztrocita sejtekkel vald OGsszehasonlitasa annak megallapitasara,

hogy a sejtvonal alkalmas-¢ az asztrocitak D-szerin transzportjanak modellezésére. Végiil az

S-ketamin D-szerin transzportot befolyasold farmakoldgiai hatasat vizsgaltuk meg.

Az eclozetes vizsgalatok alapjan a 6-fluoro-1H-indazol-3-ol vegyiilet Kkeriilt
kivalasztasra, hogy in vivo koriilmények kozott teszteljiik. Célunk volt az egerek plazma
D-szerin szintjében bekovetkezo valtozas vizsgalata a DAAO gatld vegyiilet és D-szerin
egyiittes kezelés hatasara. A kisérletiink eredménye alapjan a 6-fluoro-1H-indazol-3-ol
hatéséara szignifikansan megemelkedett az allatok plazma D-szerin koncentracidja. A
hatas a kezelést kovetéen mar a 10. percben kialakult és a 60. percben is megtartott volt.

Eredményeink a 6-fluoro-1H-indazol-3-ol in vivo DAAO gatl6 hatasat igazoljak.

Kisérleteinkben igazoltuk, hogy az SH-SYS5Y humén neuroblasztéma sejtvonal alkalmas a D-

szerin transzport vizsgalatara. A folyamatot az asztrocita sejteken tapasztalhato D-szerin

transzporttal hasonlitottuk 0ssze és megéllapitottuk, hogy:

az SH-SYS5Y sejtvonalon dontéen Na'-fliggd D-szerin transzport jatszodik le,
hasonloan az asztrocita sejteknél tapasztaltakhoz. Az asztrocita sejtekre jellemzo,
Na*-fliggd, D-szerin szallitisban résztvevd transzporterek az ASCT-1 és az ASCT-2.
Ezek miikodését igazolta a D-szerin felvétel kinetikai vizsgélata mind az SH-SY5Y
sejtvonalon, mind az asztrocita sejteken, amelyet a fehérjék Western blot modszerrel
torténd Kimutatasa is megerésitett az SH-SY5Y sejtvonalon.

A D-szerin felvétel t-Pro 4ltal okozott kétlépcsds gatlasa mind a két sejttipusban arra
utal, hogy az ASCT-1 és ASCT-2 is részt vesz a D-szerin szallitasaban.
Kisérleteinkben az L-glutamin nem bizonyult az ASCT-2 transzporter preferalt
szubsztratjanak sem az SH-SY5Y, sem az asztrocita sejteken.

Az altalunk vizsgalt valamennyi ASCT szubsztrat aminosav (L-alanin, L-treonin, t-Pro,
L-glutamin) azonos karakterii gatlast eredményezett mind az SH-SYS5Y, mind az

asztrocita sejteken. A kisérletek soran szamolt 1Csp értékek nem kiilonboztek egymastol
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a két sejttipus Osszehasonlitasakor. Ezek az eredmények az SH-SY5Y sejtvonal

asztrocita modellként valé felhasznalhatosagat tamasztjak ala.

Az SH-SY5Y asztocita sejtmodell tovabbi karakterizalast L-szerinnel végzett kisérletekkel

végeztik el.

— Az L-szerin az L-alaninnal azonos, koncentraciofiiggd, kozel teljes gatlast
eredményezett az SH-SY5Y sejtvonalon. A L-szerin kezelés hatasara felszabadulo
D-szerin megerdsiti, hogy az SH-SY5Y sejtvonalon funkcionalé ASCT-1 és ASCT-2
cseretranszporterek, melyek szerepet jatszanak az aminosavak felvétele mellett az

aminosavak felszabaditasaban is.

Az S-ketamin D-szerin felvételre gyakorolt hatasat az SH-SY5Y asztrocita sejtmodellen
teszteltiik.

— Az S-ketamin nem befolyasolja az asztrocita jellegli D-szerin transzportot az SH-SY5Y

sejtvonalon sem akutan, sem hosszan tart6 el6kezelést kvetden.

A D-szerin extracellularis mennyiségének befolyasolasa igéretes lehet szamos kozponti
idegrendszeri megbetegedés kapcsan. A téma leginkabb vizsgalt teriilete a DAAO enzim

gatlé vegyiiletek, azonban az igazi klinikai attorésiik még varat magara.

A masik tamadasi pont a D-szerin transzport lehet, melyben fontos szerepet jatszanak az
asztrocita sejtek a kozponti idegrendszerben. Eredményeink alapjan az SH-SY5Y
neuroblasztoma sejtvonal alkalmas asztrocita modell, amely egy egyszertien alkalmazhato,
gyors és robosztus munkafolyamatot biztosit az asztrocita jellegli D-Szerin transzport

befolyasolhatosaganak tanulméanyozésara, allatok feldldozasa nélkiil.
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7. Osszefoglalas

A D-szerin az NMDA receptoron ko-agonista tulajdonsaggal rendelkezik. A megvaltozott
D-szerin koncentracidt szamos kdzponti idegrendszeri megbetegedésben leirtak. A kdzponti
idegrendszeri D-szerin homeosztazis befolyasolasi lehetdségei koziil a legintenzivebben a
DAAO enzim gatlasat kutattdk, azonban az utobbi idoben a D-szerin transzport esetleges
befolyasolasa is el6térbe keriilt. A kdzponti idegrendszerben a D-szerin transzportjaban jelentds

szerepet jatszanak az asztrocita sejtek.

Kisérleteink soran bizonyitottuk az ujonnan fejlesztett 6-fluoro-1H-indazol-3-ol vegyiilet
DAAO enzim gatldo hatasat in vivo. A D-szerinnel egyiitt adagolt vegyiilet szignifikansan
kapod csoporttal. Az eldzetes eredmények biztatonak tekintheték, tovabbi vizsgalatok

szlikségesek.

Az SH-SY5Y human neuroblasztoma sejtvonal és asztrocita sejtek dontéen Na*-fliggd D-szerin
transzporttal rendelkeznek. A D-szerin felvétel kinetikai paraméterei jo egyezést mutatnak a két
sejttipuson. Az asztrocita sejtekre jellemzd, Na'-fliggé ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek
megtalalhatébak az SH-SYSY sejteken az altalunk végzett Western blot analizis alapjan. A
transzporterek preferalt szubsztratjaival végzett kisérleteink alapjan az ASCT-1 és ASCT-2 is
hozzajarul a D-szerin transzportjdhoz. A transzporter szubsztrat aminosavak azonos karakterti
gatlast eredményeztek a D-szerin felvételben a két sejttipus esetében. Az eredmények alapjan
kijelenthetd, hogy az SH SY5Y neuroblasztoma sejtvonal alkalmas asztrocita modellnek

tekinthetd a D-szerin transzport vizsgalatara.

Az SH-SY5Y sejteken az L-szerin kezelés D-szerin felszabadulast eredményezett, ezzel

igazolva a transzporterek csere-transzporterként valé miikodését.

Az S-ketamin a D-szerin felvételét rovid és hosszatava kezelés soran sem befolyasolta az SH-
SY5Y sejteken, igy a korabban feltételezett disszociativ mellékhatasa hatterében egyéb
folyamatok feltételezhetdek.

Osszességében elmondhatd, hogy az SH-SYS5Y neuroblasztéma sejtvonal egy konnyen
alkalmazhatd, egyszerli munkafolyamatot biztositd asztrocita modellnek tekinthetd, amely
megfeleld eszkoze lehet vegyiiletek D-szerin transzportot befolyasold hatasdnak gyors

vizsgélatara.
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8. Summary

D-serine acts as a co-agonist on the NMDA receptor. Altered D-serine concentrations have been
observed in numerous central nervous system diseases. There are some alternative ways to
regulate the D-serine homeostasis in the central nervous system. Supposably the inhibition of
the DAAO enzyme is most intensively investigated, however, alteration of D serine transport
has also gained importance recently. In the central nervous system astrocytes play a relevant
role in the transport of D-serine.

In our experiments, we demonstrated the DAAO enzyme inhibitory activity of the recently
developed 6-fluoro-1H-indazol-3-ol molecule in vivo. The compound co-administered with D-
serine significantly increased the plasma D-serine concentration in mice compared to the group
not receiving the DAAO inhibitor. Preliminary results are encouraging, although further studies

are needed.

The SH-SY5Y human neuroblastoma cell line and astrocyte cells have predominantly Na*-
dependent D-serine transport. The kinetic parameters of D-serine uptake are comparable in the
two cell types. Na*-dependent ASCT-1 and ASCT-2 transporters characteristic of astrocytes
are found on SH-SY5Y cells according to our Western blot analysis. Based on our experiments
with the known amino acid substrates of these transporters, both ASCT-1 and ASCT-2
contribute to D-serine transport. The transporter substrate amino acids resulted in inhibition of
D-serine uptake of the same character in the two cell types. According to the results we can
assume that the SH-SY5Y neuroblastoma cell line can be considered as a suitable astrocyte
model to study D-serine transport.

On SH-SY5Y cells, L-serine treatment resulted in D-serine release, also confirming the
exchange function of the transporters.

S-ketamine did not affect D-serine uptake on SH-SY5Y cells during either short- or long-term
treatment, suggesting other underlying mechanisms to be responsible for its previously
suspected dissociative side effect.

Overall, the SH-SY5Y neuroblastoma cell line can be considered as an easy-to-use, simple
astrocyte model that may be a suitable tool for the rapid screening of the effect of drugs on D-

serine transport.
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11. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Szoké Eva professzor asszonynak, aki
rengeteg segitséget nyujtott a kisérletek tervezésében, az eredmények értékelésében, a
publikacié sordan és a disszertacid megirasanal egyarant. Kiilon készonom a Tanarné

tamogatasat €s batoritasat a mindennapos k6z6s munka megsziinését kovetden is.

Koszonettel tartozom még Dr. Tabi Tamas egyetemi docens urnak, a Gyogyszerhatastani
Intézet igazgatdjanak, aki gyakorlati tandcsaival nagyban segitett a megfelelé tudomanyos

szemléletmodd kialakitasaban.

Tovabba koszonettel tartozom Dr. Bagdy Gyorgy professzor urnak, a Gyogyszerhatastani

Intézet korabbi igazgatdjanak, hogy az intézetben végzett kutatomunkamat lehetdvé tette.

Nagyon koszonom Dr. Bagaméry Fruzsina feleségemnek és kollégandmnek a sok segitséget,
amelyet az in vitro kisérletekben kaptam t6le, illetve a hatalmas lelki timogatast a disszertacio
megirasa soran. Koszonettel tartozom Dr. Lakatos Péter kollégamnak a tudomanyos munka

soran nyujtott gyakorlati segitségért, egyiittmikodésért.

Szeretnék koszonetet mondani a Gydgyszerhatastani Intézet tovabbi munkatarsainak a
segitségiikért és a folyamatos tamogatasukért. Koszonom, hogy munkamat szinvonalas

kornyezetben €s remek légkorben végezhettem.

Természetesen koszonettel tartozom még a csalddomnak, barataimnak, akik végig tamogattak

¢s batoritottak a tudomanyos munkam soran.

89



