Ciklodextrinek alkalmazasa gangliozidok kapillaris
elektroforézissel torténo elvalasztasara és a membran

gangliozid tartalmanak maédositasara
Doktori tézisek
Geda Orsolya

Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola

Semmelweis Egyetem

uuuuu

Témavezetd:  Dr. Szoké Eva, DSc, egyetemi tanar

Hivatalos biralok:

Dr. SzOcs Levente, PhD

Dr. Fejos Ida, PhD, egyetemi adjunktus

Komplex vizsga bizottsag elndke:

Dr. Antal Istvan, PhD, egyetemi tanar

Komplex vizsga bizottsag tagjai:

Dr. Németh Krisztina, PhD, tudomanyos fomunkatars

Dr. K6hidai Laszl6, CSc, egyetemi docens

Budapest
2022






1. Bevezetés
A gangliozidok a sejtmembranban taldlhato, szidlsav tartalmt glikoszfingolipidek,
melyek jelentds szereppel birnak szdmos jeldtviteli folyamatban. A megfigyelések
alapjan a gangliozidok a koleszterinben gazdag membran mikrodoménekben vagy mas
néven lipid raftokban akkumuléalodnak, ahol részt vesznek a kornyezé membranfehérjék

szabalyozasaban, illetve sejt-sejt kapcsolatok kialakitasaban.

A gangliozidok, bar a legtobb szdvettipusban megtalalhatok, a legnagyobb mennyiségben
az idegszovetben vannak jelen, ahol mind funkcionalis, mind strukturalis szempontbdl
jelentds szereppel birnak szamos kutatas szerint. Részt vesznek tobbek kozott a neuronok
folyamatokban. Emellett egyre t6bb bizonyiték van a lipid raftok, illetve a gangliozidok
neurotranszmisszidban betdltott szabalyozd szerepére is. Tovabba, az elmult évek
vizsgalatai alapjan tobb neurodegenerativ betegség, igy példaul az Alzheimer-kor és a
Parkinson-kor patomechanizmusaban is szerepet jatszhat a megvaltozott gangliozid

metabolizmus.

Szerkezetiiket tekintve a gangliozidok egy ceramid és egy oligoszacharid egységbol
épiilnek fel. A ceramidot egy hosszll szénlancu amino-alkohol, a szfingozin és egy ehhez
amid kotéssel kapcsolodo telitett zsirsav alkotja. Az oligoszacharid egység neutralis
monoszacharid egységekbdl (glikkoz, galaktdz, N-acetil-galaktézamin) épiil fel, melyek
kapcsolodasi sorrendje meghatarozott, azonban szamuk valtozo lehet az egyes gangliozid
tipusokon beliil. A gangliozidok jellegzetessége, hogy egy vagy tobb szialsavat (N-acetil-
neuraminsav) is tartalmaznak a cukorlancon, amely révén a molekula fiziologias pH-n
negativ toltésli. A gangliozidok szerkezetében nagyfoku heterogenitas figyelhetd meg és
szamos modosulat ismert mind a ceramid, mind az oligoszacharid résznek. A
megfigyelések szerint a fehérjékkel torténd interakciokban leginkabb a cukorlanc vesz
részt, ezért jelenleg a legtobb kutatas a kiillonbozd gangliozid glikoformék vizsgéalatara
iranyul. A szerkezeti sokféleség ellenére az agyban csak néhany gangliozid fordul eld
nagyobb mennyiségben, ezek a GM1, GDla, GD1b, GTIb és GQIlb gangliozidok,
melyek kiilonb6z6 szialsav tartalommal rendelkeznek (1, 2, 3 vagy 4 szialsav). Az

idegszoveten kiviil a kevesebb monoszacharid alegységbdl allo, monoszializalt GM3



gangliozid dominal, azonban el6fordulhat példaul az inzulin-érzékeny szovetekben a

GM3 mellett a GML1 is.

A kapillaris elektroforézis (CE) nagy hatékonysaga, kis minta sziikséglete és rovid
analizis ideje révén igen alkalmas lehet a szerkezetileg nagy hasonldésagot mutatd
biomolekulak elvalasztasara. Az irodalomban relative kevés, a gangliozidok elvalasztasat
célzo CE modszer taldlhatdo. Ezek kozos jellemzdje, hogy tobbnyire standard
gangliozidok elvalasztasara fokuszalnak ¢s csak kevés biologiai mintdkon torténd
analizist mutatnak be, illetve ez utdbbi elvalasztisok hatékonysdga sem kielégitd.
Tovabba két, a kutatasok szerint jelentds szabalyozo szerepet betoltd gangliozid, a GQ1b
¢s a GM3 bioldgiai mintakbdl torténd elvalasztasat nem vizsgaltak. A gangliozidok CE
elvalasztasdban alapvetd kihivast jelent az egyes gangliozid glikoformak toltés/tomeg
hanyadosaban 1év6 kis kiilonbség, amely kiillondsen az azonos szidlsav szdmu — tehat
azonos toltésti — gangliozidok esetében jelent nehézséget. A kordbbi modszerekben borat
puffer alkalmazasaval javulo elvélasztast figyeltek meg, feltételezhetden az oligoszcharid
egység ¢és a borat anion kozotti komplexképzés €s az ennek kovetkeztében fellépd
toltés/tomeg hanyados novekedése eredményeképpen. A gangliozidok elvalasztasaban
jelentkez6 egy tovabbi kihivas, hogy vizes kézegben micellakat, illetve kevert micellakat
képeznek, melyek egyiitt vandorolnak, ezért a kiillonb6zd gangliozidok monomer
formaban torténd elvalasztdsa nehézséget jelent. Ennek kikiiszobolésére a korai
publikaciokban ciklodextrineket (CD) vizsgaltak puffer additivként, melyek az
elvalasztast vélhetden oly modon segitik, hogy a gangliozidok alkil-lancai és a CD kozott

zarvanykomplex jon 1étre, melynek kovetkeztében a micella felbomlik.

A CD-ket a gyogyszeriparban szamos készitményben alkalmazzak vizben rosszul oldodo
hatéanyagok oldhatdsaganak és biohasznosulasanak novelésére. Ismert, hogy a CD-k a
sejtmembranban talalhato lipideket is képesek komplexalni, amely hatasuk korrelaciot
mutat toxicitdsukkal. A CD-k iiregmérete alapjan szelektivitas figyelhetd meg a
kiilonbozo tipust lipidekkel vald kolcsonhatasban. Mig az alfa-ciklodextrin (ACD)
elsésorban a telitett zsirsavakkal, a nagyobb lireg méretii béta-ciklodextrin (BCD) és
szarmazékai zsirsavakkal és koleszterinnel is képesek stabil komplex létrehozasara. Ez
utobbi tulajdonsagot kiaknazva a metil-béta-ciklodextrineket elterjedten hasznaljak in
vitro vizsgalatokban a sejtmembran koleszterin tartalmanak modositasara, és ezaltal a

lipid raftok vizsgalatara. Tovabba, szintén koleszterin komplexald képessége révén, a 2-



hidroxipropil-béta-ciklodextrint (HPBCD) jelenleg a koleszterin felhalmozodassal jard
ritka korkép, a Niemann-Pick C tipusu betegség kezelésében gyodgyszerjeldltként
vizsgaljak. Annak ellenére, hogy ismert a BCD-k zsirsavakkal térténé komplexképzése,

a gangliozidokra kifejtett hatasukrol kevés adat all rendelkezésre.

2. Célkitiizés
A gangliozidok fiziologids ¢és patologias folyamatokban betoltdtt szerepének
megismerésére jelenleg is szamos kutatas iranyul, melyhez jelentdsen hozzajarulhat
hatékony elvalasztastechnikai modszerek fejlesztése. A CD-k alkalmasak lehetnek a
lipidek vizsgalatdira mind bioanalitikai, mind biokémiai moddszerekben torténd

alkalmazésban, azonban a gangliozidokkal valé kdlcsonhatdsuk nem kellen ismert.
Mindezeket figyelembe véve, doktori munkam soran célul tliztem ki:

1. A szdvetekben legnagyobb mennyiségben jelen 1év6 neurondlis (GM1, GD1a, GD1b,
GTIb és GQIb) és periférias (GM3) gangliozidok elvalasztasara alkalmas CE
modszer kidolgozasat.

o Az elvélasztds optimalizalasat és kiillonb6z6 CD-k elvalasztisra gyakorolt
hatasanak vizsgalatat.

e Az optimalizalt modszer validaldsat a neurondlis gangliozidok mennyiségi
meghatarozasara.

e A validalt mddszer alkalmazhatosagdnak demonstralasat bioldgiai mintakon.

2. Annak vizsgalatat, hogy kiilonb6z6 CD-k hogyan befolyasoljak a patkany
nagyagybol 1zolalt szinaptoszomak gangliozid €s koleszterin tartalmat.

e Koleszterin  kivonasra  alkalmas  heptakis(2,6-di-O-metil)-béta-
cyclodextrin (DIMEB) és HPBCD gangliozid tartalomra gyakorolt
hatasanak vizsgalatat.

e ACD szarmazékok vizsgalatat annak céljabol, hogy alkalmasak-e szelektiv
gangliozid extrakciora.
e Annak vizsgalatat, hogy a CD-k hatasara létrejott lipid deplécid hogyan

befolyasolja a szinaptoszomakbol térténd glutamat felszabadulast.



3. Modszerek
A CE moddszer kidolgozasat, illetve a lipid deplécids kisérleteket nagyagy és kisagy
szinaptoszoma mintakon végeztiik el, melyeket felndtt, him Wistar patkanyokbol

preparaltunk.

A gangliozidok izolalasa a szinaptoszomakbol folyadék-folyadék —extrakcio
alkalmazasaval tortént: kloroform-metanol-viz (4:8:3) oldoszerelegy felhasznalasaval
teljes lipid kivonat késziilt, majd viz (0,173 vol) hozzaadasaval faziselvalas indukalasa
révén a gangliozidok a felsd, vizes fazisba keriiltek, melyet nitrogén arammal szarazra
paroltunk. A gangliozid mintdkat vizben oldottuk fel, kozvetleniili a CE mérést

megeldzden.

A CE modszer validalasat patkdny nagyagy szinaptoszoma mintdkon végeztiik el.
Kalibracids gorbét vettiink fel az idegszdvetre jellemz6 6t f6 gangliozid (GM1, GDla,
GDI1b, GT1b, GQIlb) meghatirozasahoz. A kalibraciot hattérkivonds moédszerrel
végeztik, azaz a bioldgiai mintdkhoz a kivonat készitést megel6zéen nodvekvo
mennyiségli analitot adtunk (spike-olas), és az ezen mintakbol kapott csucsteriiletbol
kivontuk a nem spike-olt mintaban mért valaszjelet, majd az igy kapott értékekre
illesztettiink gorbét. A szamitasokhoz az analit és a bels6 standard csucsteriilet aranyat

hasznaltuk fel. A LOQ és LOD értékeket a kovetkezOképpen szamitottuk:

LOQ = 100/S (1)
LOD = 3.36/S ()

ahol o = Y-tengelymetszet relativ szorasa és S = a gorbe meredeksége.

A napon beliili és napok kozotti torzitatlansag és pontossag értékek meghatarozasahoz
esetén a nominalis érték + 15%-at fogadtuk el megfelelonek, az alacsony QC szint
esetében ez +20% volt. A pontossag esetén + 15% relativ szoras (RSD) értéket fogadtuk
el megfelelonek, az alacsony QC szint esetében ez +20% RSD volt. Meghataroztuk a
melyet a kovetkezOképpen szamoltunk: extrakcio el6tt spike-olt minta/extrakcid utan
spike-olt minta*100. Az extrakci6 reprodukalhatosagat harom mérési nap atlaganak RSD
értékével hataroztuk meg. Az eldkészitett minta stabilitasanak vizsgalatdhoz a vizben

oldott gangliozid kivonatokat 24 ¢6ra 5 °C-on tarolast kovetden vizsgaltuk, mig a



hosszatavu mintastabilitashoz a gangliozid kivonatokat 1 hétig —20 °C-on torténd tarolast

kovetden vizsgaltuk.

A gangliozidok analizisét P/ACE MDQ (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA)
kapillaris elektroforézis késziiléken végeztiik. A detektalas UV detektorral, 200 nm-en
tortént. Az elvalasztdsokhoz 75 pm belsé atmérdji dmlesztett kvarc kapillarisokat
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) alkalmaztunk. A futdsok kozott a
kapillarist 0,5% natrium-dodecil-szulfat oldattal, majd az elvalaszto pufferrel mostuk. A
minta injektalasa nyomas alkalmazasaval tortént. Az elvalasztasokat allando fesziiltség
alkalmazéasa mellett végeztiik. Vizsgalataink soran a kovetkezdé CD-ket teszteltiik az
elvalaszto pufferben additivként alkalmazva: ACD, BCD, gamma-ciklodextrin (GCD),
random metil-alfa-ciklodextrin (RAMEA), DIMEB, 2-hidroxipropil-alfa-ciklodextrin
(HPACD), HPBCD. A néatrium-borat puffer koncentraciojat 50-150 mM tartomdnyban,
mig pH értékét pH 8,5-10,0 kozott vizsgaltuk.

A CD-k lipid tartalomra kifejtett hatdsat patkdny nagyagy szinaptoszoma mintdkon
CD-t (0,3-100 mM) tartalmazé HEPES-gliikoz pufferben (pH 7,4). A kisérletek soran a
DIMEB, a HPBCD, a RAMEA ¢s a HPACD hatésat vizsgaltuk. Kontroll mintaként a
szinaptoszomakat 40 percig 37 °C-on HEPES-gliik6z pufferben inkubaltuk.

A CD kezelést kovetéen a szinaptoszomak koleszterin tartalmat kereskedelemben
elérhetd koleszterin-oxiddz enzimmel miikddd kit segitségével a gyarto utasitisa szerint
mértiik meg, néhany moddositas alkalmazasaval a mintaeldkészitésben. Roviden, a CD
kezelést kovetden lipid kivonatot készitettiink kloroform-metanol 2:1 oldoszereleggyel,
majd a lipid kivonatot nitrogén aramban szarazra paroltuk. A kivonatot a Kit pufferében
oldottuk fel, és a koleszterin tartalom megallapitasahoz a keletkezett fluoreszcens
terméket 530/590 nm-en detektaltuk fluoreszcencia microplate olvasoval (Varioskan

LUX multimode microplate reader, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

A CD kezelések a szinaptoszomak életképességére gyakorolt hatdsanak vizsgéalatdhoz
reszazurin redukcios tesztet alkalmaztunk a gyart6 utasitasai szerint, a mintaelokészités
kisebb modositasat kovetéen. A mérés alapja, hogy a nem fluoreszcens reszazurin a
plazmamembranon atjutva, az intracellularis dehidrogenazok altal fluoreszcens

rezorufinnd redukalodik. A kezelést kovetden a CD-t tartalmazo puffert reszazurin oldatot



tartalmazd pufferre cseréltiik és a szinaptoszomaékat 25 percig inkubaltuk, majd a
keletkezett fluoreszcens rezorufin szintjét fluoreszcencia microplate olvasoval mértiik
530/590 nm-en.

A CD kezelések membranintegritasra kifejtett hatasanak vizsgalatahoz laktat-
dehidrogenaz (LDH) kibocsatast mértiink a gyartd utasitdsa alapjan, a mintael6készités
kisebb mddositasat kovetden. A mérés alapja, hogy a kdrosodott membranon keresztiil a
citoplazmatikus LDH az extracelluléris térbe jut, és az enzim mennyisége aranyos a
membranintegritds csokkenésével. A CD kezelést kovetéen a szinaptoszomakat
pelletaltuk és a felilluszot Osszegyljtottik a kibocsatott enzim  tartalmanak
meghatarozasdhoz. A szinaptoszoma pelletet 1% Triton X-100 alkalmazésaval lizaltuk a
teljes LDH tartalom méréséhez. A fluoreszcens terméket 530/590 nm-en detektaltuk

fluoreszcencia microplate olvasoval.

A CD kezelések glutamat felszabadulasra gyakorolt hatdsat a kovetkezd kisérleti
elrendezésben vizsgaltuk: a szinaptoszoma mintdkat 10 mM DIMEB, 34 mM HPBCD,
26 mM RAMEA vagy 85 mM HPACD tartalmu pufferben inkubaltuk 40 percig 37 °C-on.
Kontroll mintaként a szinaptoszomakat azonos koriilmények kozott HEPES-glikoz
pufferben inkubaltuk. Az inkubélast kdvetden 1 mM 4-aminopiridin hozziadasaval
valtottunk ki depolarizaciot, a nem stimulalt csoportok esetében HEPES-gliikoz puffert
adtunk a szinaptoszomakhoz. A felszabadult glutamat szintjét fluoreszcens
szarmazekképzést kovetden CE-LIF moédszerrel hataroztuk meg P/ACE MDQ Plus
(SCIEX, Framingham, MA, USA) kapillaris elektroforézis késziiléken.

A gangliozidok kalibraciés gorbéit egyszerli linearis regresszid alkalmazasaval
készitettik el. A kisagy ¢€s nagyagy szinaptoszomak gangliozid szintjének
Osszehasonlitdsdhoz kétmintas t-probat alkalmaztunk. A CD kezeléseket kovetd mérések
esetén az ICso értékeket nemlinedris regresszioval illesztett koncentracio-hatas gorbék
alapjan becsiiltik meg. A glutamat felszabadulds elemzése esetén az eredmények
statisztikai elemzésére egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA), majd ezt kdvetden
az adatok Osszehasonlitasara Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk. Az értékelésnél a
kiilonbségeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak. Az értekezésben szerepld
eredmények minimum harom parhuzamos mérés értékeinek atlagat mutatjak.

Eredményeinket 4tlag + standard hiba formdjaban adtuk meg.



4. Eredmények
A CE moddszer optimalizaldsa sordan vizsgaltuk, hogy a kiilonbozd iireg méretii és
kiilonboz6 szubsztituensekkel rendelkezd CD-k az elvalasztd pufferben additivként
alkalmazva milyen hatast gyakorolnak a gangliozidok elvalasztasra. Vizsgalataink soran
az ACD esetében elvalasztast figyeltiink meg a kiilonb6z6 szilsav szdmu analitok kozott,
azonban az egy szidlsavval rendelkez6 GM3 ¢és GMI1 gangliozidok esetén azt
tapasztaltuk, hogy azok atfedé dupla csticsokkal migralnak. A BCD és GCD esetén nem
tapasztaltunk érdemi valtozast az elvalasztasban. A tovabbiakban hidroxipropilezett és
metilezett ACD ¢s BCD szarmazékok elvalasztasra gyakorolt hatdsait vizsgaltuk. A
DIMEB, a HPACD ¢és HPBCD alkalmazasaval elvalasztast tapasztaltunk a kiilonb6zo
szilsav szaml gangliozidok kozott, azonban az azonos szialsav szami GM3 és GMI,
valamint a GDla és GDIb szerkezeti izomerek kozott csak részleges elvalasztast
eredményeztek. Ezen CD-k alkalmazéasaval dupla cstcsokat figyeltink meg tobb
gangliozid esetében. Tovabba, a hidroxipropilezett szarmazékok esetében elvalasztast
csak relative magas, 100 mM koncentracidban tapasztaltunk, amely hosszl analizis

idokkel parosult. Elvalasztast tapasztaltunk mind a hat vizsgélt gangliozid kozott a

crer

crer

pH értékének ndvelése esetén javuld elvalasztist €és megnovekedett migracios idoket
tapasztaltunk. Az optimalis elvalasztast 100 mM natrium-borat alkalmazasanal, pH 10,0
értéken hataroztuk meg, ahol az azonos szidlsav szamu gangliozidok kozott (GM3 és

GM1, valamint GD1a és GD1b) is megfeleld elvalasztast értiink el.

A CE modszer optimalizalasa soran 70 cm effektiv kapillaris hosszsag és +25 kV

fesziiltség alkalmazéasa bizonyult megfeleldnek az analitok elvalasztasahoz.

Az optimalis pufferdsszetételt (20 mM RAMEA, 100 mM natrium-borat, pH 10,0) és
egyéb elvalasztasi paramétereket alkalmazva a CE mddszert validaltuk patkany nagyagy
szinaptoszoma mintdk felhasznaldsaval. A validalds soran vizsgalt paramétereket az

elfogadasi tartomanyon beliil talaltuk. A validalt mdodszerrel meghataroztuk a patkany

crer



szdzalékos aranyat, és a mért értékeket az irodalomban fellelhetd adatokkal

Osszevethetdnek talaltuk.

A CD-k gangliozid ¢és koleszterin depléciora kifejtett hatasat vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy a DIMEB hasonl6 koncentraci6 tartomanyban indukalja mind a koleszterin (ICso =
7,4 mM), mind a gangliozidok (ICsp = 10,5 mM) depléciojat patkany nagyagy
szinaptoszomakon. Szelektiv koncentracio tartomanyt a koleszterin kivonasara tehat nem
talaltunk a DIMEB esetén. A HPBCD alkalmazésa soran is tapasztaltunk koleszterin €s
gangliozid depletald hatdst, azonban ezek ICsp értékei (koleszterin: ICsop = 33,5 mM,
gangliozidok: 1Cso = 83,3 mM) szignifikans kiilonbséget mutattak ¢és szelektiv
koncentraci6 tartomany volt megfigyelhetd a két lipid deplécioja esetén. A vizsgalt ACD
szarmazékok (RAMEA ¢és HPACD) alkalmazasa soran megfigyeltiik a gangliozidok
depléciojat, a RAMEA esetében megallapitott 1Csg érték 26,5 mM, mig a HPACD
esetében 85,1 mM voltak. Az ACD szarmazékokkal torténd kezelést kovetben a

koleszterin tartalomban nem volt mérhetd valtozas.

Vizsgaltuk a CD-k membranintegritdsara (LDH kibocsatas teszt) és életképességére
(reszazurin redukciés teszt) gyakorolt hatasat patkany nagyagy szinaptoszémakon.
Mindkét mérés tipus esetén a DIMEB esetében volt megfigyelhetd a legnagyobb mértékii
karositd hatas. Szignifikans életképesség csokkenés 10 mM feletti DIMEB
koncentracional volt megfigyelhetd, tovabba teljes €letképesség vesztés mutatkozott 60
mM koncentracional. A HPBCD esetén csak kismértekii ¢€letképesség vesztést
tapasztaltunk, a legnagyobb, 100 mM-os koncentracioban. A DIMEB és a HPBCD
membranintegritasra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata sordn tetdzést figyeltiink meg,
koriilbeliil 60% LDH enzim kibocsatasnal. Eletképesség csokkenést a RAMEA vizsgalata
soran csak a legnagyobb alkalmazott koncentraciéban (100 mM) figyeltiink meg, a
HPACD kezelést kovetden azonban egyaltalan nem tapasztaltunk. Az ACD szarmazékok
esetén, tovabba csak a magas koncentracidkban torténd alkalmazaskor detektaltunk

membrankarositd hatast.

Vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé CD-kel kivalthatd szelektiv lipid depléciéo milyen hatéast
gyakorol a patkdny nagyagy szinaptoszomakbol torténd glutamat felszabadulasra. Az
elézetesen a lipid depléciora meghatarozott ICso értékek felhasznalasaval olyan kisérleti

elrendezést hoztunk létre, amelyben szelektiv, 50%-o0s koleszterin depléciot indukaltunk



a HPBCD 33 mM koncentraciéban torténd alkalmazédsaval, amely értéknél csak

minimalis gangliozid deplécioval kellett szamolni. Mivel a DIMEB esetében nem
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gangliozid depléciot indukaltunk RAMEA ¢s HPACD alkalmazaséaval. Méréseink soran
azt tapasztaltuk, hogy mind a négy CD alkalmazasa megemelte a bazalis (nem stimulalt)
glutamat felszabadulast. Azon CD-k esetében, amelyekkel gangliozid depléciot
valtottunk ki (DIMEB, RAMEA, HPACD), nem volt megfigyelhetd szignifikans
glutamat felszabadulds a 4-aminopiridinnel torténd depolarizacié hatasara. Ellenben
megfigyeltik a HPBCD esetében, ahol szelektiv koleszterin depléciot indukaltunk
(gangliozid kivonas nélkiil), hogy stimulalas hatasara szignifikans glutamat felszabadulas

mérhetd csaktgy, mint a CD kezelést nem kap6 csoportban.

5. Kovetkeztetések
A CE elvalasztasok soran kapott eredményeink alapjan elmondhato, hogy a nativ ACD,
illetve a vizsgalt hidroxipropilezett és metilezett ACD és BCD szarmazékok is képesek a
gangliozid micelldk felbontasara, vélhetden a ceramid résszel torténd komplexképzés
révén. A szubsztituenseket tekintve a hidroxipropilezett szarmazékok a metilezett
szarmazékoktol magasabb koncentracioban eredményeztek elvalasztast, ami kisebb
stabilitast CD/gangliozid komplexek létrejottére utalhat, melyhez hozzajarulhat, hogy a
hidroxipropil-csoportok a metil-csoportokhoz viszonyitva kevésbé hidrofobok, tovabba a

komplexképzést sztérikus gatlas is befolyasolhatja.

Az elvalasztisokban, tobb CD esetében is tapasztalt dupla csticsok feltehetdleg a
kiilonbozd, C18:1 és C20:1 szfingozint tartalmazd gangliozid lipoformékat jelolhetik,
amelyek a mérések soran hasznalt gangliozid standardekben megtalalhatok. Mivel ismert,
hogy a komplexben a CD-k szama a zsirsavak hosszisagatol fiiggéen valtozhat,
feltételezhetd, hogy a kiillonb6z6 hosszusaghi szénlancokat tartalmazo gangliozidok
esetén eltérd komplexstabilitasi allando vagy sztdchiometria alakul ki. Ezen komplexek
részlegesen elvalo, dupla csucsokként jelenhetnek meg, amennyiben a toltés/tomeg

hanyadosban vagy stabilitasban 1év0 kiilonbség elég nagy.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy mig a CD-k iireg mérete alapjan az ACD-k

tekinthetdk elsdsorban optimalisnak a telitett zsirsavakkal torténd komplexképzésre, CE



kisérleteink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a hidroxipropilezett és metilezett BCD
szarmazékok is képezhetnek komplexet a gangliozidokkal. CE eredményeink ¢és irodalmi
adatok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a CD-k két kiilonb6z6 mechanizmus altal
segitik a gangliozidok elvalasztasat. A gangliozidok a vizes elvalasztdo pufferben
micelldkat vagy kevert micellakat képeznek, ezért a kiilonbozd szerkezetli gangliozidok
elektroforetikus mobilitdsa nem megkiilonboztethetd. A CD-k a komplexképzés és a
micellak felbontasa révén feltehetdleg eldsegitik, hogy az egyes gangliozidok a sajat
elektroforetikus tulajdonsaguknak megfeleléen migraljanak. Vélhetéen ez az alapja a
gangliozid glikoformak elvalasztasanak. A ceramid valtozatok elvalasztasa pedig

valoszintileg a komplexek kiilonb6zd sztochiometridjan vagy stabilitdsan alapul.

Mivel célunk elsésorban a gangliozidok szénhidratldinc szerinti elvéalasztasa volt, a
RAMEA bizonyult a legalkalmasabbnak a puffer additivként torténd alkalmazésra, mivel
csak a glikoformak szerinti elvalasztast eredményezett, amely az elektroferogrammok

egyszerlibb kiértékelhetdsége szempontjabol is elonyos.

Megallapitottuk, hogy a borat puffer sziikséges volt az azonos szialsav szamu
gangliozidok elvalasztasdhoz, melynek feltételezhetéen az az alapja, hogy a borat anion

tovabbi negativ toltéssel latja el a GM1 és GD1b oligoszacharid egységét.

A wvalidalt CE modszer alkalmasnak bizonyult a patkany nagyagy ¢és kisagy
lehetdséget ad a gangliozidok analizisére patologids allapotok vizsgalatdban vagy

farmakologiai kisérletekben.

A patkany nagyagy szinaptoszoman torténd CD kezelések esetében megallapitottuk, hogy
a vizsgalt hidroxipropilezett és metilezett ACD és BCD szarmazékok képesek depletalni

a plazmamembran gangliozid tartalmat.

Eredményeink felhivjak a figyelmet arra, hogy a koleszterin extrakciora széles korben
alkalmazott metil-BCD-k alkalmazasa soran megfigyelt bioldgiai hatasok vélhetéen nem
kizarolag a koleszterin eltavolitasdnak tulajdonithatok, tekintve, hogy a DIMEB esetében,

hasonl6é koncentracio tartoményban tapasztaltunk gangliozid és koleszterin depléciot.
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Vizsgalataink alapjan a HPBCD idealisabb lehet a koleszterin szelektiv eltavolitasara,
mivel a koleszterin kivonasara szelektiv koncentracié tartomanyt tudtunk azonositani,

mieldtt gangliozid deplécid is 1étrejott volna.

Tovabba, méréseink alapjan a vizsgalt ACD szarmazékok (RAMEA ¢és HPACD)

alkalmasak lehetnek szelektiv gangliozid deplécio indukalasara in vitro kisérletek soran.

A CD-k membranintegritasara és életképességére gyakorolt hatasat tekintve elmondhato,
hogy a BCD szdrmazékok nagyobb mértékii karosodast okoznak, mint az ACD
szarmazékok, melynek oka elsésorban feltehetéleg a BCD szarmazékok esetében
megfigyelt koleszterin deplécio. A CD szarmazékok tipusat tekintve a metilezett
szdrmazékok nagyobb mértékli kdrosodast okoztak, mint a hidroxipropilezett
szarmazékok. Ezen eredményeink az irodalomban fellelhetd adatokkal Osszhangban

vannak.

A tesztelt CD-k szelektiv lipid deplécios tulajdonsagat felhasznalva a tovabbiakban azt
vizsgaltuk, hogy alkalmazéasuk milyen hatdssal van a kozponti idegrendszer f6 excitatoros
neurotranszmitterének, a glutamatnak a felszabaduldsara. A CD kezeléseket kovetden, a
bazalis glutamét felszabadulasban mért emelkedés lehetséges magyarazata lehet a
szinaptoszoma membranjanak kismértéki karosodasa, melynek kovetkeztében a
neurotranszmitter kijuthat a szinaptoszomabol az extracellularis térbe. A CD kezeléseket
kovetden, azon csoportokban, amelyekben gangliozid depléciot valtottunk ki, nem volt
mérhetd szignifikans glutamat felszabadulds 4-aminopiridinnel torténd stimulalas
hat4séra, a nem stimulalt csoporthoz viszonyitva. Ezen megfigyelésiink arra utalhat, hogy
a membran gangliozid tartalmanak nagyobb szerepe lehet a glutamat felszabadulas
folyamataban, mint a koleszterinnek. A gangliozidok neurotranszmisszioban betoltott

szerepének pontos felderitéséhez azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Eredményeink felhivjak a figyelmet arra, hogy a CD-k alkalmazasa lehetdséget nyujthat
a membran gangliozid tartalménak valtoztatdsara és ezaltal funkcidinak vizsgalatéra.
Tovabba kiemelendd a CD-k karakterizalasanak fontossdga a membran lipidekkel valo

kolcsonhatasuk szempontjabol.

11



6. Sajat publikaciok jegyzéke
Az értekezés témajaban megjelent kozlemények
1. Geda O, Tabi T, Lakatos PP, Sz6ké E. (2022) Differential Ganglioside and
Cholesterol Depletion by Various Cyclodextrin Derivatives and Their Effect on

Synaptosomal Glutamate Release. International Journal of Molecular Sciences,
23.

IF: 6,208

2. Geda O, Tabi T, Szoko E. (2021) Development and validation of capillary
electrophoresis method for quantification of gangliosides in brain synaptosomes.
J Pharm Biomed Anal, 205: 114329.

IF: 3,571

Az értekezés témajatol fiiggetlen kozlemények

1. Lakatos PP, Karadi DA, Galambos AR, Essmat N, Kirédly K, Laufer R, Geda O,
Zadori ZS, Tabi T, Al-Khrasani M, Szoké E. (2022) The Acute Antiallodynic
Effect of Tolperisone in Rat Neuropathic Pain and Evaluation of Its Mechanism

of Action. International Journal of Molecular Sciences, 23.

IF: 6,208

12






