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1. Bevezetés

A D-szerin ko-agonista tulajdonsaggal rendelkezik az N-metil-D-aszpartat (NMDA)
molekulara nyildo ionotrép glutamat receptoron, igy fontos szerepet jatszik a
neurotranszmisszidban. Az NMDA receptor szerepét szamos kozponti idegrendszeri
megbetegedésben azonositottdk. Ehhez kapcsolédoan a D-szerin megvaltozott
mennyiségét is dsszefliggésbe hoztak kiillonboz6 kdzponti idegrendszeri betegségekkel,

amelyet az 1. tdblazat foglal dssze.

1. tablazat: A D-szerin koncentraciokban talalt eltéerések kiilonbozo kézponti
idegrendszeri betegségekben

A D-szerin kozponti idegrendszeri

EEEE mennyiségében feltételezett valtozasok

ALS

Alzheimer-koér

Epilepszia

SzKkizofrénia

-«

Parkinson-koér

A fentebb emlitett betegségekben a D-szerin koncentraciot kiilonbézé biologia matrixokbol hataroztak
meg. ALS: gerincveld, Alzheimer-kor: cerebrospindlis folyadék, Szkizofrénia: plazma, Parkinson-kor:
cerebrospinadlis folyadék, epilepszia: cerebrospinalis folyadeék, kiilonbozé agyi teriiletek (dllatkisérlet)

A D-szerin koncentracidjanak szabalyozasaban a szerin-racemaz (SR) enzim, a
D-aminosav-oxidaz (DAAO) enzim és a kiilonb6z6 transzporterek jatszanak fontos
szerepet. A SR enzim elsésorban neuronokban fordul eld, és a legfontosabb funkcioja,
hogy L-szerinbdl D-szerint képez. Megvaltozott miikodését mutattak ki kiilonbozo
betegségekben, azonban gydgyszertamadaspontként vald alkalmazhatosagat kevés

kutatasban vizsgaltak.

A flavin-adenin-dinukleotid (FAD) kofaktorral miikodé6 DAAO enzim a D-szerin

metabolizmusaért felelés. Az enzim a kozponti idegrendszerben legnagyobb



mennyiségben az als6 agytorzsi szakaszon €s a cerebellum tertiletén mutathat6 ki. Szamos
DAAO enzim gatlo vegyiiletet fejlesztettek az utobbi idében, melyeket in vitro kisérletek
utan preklinikai vizsgalatokban teszteltek elsésorban szkizofrénia allatmodelleken. A
nagyszamu biztaté eredmény mellett hatastalansagrol is beszdmolnak az irodalomban.
Klinikai vizsgélatokban kizarélag a jol ismert, gyenge DAAO enzim gatlo6 tulajdonsaggal
rendelkezé natrium-benzoat keriilt kiprobalasra.  Ujabb molekuldk fejlesztése és

vizsgalata tovabbra is sziikségesnek latszik.

A kdzponti idegrendszerben a D-szerin membranokon keresztiili szallitasaban kiilonb6z6
transzporterek jatszanak fontos szerepet. Az alanin-Szerin-cisztein-1 (asc-1) transzporter
elsdsorban neuronokon talalhaté meg, Na*-fiiggetlen modon szallit, nagy affinitasu a
D-szerin irant és a legfontosabb funkcidja a D-szerin extracellularis térbe torténd

felszabaditasa a sejtbol.

A leginkabb asztrocita sejtekre jellemz6 alanin-Szerin-cisztein-treonin-1 és -2 (ASCT-1
és -2) transzporterek Na*-fliggd modon milkodnek, kis affinitdssal rendelkeznek a
D-szerinre és leginkabb a D-szerin felvételben és ezzel parhuzamosan az L-Szerin
felszabaditasban jatszanak fontos szerepet (antiporter tulajdonsag). Az ASCT-1 és
ASCT-2 transzporterek megkiilonboztetésére szelektiv, vagy preferdlt szubsztratok
alkalmazhatoak. A transz-4-hidroxi-L-prolin (t-Pro) az ASCT-1 transzporter preferalt
szubsztratjanak tekintehtd, azonban magasabb koncentraciétartomanyban az ASCT-2
transzportert is gatolja. Az L-glutamint és az L-aszparagint az ASCT-2 preferalt

szubsztratjaként tartjak szamon.

Az utdbbi idében alkalmazzak a ketamint depresszioban szenveddk kezelésére, gyors
tiinetjavito hatasa miatt. A ketamin racém vegyiilet, R- és S-ketamin enantiomerek
alkotjak. Az S-ketamint teszik felel6ssé a ketamin terapia soran tapasztalt disszociativ
mellékhatasért, melynek hatterében a molekula ASCT-2 transzporterre szelektiv, kevert
kompetitiv, nem-kompetitiv gatldo hatasat valoszintsitik. Jelenleg a transzporterek
tulajdonsagainak megismerése, illetve az egyes vegyiiletek D-szerin transzportra Kifejtett
hatasanak gyors €s egyszerii vizsgalata a cél, melyet in vitro modellek segitségével

valésithatunk meg.



2. Célkitiizések

crer

befolyasolasi lehetdségeinek vizsgalatat, hiszen a D-szerin csokkent és emelkedett
mennyisége egyarant szerepet jatszik kiilonb6zd patologias folyamatokban. Célom volt
potencialis gyogyszertdmadaspontok megismerése ¢€s gyogyszerjelolt molekulak

tesztelésére alkalmas modell kidolgozasa.

— Az Ujonnan  fejlesztett ~ D-aminosav-oxiddz ~ (DAAO)  enzimgatlo
6-fluor-1H-indazol-3-ol hatasanak vizsgalata a D-szerin mennyiségének
valtozasara in vivo

— Az SH-SYS5Y human neuroblasztdma sejtvonal karakterizalasa, mint lehetséges
D-szerin transzport modell

— Az SH-SYS5Y humaéan neuroblasztoma sejtvonal és patkany asztrocita sejtkultura
D-szerin transzportjanak dsszehasonlitasa

— Az S-ketamin D-szerin transzportra gyakorolt hatdsanak vizsgalata az SH-SY5Y

sejtvonalon



3. Maoédszerek

3.1 A sejtkultura fenntartasahoz Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture
F-12, (DMEM/F12) tapoldatot, fotalis borji szérumot (FBS), stabilizalt glutamint és nem

esszencialis aminosav oldatokat alkalmaztunk.

A Western blot analizis soran Novex 4-12%-os poliakrilamid gélt hasznaltunk. Az
ASCT-1 és ASCT-2 primer antitestek a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) és a Cell
Signaling (Danvers, MA, USA) cégektdl szarmaztak. A mérés soran nyul antigén elleni

szekunder antitest keriilt felhasznélasra.

3.2 A 6-fluor-1H-indazol-3-ol DAAO enzim gatlo vegyiilet in vivo vizsgalatat him NMRI
egereken végeztiik. Csoportonként 5 allatot 30 mg/kg D-szerin mellett 30 mg/kg
6-fluor-1H-indazol-3-ol oldattal vagy vegyiiletet nem tartalmazé fizioldgias sooldattal
kezeltiink intraperitonealisan. A plazma D-szerin koncentraciét 10, 60 és 120 perc

elteltével hataroztuk meg.

Az allatokat a Semmelweis Egyetem Allatkisérletes FEtikai Bizottsaganak
jovahagyasaval, a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH, Budapest,
Magyarorszag) engedélyével (22.1/606/001/2010, 2010. februar 5.) és az Eurdpai Tanacs
kisérleti ¢és egyéb tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmére vonatkozd

rendelkezésének megfelelden kezeltiik (86/609/EEC).

3.3 A D-szerin biologiai mintabol torténd kvantitativ meghatdrozasat az intézetiinkben
korabban kifejlesztett és validalt kapillaris elektroforézis 1ézer indukalta fluoreszcencia
(CE-LIF) moédszerrel végeztiik. A szarmazékképzéshez a 4-fluor-7-nitrobenzofurazan
(NBD-F) fluoreszcens reagenst hasznaltuk, belsé standardként L-ciszteinsavat (2 uM)
alkalmaztunk, amit a szarmazékképzéshez hasznalt borat pufferhez (pH 8,5; 20 mM)
adtunk. A mintakat 20 percig melegitettik 65 °C-on a szarmazékképzési reakciohoz,

majd lehiitottiik. A mérésekig a mintdkat -20 °C-on taroltuk.



Az analitikai mérés P/ACE MDQ CE késziiléken tortént, melyhez Ar-ion lézer forrassal
rendelkezd LIF detektort kapcsoltunk. Az elvalasztast 75 pm belsdé atmérdji és 365 um
kiils6 atméréjii omlesztett szilika kapillarisban végeztiik, amelynek belsé feliiletén

linearis poliakrilamid boritéast alakitottunk ki.

3.4 A primer asztrocita sejtkultira készitéséhez az 1-3 napos Wistar-patkany kolykoket
alkalmaztunk. Az allatok kezelését a Semmelweis Egyetem Allatkisérletes Etikai
Bizottsaganak jovahagyasaval és a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH,
Budapest, Magyarorszag) engedélyével (22.1/606/001/2010, 2010. februar 5.) végeztiik.
A kisérletek soran minden tekintetben betartottuk az Eurdpai Tanacs kisérleti és egyéb
tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmére vonatkoz6 rendelkezését

(86/609/EEC). A konfluens allapot elérését kovetden az asztrocita sejteket feldolgoztuk.

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

cégtdl szereztiink be.

3.5 Az SH-SY5Y sejtekben az ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek expresszidjanak
vizsgélatdhoz Western blot analizist végeztliink. A mintakat 4-12% gradiens gélen
valasztottuk el. Az elektorforézist kovetden a fehérjéket PVDF membranra blottoltuk at.
A membranokat 1 pg/ml anti-ASCT-1, illetve 4 pg/ml anti-ASCT-2 primer antitestet
tartalmazd 5%-os sovany tejpor oldatban inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan keresztiil.
Maésnap a membranokat 1:1000-hez higitasban alkalmazott nyul antigén elleni szekunder
antitesttel konjugalt tormaperoxidazzal inkubaltuk szobahOmérsékleten egy oOran at. A
transzporter fehérjéket Tween 20-at tartalmazd TRIS-szel pufferelt sooldattal (TBST)
haromszor 10 percig tartd mosast kovetden kemilumineszcens technikaval, rontgenfilmen

tettiik lathatova Pierce ECL Western blot reagens alkalmazasaval.

3.6 A kisérlet napjan a sejteket a tripszines felvétel utan Tris-szel beallitott HEPES
pufferben (THB) szuszpendaltuk tgy, 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



€s 120 percen keresztiil 37 °C-on. Az inkubacié utdn a szuszpenziot jeges vizfliirdébe
helyeztiik, majd hiitve centrifugaltuk (630 g, 4 °C, 5 perc) és kétszer mostuk jéghideg
THB oldattal. A sejtpelleteket végiil 35 pL acetonitril:viz (2:1 V/V) elegyében
re-szuszpendaltuk ¢és a kicsapddott fehérjét centrifugalassal (3000 g, 4 °C, 20 min)

tavolitottuk el. A feliiluszot dsszegytijtottiik és felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

3.7 A Na'-fiiggetlen transzport vizsgalatdhoz a puffer oldat NaCl tartalmat kolin-
50 uM D-szerinnel inkubaltuk 0, 15, 30, 60 és 120 percen keresztiil 37 °C-on. Az

inkubéacios 1d6 lejarta utdn a mintékat a 3.6 fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

3.8 A D-szerin transzport kinetikdjanak tanulmanyozasahoz az 1 millié sejt/500 pL oldat
koncentracioji  sejtszuszpenziot kiillonboz6é koncentracidji  D-szerinnel kezeltiik
(0-10000 puM) és 15 percen keresztiil inkubaltuk 37 °C-on. Az inkubacids id6 lejarta utan

a mintdkat a 3.6 fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

3.9 A sejteket 25 uM D-szerinnel inkubaltuk kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott
L-alanin, L-treonin, L-glutamin, t-Pro vagy L-szerin aminosavakkal egyiitt a D-szerin
felvételét gatlo hatasuk vizsgélatara, 15 percen keresztiil 37 °C-on. Az inkubécids 1d6

lejarta utdn a mintakat a 3.6 fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

3.10 A letapadt SH-SY5Y sejteket 24 oran keresztiil inkubaltuk 100 uM D-szerin
tartalmu tapoldattal. A tdpoldat eltavolitasat kovetden, tripszines felvételt alkalmaztunk,
majd THB-ben szuszpendaltuk a sejteket ugy, hogy végiil 1 milli6é sejt/500 uL oldat
koncentraciot kapjunk. A sejteket 300 pM L-szerinnel kezeltiik 0, 5, 15 és 30 percen
keresztiil 37 °C-on. Az inkubécids id6 lejarta utan a mintakat a 3.6 fejezetben leirtak

szerint dolgoztuk fel.



3.11 A sejteket 25 uM D-szerinnel inkubaltuk kiilonb6z6é 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 utan a mintakat a 3.6 fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

3.12 A letapadt SH-SYS5Y sejteket 0, 25 és 50 uM S-ketaminnal inkubaltuk 72 6ran
keresztiil. Az inkubacido utan az S-ketamint eltavolitottuk, majd THB oldatban
szuszpendaltuk a sejteket tigy, hogy végiil 1 milli6 sejt/500 uL oldat dsszetételt kapjunk.
Ezt kovetden kiilonb6zé D-szerin koncentraciot alkalmazva (300 és 1000 uM), 15 percen
keresztiil 37 °C-on inkubdltuk a sejteket. Az inkubdciods id6 lejarta utan a mintakat a 3.6

fejezetben leirtak szerint dolgoztuk fel.

3.13 Az eredményeinket atlag + atlag standard hibaja (SEM) formaban adtuk meg
minimum hdrom parhuzamos mérés értékei alapjan. A statisztikai kiillonbségek
elemzésére kétmintds t-probat, vagy egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA)
alkalmaztunk, majd a kiilonb6z6 adatok Osszehasonlitdsara Dunnett post-hoc tesztet
hasznaltunk. A kiillonbozd gorbeillesztések, illetve az illesztések alapjan széamolt
paraméterek Osszehasonlitdsdra F-probat alkalmaztunk, amelybdl meghatéroztuk a p
értéket. Az értékeléseknél a kiilonbséget akkor tekintettiink statisztikailag
szignifikansnak, ha p < 0,05 értéknek adodott.



4. Eredmények

4.1 A Természettudomanyi Kutatokézpont Szerves Kémia Intézetének DAAO gatld
vegyiiletek fejlesztési projektjébe kapcsolédtunk be. Az eldzetes kisérletek alapjan a
6-fluor-1H-indazol-3-o0l molekula keriilt kivalasztasra in vivo tesztelés céljabol, amely
kisérlet a Gyogyszerhatastani Intézetben valosult meg. A vizsgalat soran egerek D-szerin
vagy D-szerin és 6-fluor-1H-indazol-3-ol kezelését végeztiik intraperitoneélisan, majd a
plazma D-szerin szinteket hataroztuk meg CE-LIF modszerrel. A beadast kdvetd 10.
percben a csak D-szerin kezelésben részesiilo csoportban 13,81+1,20 uM D-szerin volt
mérhetd. A D-szerin DAAO gatld vegyiilettel egylitt torténd alkalmazasa 33%-0s,
szignifikans emelkedést okozott a D-szerin koncentracioban. A kezelés utan egy oraval a
D-szerin plazmakoncentracidja 11,11£1,69 uM volt a D-szerin kezelést onmagaban kapd
egerekben, melyet szignifikansan, 27%-kal, novelt a kezelés DAAO gatloszerel torténd

kiegészitése. Két ora elteltével a D-szerin szint visszatért a kontroll értékre (1. bra).
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1. dbra: A D-szerin koncentracioban mért kiilonbség a 6-fluor-1H-indazol-3-ol
vegyiilettel torténd kezelés hatdsdara egerek plazmajaban. Az egerek 30 mg/kg dozisu D-
szerin mellett izotonids sooldatot, vagy 30 mg/kg 6-fluor-1H-indazol-3-ol oldatot kaptak

erer

kéveto 10, 60, 120 percekben tortént. A D-szerin koncentracio kiilonbséget ugy kaptuk,
hogy a 6-fluor-1H-indazol-3-ol és D-szerin egyiittes kezelés esetén mért D-Szerin
koncentraciobol kivontuk a D-szerin és sooldat kezelés esetében mért értékeket.
Statisztikai 6sszehasonlitasra kétmintds t-probat alkalmaztunk, ahol a D-szerin és sooldat
kezelés eredményeit hasonlitottuk ossze a D-szerin és a 6-fluor-1H-indazol-3-o/ egyiittes
adagolasa esetén kapott értékekkel. Az elemzést p<0,05 értéknél tekintettiik statisztikailag
szignifikansnak. Az eredmények dtlag + SEM értékként keriiltek megadasra (10 perc,
n=5; 60 perc, n=4, 120 perc, n=5).

4.2 A DAAO enzimgatld vegyiilet hatasanak in vivo vizsgalatat kovetéen egy masik
lehetséges és kevésbé kutatott tamadasponttal kezdtiink foglalkozni, a D-Szerin

szallitasaban résztvevo transzporterekkel, in vitro koriilmények kozott.

Vizsgaltuk az SH-SYS5Y neuroblasztoma sejtvonal D-szerin felvételét kiilonbozo
koncentracioja D-szerin (25, 50 és 200 uM) illetve inkubacios id6 (0, 15, 30, 60 és 120
perc) alkalmazasa esetén. A novekvd D-szerin mennyiség nagyobb intracellularis
D-szerin koncentraciot eredményezett. Ezzel parhuzamosan a novekvd inkubécios id6 is
megndvekedett intracellularis D-szerin szintekkel tarsult, tehat egy koncentracid-, és

1dofiiggd transzportrol beszélhetiink. A 15 perces inkubaciés 1d6 mind a harom

10



alkalmazott koncentracié esetén a dinamikus szakaszba esett, igy a gatloszerek és a

kinetikai paraméterek vizsgalatakor ezt az inkubécios id6t alkalmaztuk.

4.3 Vizsgaltuk az SH-SYS5Y és asztrocita sejtek D-szerin felvételének Na'-fliggését. A
D-szerin szallitasban résztvevé neurondlis asc-1 transzporter Na*-fiiggetlen médon, mig
az asztrocita sejtekre jellemzé ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek Na'-fliggden
miikddnek. 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 dontéen Na*-fiiggd D-szerin felvétel
jellemzi az SH-SYSY sejtvonalat és az asztrocita kulturat egyarant. Ezek alapjan az
ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek mitkodése valosziniisitheté az SH-SY5Y sejtvonalon.
Ezt erdsiti meg, hogy Western blot analizissel igazoltuk a mindkét transzporter fehérje

jelenlétét az SH-SYSY sejteken.

4.4 Elvégeztik az SH-SYSY ¢és az asztrocita sejtek D-szerin felvételének kinetikai

crer

(0, 10, 30, 100, 300, 1000, 3000 és 10000 puM) 15 percig. A ndvekvé D-szerin
koncentraci6 emelkedd intracellularis D-szerin koncentraciot eredményezett mind az
SH-SYS5Y, mind az asztrocita sejteken. A felvételi gorbék a Michaelis-Menten kinetikat
kovették (2. abra). A szamolt kinetikai paraméterek, a Km és a Vmax értékek nem mutattak
szignifikans kiilonbséget a két sejttipus Osszehasonlitdsakor, amely eredmény alapjan

hasonlo affinitas €s kapacitas feltételezhetd az SH-SYSY €s az asztrocita sejteknél.

11
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2. abra: A D-szerin felvétel kinetikai jellemzése az SH-SY5Y és asztrocita sejtekben. Az
abran a D-szerin felvétel sebessége lathato SH-SYSY sejtekben és patkany kortikalis
asztrocita sejtekben. Kiilonbozé koncentracioban alkalmaztunk D-szerint (0-10 000 M)
Na‘*-tartalmi pufferben. Az adatokat dtlag + SEM formdban mutatjiuk be (n > 3). Az
illesztés sordan Michaelis-Menten gorbét hasznaltunk.

4.5 A D-szerin felvételét vizsgaltuk az ASCT-1 és ASCT-2 transzporterek szubsztratjai,
az L-alanin, illetve az L-treonin jelenlétében az SH-SYSY ¢és az asztrocita sejteken.
Mindkettd aminosav esetében koncentraciofiiggd és a legmagasabb alkalmazott
koncentraci6 esetén a D-szerin felvétel kozel teljes gatlasat tapasztaltuk mind az
SH-SY5Y, mind az asztrocita sejteken. Mivel két transzporter is szerepet jatszhat a szerin
felvételben, az egy ¢€s kétlépcsds gatlasi gorbe lehetdségét is megvizsgaltuk és a
statisztikai Osszehasonlitds soran minden vizsgalt esetben az egylépcsds illesztés
mutatkozott preferadlt modellnek. Az SH-SYSY sejteken, illetve az asztrocita kultaran
mért gatlasi eredményekbdl szarmazo 1Cso értékek ugyancsak nem mutattak statisztikai

kiilonbséget az L-alanin és az L-teronin tekintetében.

Az ASCT-1 szelektivitassal rendelkezé t-Pro szintén koncentraciofiiggden gatolta a

D-szerin felvételét mindkét sejttipus esetében (3. A abra). A gatlasi gérbére a kétlépcsos

12



modell megfeleldbb illesztésnek bizonyult mind az SH-SY5Y, mind az asztrocita
sejteken. A D-szerin felvételben koriilbeliil 30%-o0s csokkenés mutatkozott a nagyobb
affinitast  gatlasi szakaszon, amely az ASCT-1 transzporter kozremikodését
reprezentalhatja a D-szerin szallitdsaban. A nagyobb affinitasu gatlasi szakaszhoz tartozé
ICso értékek statisztikailag nem kiilonboztek az SH-SYSY ¢és asztrocita sejteken.
Magasabb koncentracioban alkalmazva a t-Pro mar gatolja az ASCT-2 transzportert is,
ezt mutatja a gatlasi géorbe masodik szakasza. A kisérleteinkben alkalmazott legnagyobb
t-Pro koncentracié sem okozott teljes gatlast a D-szerin felvételében. A masodik 1épcsé
eredményei alapjan szamolt ICso értékek azonban nagy hibaval terheltek, ezért nem volt

lehetséges az 6sszehasonlitasuk a két sejttipusban.

Az L-glutamin koncentraciofiiggd, kozel teljes gatlast eredményezett a D-Szerin
transzportban mindkét sejttipusban (3. B abra). Az L-glutamint az ASCT-2 transzporter
preferalt szubsztratjaként emlitik, azonban kisérletiinkben az egylépcs6 modell jellemezte
jobban a gatlas karakterisztikdjat az SH-SYSY ¢és asztrocita sejteken egyarant.
Kovetkezésképpen elmondhatdé, hogy az L-glutamin csak mérsékelt affinitasbeli
kiilonbséggel rendelkezik az ASCT-1 és ASCT-2 transzportereket illetden. A szamitott
ICs0 értékek nem kiilonboztek szignifikansan egymastol az SH-SYSY és asztrocita sejtek

Osszehasonlitasa soran.
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3. dbra: Az SH-SYSY és a patkany kortikalis asztrocita sejtekbe torténé D-Szerin
transzport gatldasa t-Pro és L-glutamin alkalmazasaval. A t-Pro kétlépcsds gatlasi gorbét
eredményezett mindkét sejttipusban (A). Egylépéses gatlasi gorbét figyeltiink meg L-
glutamin esetében az SH-SY5Y és az asztrocita sejteknél is (B). A gatloszer hianydban
mért intracellularis D-szerin koncentrdciot tekintettiik 100%-os felvételnek. Az adatokat
atlag + SEM formaban mutatjuk be (n > 3).

4.6 Az 6sszehasonlitd méréseket kovetden az SH-SYSY sejtek D-szerin transzportjanak
tovabbi karakterizalasat végeztiik el. Az irodalmi adatok alapjan az ASCT-1 és ASCT-2
transzporterek antiporter tulajdonsadggal rendelkeznek, tehat egy aminosav felvételekor
egy masik leaddsa is megtorténik parhuzamosan. A D-szerinnel eldzetes inkubalt
(feltoltott) SH-SYS5Y sejteken L-szerin hatasara idofiiggd D-szerin felszabadulés volt
mérhetd. Ezt az eredményt az intracellularis D-szerin csokkenése mellett a novekvo

extracellularis D-szerin mennyiség is alatimasztotta (4. abra).
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4. abra: A D-szerin felszabadulasa SH-SY5Y asztrocita modell sejteken L-szerin
hatasdra. A D-szerin koncentraciot mind intra-, mind extracelluldrisan meghataroztuk.
A letapadt SH-SYS5Y sejteket 24 ordan keresztiil kezeltiik 100 uM D-szerint tartalmazo
tapoldattal. A sejtek mosdsat és szuszpenddlasat kovetden 300 uM L-szerint alkalmaztunk
30 percen keresztiil. Az adatokat atlag + SEM formdban mutatjuk be (n > 3).

4.7 A tovabbiakban olyan molekula tesztelését végeztiik el, amely irodalmi adatok
alapjan befolyasolhatja az asztrocita sejtekre jellemz6 D-szerin transzportot. Korabban in
vitro kisérletek alapjan az S-ketaminnal torténd akut kezelés D-szerin transzportot gatlo
hatasarol szamoltak be, €s a gatlast az ASCT-2 transzporterhez kototték. Az altalunk
végzett kisérletben a 25 uM D-szerin mellett ndvekvd koncentracidban alkalmazott S-
ketamin azonban nem okozott szignifikans valtozast a D-szerin felvételben az SH-SY5Y

sejteken.

A kompetitiv gatlas lehetdsége mellett vizsgaltuk a 72 6ras S-ketamin elokezelés D-szerin
felvételt befolyasold hatasat is. Az SH-SYSY sejteket 72 ordig inkubaltuk 25, vagy 50
uM S-ketaminnal, illetve S-ketamin nélkiil, majd az inkubacidos médium eltavolitasa utan
300 és 1000 uM D-szerint alkalmaztunk 15 percig és az intracellularis D-szerin szinteket

hataroztuk meg. A S-ketaminnal nem kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva sem a 25
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sem az 50 uM-os S-ketamin kezelés nem okozott szignifikans valtozast fliggetleniil az

alkalmazott D-szerin koncentraciotol (5. abra).
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5. dbra: 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

7.

(300 és 1000 uM) D-szerint tartalmazo pufferben, 15 percig inkubadltuk. Az adatokat dtlag
+ SEM formdban mutatjuk be (n > 3).
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5. Kovetkeztetések

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

koriilmények kozott torténd vizsgalatat, befolyasolasi lehetéségeinek tanulméanyozasat.

Elsoként egy wjonnan fejlesztett DAAO gatld vegyiilet egereken torténd tesztelését

végeztiik el. Ezt kovetéen célunk volt az SH-SY5Y sejtvonal D-szerin transzportjanak

részletes karakterizalasa, illetve az asztrocita sejtekkel vald Osszehasonlitdsa annak

megallapitasara, hogy a sejtvonal alkalmas-e az asztrocitdk D-szerin transzportjanak

modellezésére. Végiil az S-ketamin D-szerin transzportot befolyasoldé farmakologiai

hatasat vizsgaltuk meg.

Az elbzetes vizsgalatok alapjan a 6-fluor-1H-indazol-3-ol vegyiilet kertiilt
kivalasztasra, hogy in vivo koriilmények kozott teszteljiik. Célunk volt az egerek
plazma D-szerin szintjében bekovetkezd valtozas vizsgalata a DAAO gatld
vegyiilet és D-szerin egyiittes kezelés hatdsara. A kisérletliink eredménye alapjan
a 6-fluor-1H-indazol-3-ol hatasara 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-fluor-1H-indazol-
3-ol in vivo DAAO gatlo hatasat igazoljak.

Kisérleteinkben igazoltuk, hogy az SH-SY5Y human neuroblasztoma sejtvonal alkalmas

a D-szerin transzport vizsgalatira. A folyamatot az asztrocita sejteken tapasztalhato

D-szerin transzporttal hasonlitottuk 6ssze és megallapitottuk, hogy:

az SH-SYS5Y sejtvonalon dontéen Na'-fliggé D-szerin transzport jatszodik le,
hasonldan az asztrocita sejteknél tapasztaltakhoz. Az asztrocita sejtekre jellemzd,
Na" figgd, D-szerin szallitasban résztvevé transzporterek az ASCT-1 és az
ASCT-2. Ezek miikodését igazolta a D-szerin felvétel kinetikai vizsgalata mind
az SH-SYS5Y sejtvonalon, mind az asztrocita sejteken, amelyet a fehérjék Western
blot modszerrel torténd kimutatasa is megerdsitett az SH-SY5Y sejtvonalon.

A D-szerin felvétel t-Pro altal 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.
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— Az altalunk vizsgalt valamennyi ASCT szubsztrat aminosav (L-alanin, L-treonin,
t-Pro, L-glutamin) azonos karakter(i gatlast eredményezett mind az SH-SY5Y,
mind az asztrocita sejteken. A kisérletek soran szamolt ICso értékek nem
kiilonboztek egymastol a két sejttipus Osszehasonlitdsakor. Ezek az eredmények
az SH-SYS5Y sejtvonal asztrocita modellként valo felhasznalhatosagat tamasztjak

ala.

Az SH-SYS5Y asztocita sejtmodell tovabbi karakterizalast L-szerinnel végzett

kisérletekkel végeztiik el.

— Az L-szerin D-szerin felszabadulast okoz az eldzetesen D-szerinnel inkubalt
sejtekbdl, ami megerdsiti, hogy az SH-SYSY sejtvonalon funkciondldo ASCT-1 és
ASCT-2 transzporterek rendelkeznek kicseréldédési funkcioval, igy szerepet

jatszanak az aminosavak felvétele mellett az aminosavak felszabaditasaban is.

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

teszteltik.

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

SH-SYSY sejtvonalon sem akutan, sem hosszan tarto eldkezelést kovetden.

A D-szerin extraellularis mennyiségének befolyasolasa igéretes lehet szamos kdzponti
idegrendszeri megbetegedés kapcsan. A téma leginkdbb vizsgalt teriilete a DAAO enzim

gatlo vegyiiletek, azonban a meggy6z6 Klinikai eredmények még varatnak magukra.

A masik tdmadasi 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 egyszeriien
alkalmazhato, gyors és robosztus munkafolyamatot biztosit az asztrocita jellegii D-szerin

transzport befolyasolhatosaganak tanulmanyozasara, allatok feldldozasa nélkiil.
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