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Roviditések jegyzéke
APOC: (+/-)-1-(9-antranil)-2-propil-
kloroformat

ACSF: mesterséges gerincvel0 folyadék

AMPA: 2-amino-3-(5-metil-3-ox0-1,2-
oxazol-4-il)-propansav

CBQCA: 3-(4-karoboxibenzoil)-2-
kinolin-karboxaldehid

CEC: kapillaris elektrokinetikus
kromatografia

CFSE: 5-karboxifluoreszcein-
szukcinimidil-észter

CGE: kapillaris gélelektroforézis

CMC: kritikus micellaképzddési
koncentracio

CIEF: kapillaris izoelektromos
fokuszalas

CITP: kapillaris izotachoforézis
CZE: kapillaris zonaelektroforézis
DDO: D-aszpartat oxidaz

DM-B-CD: heptakis-(2,6-di-O-metil)-p3-
ciklodextrin

DMSO: dimetil-szulfoxid

DTAF: 5-(4,6-diklorotriazinilamino)-
fluoreszcein

EOF: elektroozmotikus aramlas
FITC: fluoreszcein izotiocianat

FQ: 5-furoilkinolin-3-karboxaldehid
GABA: y-amino-vajsav

HP-B-CD: (2-hidroxi-propil)-p-
ciklodextrin

HPA-B-CD: 6-monodeoxi-6-mono(3-
hidroxil)propilamino-B-ciklodextrin

IS: belso standard
LIF: 1ézerindukalta fluoreszcencia
LOD: detektalasi hatar

LOQ: kvantitalasi hatar
LTP: hosszu tavu potencirozas

MEKC: micellaris elektrokinetikus
kromatografia

NBD-CI: 7-klor-4-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol

NBD-F: 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol

NBD-OH: 7-hidroxi-4-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol

NDA: 2,3-naftalindialdehid
NMDA: N-metil-D-aszpartat
OPA: orto-ftalaldehid

RM-B-CD : random metilalt-f3-
ciklodextrin

SAMF: 6-0xi-(N-szukcinimidil acetat)-
9-(2’-metoxi-karbonil)-fluoreszcein

SDS: natrium-laurilszulfat

SIFA: N-hidroxiszukcinimidil-
fluoreszcein-O-acetat

SVZ: szubventrikularis zona

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametil-
etiléndiamin

TM-B-CD: heptakis(2,3,6-tri-O-metil)-
B-ciklodextrin

TTX: tetrodotoxin

VGLUT: vezikularis
glutamattranszporter

a: enantioszelektivitas
B-CD: B-ciklodextrin

v-CD: y-ciklodextrin

w: elektroforetikus mobilitas
Uapp: 1atszolagos mobilitas

Leii: effektiv mobilitéas
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1 Bevezetés

Az  idegsejtek  kozti  kommunikacid  alapja a  kémiai  ingeriiletatvitel
(neurotranszmisszid), mely specifikus vegyiiletek, valamint e vegyiiletekre szelektiv
receptor fehérjék révén valdésul meg. Napjainkra szamos jelatvivé molekulat
(neurotranszmittert) és receptoraikat azonositottdk, azonban a kdzponti idegrendszer
mikodésében betoltott pontos szerepiik jelenleg is csak részben ismert. Szamos kutatas
iranyul az Osszetettebb agyi folyamatok neurokémiai hatterének tisztazasara. A
mechanizmusok pontosabb feltérképezése és megértése hozzasegithet j tdmadaspont
gyogyszerek tervezés€hez, illetve a mar terapiaban alkalmazott hatéanyagok

hatdasmddjanak értelmezéséhez.

A XX. szazad kozepétdl kezdve folyamatosan gytiltek a kisérletes bizonyitékok arra
vonatkozoan, hogy egyes, fehérjealkotoként €s metabolikus intermedierként ismert
aminosavak kémiai ingeriiletatvivd funkciot is betdltenek. Miutan az 1970-es években a
glicin gerincvel6i gatld neurotranszmitter szerepét igazoltak, a tudomanyos érdeklédés a

feltételezett serkentd €s gatld neurotranszmitter aminosavak felé fordult.

Jelenleg szamos olyan aminosavrol tudunk melyek ingeriiletatvivd, vagy azt
befolyasold (neuromodulator) szereppel birnak. Két idegsejt kozotti gyors ingeriilet
atvitel jellemzden ioncsatorna-receptorokhoz kotott folyamat. A serkentd transzmitterek
a receptor kotddést kovetden depolarizaljak, mig a gatlo transzmitterek hiperpolarizaljak
a sejtmembrant. Mig a glutamat és az aszpartat a legfontosabb serkentd (excitatoros)
neurotranszmitterek, a GABA ¢és a glicin neurotranszmisszidt gatlo (inhibitoros)

hatéassal rendelkeznek a kozponti idegrendszerben.

11 Excitatoros aminosav neurotranszmitterek

Régota ismert, hogy a glutamat és az aszpartat a tobbi szovethez képest a kézponti
idegrendszerben rendkiviill magas koncentracioban van jelen [1]. Els6ként 1959-ben
Curtis és Watkins irta le a glutamat és az aszpartat gerincveldi neuronokon tapasztalt
ingerld tulajdonsagait és vetették fel annak lehetdségét, hogy e két fehérjealkotoként
ismert aminosav az agykéregben serkent6 hatast jelatvivé molekulaként s

funkcionalhat [2,3]. Az immunhisztokémiai vizsgalatok fejlodésével a késGbbiekben
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kimutattdk, hogy a kozponti idegrendszert kozel 80%-ban glutamaterg neuronok
alkotjak [4]. A glutamat és az aszpartat kozos jellemzdje, hogy nagy koncentracioban a
posztszinaptikus neuronok ,.tulingerlésével” kovetkezményes sejthalalt okoznak. Ezt a
jelenséget excitotoxicitasnak nevezziikk, és szamos patologias allapot hatterében

kimutathat6 [5].

A glutamat jelenlegi tudasunk szerint a kozponti idegrendszer legjelentdsebb excitatoros
neurotranszmittere. Harom ioncsatorna kapcsolt (ionotrép), és nyolc G-fehérje kapcsolt
(metabotrop) receptora ismert [6]. Az ioncsatornak koziil az AMPA receptoroknak a
gyors ingeriiletatvitelben van szerepe, mig az NMDA receptorok aktivalodasa
elnytjtottabb hatasu depolarizaciot okoz, amely hosszabb tavl folyamatok, mint példaul
a szinaptikus plaszticitas alapjat képezi [1]. Szinaptikus plaszticitas alatt értjiik az egyes
neuronok kozti kapcsolatok dinamikus kialakuldsat-megsziinését, illetve a neuronok
ingerld vagy gatld stimulusra adott idében valtozd valaszat. A szinaptikus plaszticitds
egyik fontos eleme a hosszu tava potencirozas (LTP) mely a serkentd kapcsolatok
stabilizalodasa révén alakul ki. Mindezen folyamatok révén valdsulnak meg a magasabb
rendli szervezetekre jellemzd kognitiv funkcidk, tobbek kozott a memoria kialakulasa

vagy a tanulas is [7].

A glutamat a klasszikus neurotranszmitterekhez (pl. acetilkolin, monoaminok, stb.)
hasonloan nagy koncentracioban kimutathat6 a végkésziilékekben talalhatd szinaptikus
vezikuldkban. Kisérletes Gton magas extracellularis K'-koncentracié jelenlétében
kivalthato felszabadulasa Ca2+-f1'jgg6 jelleget mutat, ami Na'-csatorna gatlé hatasu
tetrodotoxinnal (TTX) megsziintethetd [8]. A felszabaduldé glutamat molekuldk a
receptorokhoz valdé kotédése ioncsatorndk esetében a csatorndk nyitasat, mig a
metabotrop recetorok esetén a kapcsolt G-fehérje aktivitdsvaltozasat eredményezi. A
szinaptikus résbe riild glutamatot a kornyezd asztrocitdk membranjaban talalhato
transzporterek (EAAT) veszik vissza. Az asztrocitdkban a glutamat glutaminna alakul,
¢és specifikus transzportereken keresztiil Ujbol visszakeriil a neuronba, ahol ismét
glutamatta alakul. Abban az esetben, amikor egyszerre nagy mennyiségli glutamat {irtil
a szinaptikus résbe, a transzporterek telitddnek, és a glutamat atdiffundal a kornyezd
szinapszisokba, valamint a tavolabbi extracellularis térbe. Ez az un. spillover-jelenség

(1. abra) [1].
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1. abra A glutamat altal kozvetitett neurotranszmisszié (Az abra forrasa: [1]). A szinaptikus
végkésziilékben glutamat tartalmua vezikulai akcios potencial hatasara fuziondlnak a sejtmebrannal
és tartalmuk a szinaptikus résbe iiriil. A glutamat a posztszinaptikus dendritikus tiiskén talalhaté
ionotrop (AMPA, NMDA), illetve metabotrép (mGlu-R) receptorokhoz kotodhet, valamint
felvevodhet a specifikus glutamat transzportereken keresztiill (EAAT 3/4). A felszabadult
glutamatot szinapszis kozelében 1évé asztrocitik specifikus transzportereik révén (EAAT 1/2)
felveszik, majd enzimatikus tton glutaminna alakitjdAk. A glutamin az asztrocitakbél
transzportereken keresztiil (SA, illetve SN) ismét a szinaptikus végkésziilékbe keriil vissza, ahol a
mitokondriilis glutamindz enzim glutamatta alakitja. A glutamat az EAAT?2 transzporter révén
kozvetleniil is visszavevédhet a szinaptikus végkésziilékbe. Nagy mennyiségii transzmitteriiriilés
esetén a glutamat molekuliak eljutnak a kornyezé szinapszisokhoz is.

Szamos betegség, mint pl. az epilepszia vagy a skizofrénia hatterében a glutamaterg
rendszer abnormalis miikddését feltételezik [5,6]. Bar jelenleg is szamos olyan
gyogyszer van forgalomban, amely részben glutamat receptorokon is hat, mint jovobeli
potencidlis terapias célpont, a glutamaterg rendszer farmakoldgiai befolydsolasa tobb
problémat is felvet. Tisztan agonista vegyiiletek sulyosan neurotoxikus hatastak, mig az
ismert antagonista vegyiiletek skizofrénia-szer(i tiineteket okoznak [6]. A jovOben a
szabalyoz6, modulator hatasti vegyiiletek kaphatnak nagyobb szerepet, ehhez azonban
sziikséges feltarni a fiziologias, illetve patologias allapotok mogott huzodo szabalyzo

mechanizmusokat.
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1.1.1 Az aszpartat funkcidja a neurotranszmisszioban

Az aszpartatot mint lehetséges jelatvivd molekulat a glutamattal kozel egy idében
fedezték fel. K6zos excitatoros tulajdonsdguk révén régota feltételezik, hogy fontos
szerepet tolthet be a serkentd palyarendszerek mikodésében. Heves vita targya azonban
az a kérdés, hogy vajon az aszpartatot sorolhatjuk-e a klasszikus neurotranszmitterek
kozé. Mig a glutamat szinte minden serkentd palyarendszerben megtalalhato, az
aszpartat csak bizonyos palyarendszerekben fordul eld, kizarolag a glutamattal egyfitt.
Az aszpartit a szinaptikus végkésziilékekben nagy koncentracidban kimutathato,
ugyanakkor sem tisztan aszpartaterg neuronok, sem pedig aszpartatra specifikus
receptorok 1étezését eddig még nem bizonyitottak [9]. Egyes szerzok felvetik annak
lehetdségét, hogy a végkésziilékekben a transzmitterek eltéré vezikuldkban
raktarozodhatnak [10,11]. Ezt az elméletet timasztja ala, hogy a vezikularis glutamat
transzporterfehérjének (VGLUT) az L-aszpartat nem szubsztratja [12]. Szintén fontos
kiilonbség, hogy az aszpartat hatisa NMDA receptor-specifikus, az AMPA, illetve

kainat receptorokhoz minimalis affinitassal képes kot6dni [13,14].

A legtobb ellentmondas azonban a felszabadulas pontos mechanizmusat 6vezi. Szamos
szerz0 az aszpartat felszabadulast nem talélta Ca2+-ﬁigg6 folyamatnak [15-17], mig
masok ennek ellenkez6jét bizonyitottak [18-20]. Egy lehetséges elmélet szerint az
aszpartat felszabadulds valojaban egy kifelé irdnyuld transzportfolyamat, amely a
kordbban felszabadult glutamat visszavételéhez kotédik. Ez a mechanizmus
magyarazatot adhat a latszélagos Ca2+-ﬁ'1gg6 felszabadulasra. Az aszpartat, valamint a
glutamat felszabaduldsanak kinetikdja azonban kiilonbozd tdmadaspontii géatloszerek
jelenlétében eltéréen valtozik, ami arra utal, hogy az aszpartat felszabadulas nem fligg
szigortan a glutamat felszabadulastol, és a felszabadulasért felelds molekularis

mechanizmusok eltéréek lehetnek a két neurotranszmitter esetében [21].

Szamos kisérlet az aszpartat exocitdzis utjan torténd felszabadulasat is megkérddjelezi.
Ezen kisérletekben kétféle toxin hatasat vizsgaltdk. A Clostridium toxin a transzmitter
vezikularis transzportban szerepet jatsz6 H'-ATP-az transzportert gatolja. Mig a
glutamat felszabaduldsat mindkét toxin gatolta, az aszpartat felszabadulds ezen toxinok

jelenlétében nem csokkent [22].
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A Kkisérleti eredmények értelmezésére Bradford és munkatdrsai az aszpartat és a

glutamat eltérd neurobiologiai funkcidjat alapul véve a kovetkezd magyarazatot adtak:

Az aszpartat felszabadulas részben exocitozis utjan, részben transzporterek révén

valosul meg. Az exocitdzis kivalthatdo magas extracellularis K™ koncentraciéval.

- A neuronok végkésziilékeiben az aszpartat és a glutamat eltérd vezikuldkban
raktarozddnak. Az aszpartat tartalmu vezikuldk exocitézisa Clostridium toxin

inszenzitiv, ugyanakkor Ca2+-f1'igg6 jelleget mutat

- Az aszpartat felszabadulds nem korlatozodik a szinapszisokra, hanem az axon

terminalis egész teriiletén végbemehet.

- A felszabadulé aszpartat f0 funkcidja az extraszinaptikus NMDA receptorok
aktivaldsa. Az extraszinaptikus NMDA receptorok szerepet jatszanak az
excitotoxicitas kialakulasaban [23], valamint az axonalis [24] és a dendritikus

[25] novekedés szabalyozasaban.

- Ezen tulajdonsagok alapjan feltételezheté, hogy mig a glutamat a gyors
neurotranszmisszidért felelds, az aszpartat sokkal inkébb szabalyzd, un.

neuromodulator funkciot tolt be.

Mindezen eredményeket figyelembe véve az aszpartat legfontosabb szerepe a glutamat

kozvetitette gyors neurotranszmisszio szabalyozasaban lehet.

1.1.2 Az excitatoros aminosavak D-enantiomerjei

Az aminosavak a glicin kivételével kiralis molekulak, vagyis két azonos kémiai és
fizikai tulajdonsagokkal biro, de egymasba 4talakulni nem képes format
kiilonboztethetiink meg, melyek egymas tiikorképi parjai. A tiikorképi parokat, vagy
mas néven enantiomereket L- és D- el6taggal jeloljik. Az €16 szervezetek evolucidja
soran az aminosavak L-formaja valt a fehérjék kizardlagos €épitékoveéveé. Ez az evolucios
szelekcio garantalja a fehérjék specifikus térszerkezetének kialakuldsi lehetdségét. A
szintetizal6do fehérjébe ugyanis a véletlenszeriien beépiild D-, illetve L-enantiomerek a
funkcié szempontjabol kulcsfontossagt harmad- ¢és negyedleges térszerkezet
kialakulasat lehetetlenné tennék [26]. Sokaig ugy tartottak, hogy az él6 szervezetekben

kizarolag metabolikusan inert szovetek (dentin, szemlencse) fehérjéiben fordulnak eld
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D-aminosavak, ahol spontdn racemizacioval keletkeznek [27,28]. Az egyediili ismert
kivételt hosszu ideig a baktériumok képezték, amelyek peptidoglikan-szintézise,
valamint egyes antibiotikumok termelése soran D-aminosavakat is képesek beépiteni a
fehérjelancba [29]. Az analitikai moédszerek érzékenységének fejlédésével azonban
nyilvanvalova valt, hogy bizonyos D-aminosavak - igaz joval alacsonyabb
koncentracioban - szabad formaban is eldfordulnak szamos szovetféleségben. Elsdként
puhatestiickben mutattak ki nagyobb koncentraciéban D-aminosavakat [30,31], tovabbi
kutatasok pedig igazoltak, hogy kiilonésen a D-szerin és a D-aszpartat emldsok és
madarak agyszovetében is jelen van [32-35]. Mig azonban a D-szerin neuromodulator
funkciojat széles korben tanulmanyozzak [36,37], a D-aszpartat pontos szerepe jelenleg

kevéssé ismert.

Eml6ésok és madarak esetében korai embriondlis €s ujsziilott korban agyszdvetbdl
kiugroan magas D-aszpartat szinteket mutattak ki, amely azonban a posztnatalis
fejlodési szakaszban meredeken csokkent [32,34,38-41]. Hashimoto és munkatarsai
human embridkon végzett vizsgalatai sordn a 14. geszticios héten az agykéregben
mérheté D-, valamint L-aszpartat mennyiségét kozel azonosnak talalta (D-aszpartat:
0,36 umol/g; L-aszpartat: 0,21 pmol/g) [42]. Ezen eredmények alapjan szamos szerzé
arra kovetkeztetett, hogy a D-aszpartdt szerepet jatszhat az idegrendszer korai
fejlodésében. [34,43,41,44,35,45]. A D-aszpartait de novo szintéziséért jelenlegi
ismereteink szerint az aszpartdt racemaz enzim felelds, mig a lebontisat a savas
karakteri D-aminosavakra (D-aszpartat, D-glutamat, N-metil-D-aszpartat) specifikus
D-aszpartat oxiddz (DDO) enzim végzi. A D-aszpartat felszabadulasi mechanizmusa
kevéssé ismert, bar egyes aspektusaiban a klasszikus neurotranszmitterekhez hasonlo
felszabadulas figyelhet6 meg [35]. Patkany hippocampusabdl szarmazd neuronokon
vizsgalva a D-aszpartat gatolta az AMPA receptorokat, mig az L-aszpartat ugyanezt a
jelenséget nem mutatta [46]. Az aszpartat racemaz expresszidjanak blokkolasa
egerekben gatolta az idegsejtek dendritikus fejlodését, valamint csokkentette ezen sejtek
¢letképességét [44]. A D-aszpartat szintjének novelésével (oralis adagolas, DDO
génkilités) rovid tadvon a kisérleti allatok memoriafunkcidjaban szignifikans javulas volt
megfigyelhet6 [47-49]. Mindezen kisérleti eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
D-aszpartat a korai embriondlis idegrendszeri fejlodésben jatszott szerepe mellett

neuromodulatorként szabalyozhatja a felndttkori neurogenezist és a neuroplaszticitast
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[50,51]. Mindezen folyamatok pontosabb megismerése érdekében azonban tovabbi

vizsgélatok sziikségesek.

D-glutamatot el6szor Kera és munkatarsai mutattak ki patkany maj-, vese-, valamint
agyszovetekbOl [52]. Vizsgalataikban az egyes allatok szoveteiben mért D-glutamat
mennyis€g minden esetben meghaladta a D-aszpartdt mennyiséget. A szerzok
ugyanakkor nem tudtdk egyértelmiien kizérni az altaluk mért D-glutamat koncentraciok
taplalék eredetét. Jelenleg D-glutamat eldallitasért felelés enzim nem ismert, igy az
endogén eredetre vald bizonyitékok is hidnyoznak. Elettani folyamatokban betoltott

szerepérdl nem rendelkeziink informacioval [53].

1.2 Mikrodializis

Kisérleti allatokban az agyszovet extracellularis kornyezetének in vivo vizsgalatara a
mikrodializis modszere napjainkban rutinszertien alkalmazott eljaras. Alapjait 1972-ben
Delgado és munkatarsai dolgoztak ki [54], szélesebb korben azonban csak a nyolcvanas
évek végétol, a technologia és a kapcsolddd analitikai moddszerek robbanasszerii
fejlodésével terjedt el. Viszonylagos egyszeriisége és széles alkalmazhatdsagi kore
révén neurokémiai [55], metabolomikai [56], valamint farmakokinetikai [57]

vizsgélatokban is jelentds szerepet kap.

A mikrodializis kisérletek soran a vizsgalando szovetbe egy olyan specialis kialakitasu
szondat lltetnek, melynek egy rovid szakasza szemipermedbilis membranbdl all. A
szondan keresztiil perfuzids folyadékot aramoltatva a szoveti extracelluldris térben
talalhato  alacsony molekulatomegli komponensek koncentracid-gradiensiiknek
megfelelden képesek a membranon keresztiil a folyadékaramba diffundélni, mig a
nagyobb molekulatomegli fehérjék és egyéb makromolekulak szdmara a membran
barriert képez. A perfuzids folyadék frakcionalt gytiijtésével az extracellularis kornyezet
Osszetételének iddbeli valtozasa vizsgalhatd. A mikrodializis kisérlet elvi felépitését az

alabbi abra foglalja 6ssze (2. abra).

11
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2. abra Mikrodializis folyamata (Az abra forrasa: http://www.labautopedia.org). A szonda az
extracelluldris térrel teremt kozvetlen kapcsolatot. Az abban oldott alacsony molekulatomegii
komponensek koncentracié6 gradiensiiknek megfeleloen képesek a szonda féligatereszto
membranjan Keresztiil a perfuziés folyadékba diffundilni. Az extracelluldris térben taldlhato
komponensek részben a Kkornyezdé szinapszisokbél, illetve varikozitasokbol felszabadul6
neurotranszmitterek, részben pedig az anyagcserefolyamatokban résztvevd metabolitok,
hormonok, valamint novekedési faktorok. A koncentraciégradiensnek megfeleléen lehetéség van az
perfuazios folyadékbol torténé elleniranyu diffizidra is. A perfiuzios folyadék frakcionalt gytijtésével
az extracellularis komponensek idobeli koncentraciovaltozasa kovethet6.

A mikrodializis szondan keresztiil a gyakorlatban valamilyen, a fiziologids
viszonyoknak megfeleld ion-Osszetételli folyadékot (Ringer-oldat, mesterséges
gerincveld folyadék stb.) perfundalnak, annak érdekében, hogy a szoveti homeosztazist
a lehetd legkevésbé zavarjdk meg. Tipikusan 1-5 pl/perc atfolyasi sebességet
alkalmazva az idébeli felbontastol fiiggden néhany mikroliter térfogatd mintak
nyerhetdek. A dializis membranon keresztiil torténd diffuzio alapvetden nem egyensulyi
folyamat [58]. A dializalé szonda in vitro extrakcios hatasfoka jellemzdéen 20 és 80 %
sebességétol és az alkalmazott membran porusméretétél. Az in vitro meghatarozott
extrakcios hatasfok ugyanakkor nehezen vonatkoztathaté in vivo koriilményekre
[59,60]. Ebbdl adoddan a modszer a vizsgalt vegyliletek extracellularis térbeni abszolut

crer

hatasara bekovetkezd, egy alapkoncentraciohoz képest megfigyelhetd valtozas jol
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mérhetd. A gyakorlatban ezért a valtozdst a kezelést megel6zéen mérhetd

alapkoncentraciohoz viszonyitva szazalékos értékben adjak meg.

Az ingeriletatviteli folyamatok soran felszabadul6d neurotranszmitterek mikrodializissel
kovethetdk, igy az egyes transzmitterek felszabadulasanak mechanizmusa, valamint az
idegi folyamatokban betdltott szerepiik vizsgalhat6. A mikrodializis szonda mértébdl
adoddan azonban csak nagyobb, szoveti szempontbol egységesebb agyteriiletek
(patkany esetében pl. a substantia nigra, nucleus accumbens vagy az eminentia
mediana) vizsgalhatok ezzel a modszerrel. A kisérletet megel6z6en 1-2 nappal torténik

a szonda beiiltetése, megfeleld id6t hagyva a felépiilésre.

A mikrodializis széles korben torténd elterjedését mas vizsgalomodszerekkel szembeni
szdmos elonye indokolta. Ilyen vitathatatlan eldny, hogy a mddszer éber, mozgasukban
nem akadalyozott 4llatokon 1is alkalmazhato, igy kivaléan alkalmas egyes
viselkedésformak, vagy tanulasi folyamatok komplex neurokémiai hatterének
tanulmanyozasara. A gyakorlatban szinte az Osszes neurotranszmitter (monoaminok
[61], acetilkolin [62], aminosavak [63], neuropeptidek [64]), valamint ezek metabolitjai
[65] is vizsgalhatok. Mivel a membran nagyobb méretii fehérjékre atjarhatatlan, a
mintafrakciok enzimatikusan stabilak, a mintdk pedig kozvetleniil mérhetdek, nincs
sziikség tovabbi fehérjementesitésre vagy eldkészitésre. Tekintve, hogy a diffuzié

kétiranyu, lehetdség nyilik a vizsgalt szovetek lokalis, farmakologiai befolyasoldsara is.

Vitathatatlan el6nyei ellenére azonban a mikrodializis szdmos hatrannyal is rendelkezik.
A mikrodializdtumokban jelen 1évé neurotranszmitterek koncentracidja rendkiviil
alacsony, jellemzéen a mikromodlos és az az alatti tartomanyban mozog [66]. Az
aramlasi sebesség csokkentésével az extrakcios hatasfok novelheté ugyan, de ekkor a
lassan mozgd folyadékoszlopban bekovetkezd diffuzié kovetkeztében az iddbeli
felbontas torzul. A megfeleld idébeli felbontas elérése nagyszamu, kis mintatérfogata
mikrodializatumot eredményez, melyek vizsgalatdhoz megfeleld analitikai modszer
sziikkséges. A mikrodializis alapvetden invaziv vizsgilati modszer, amely
kovetkezményes sejt- és szovetkarosodassal jar [67]. A dializis szonda beiiltetését
kovetden idOlegesen sérill a vér-agy gat, valamint egyes szerzOk a beiiltetés

kornyezetében erdteljes gliasejt-proliferaciot észleltek [68]. A fokozott proliferacio és a

crcr
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folyamata szamos, a kornyezd sejtek életfolyamataihoz sziikséges molekula atmeneti
koncentraciocsokkenését okozza. Bar a perfuzios folyadék a kornyezet ionhaztartasat
nem befolyasolja, nem teljesen ismert, hogy a lokalis metabolitok (gliikoz, laktat stb.),
valamint novekedési faktorok atmeneti koncentraciocsokkenése milyen hatassal van a
vizsgalt transzmitterek felszabaduldsara. Szintén vitatott, hogy a mikrodializatumban
mérhetd transzmitter-koncentraciéo valtozdsok mennyiben tiikrozik a szinaptikus
transzmissziot. A transzmitterek sejtekbe torténd twjrafelvételét, valamint lebontasat

végzd transzporterfehérjék és enzimek ugyanis folyamatosan jelen vannak, ¢és

crer

Hatranyai ellenére a mikrodializis jelenleg is elterjedt vizsgadlomodszer az
idegtudomanyokban, alkalmazasaval a neurotranszmissziéra vonatkozd értékes

informéciok nyerhetdek.

1.3 Az excitatoros aminosavak analitikai vizsgalata

Komplex Osszetételi mintamatrixokbol torténd meghatarozas mindig komoly kihivas
el¢ allitja az analitikus szakembert. Kiilonosen igaz ez abban az esetben, amikor a
vizsgaland6 vegyiiletek semmilyen kiilonleges kémiai vagy fizikai tulajdonsaggal nem
rendelkeznek. Az excitatoros aminosavak meghatarozasat alacsony koncentraciojuk,
valamint a bioldgiai mintaban nagy feleslegben jelenlévé szamos amin-, illetve

aminosav vegyiilet rendkiviil megneheziti [66,69].

1.3.1 Bioszenzoron alapulé eljarasok

Az excitatoros aminosav neurotranszmitterek egyik lehetséges in vivo vizsgalati modja a
bioszenzoron alapulé modszer. Az eljaras lényege, hogy az egyes transzmitterek
enzimatikus oxidacidja kozben keletkezd hidrogén peroxid molekuldk mikroelektroddal
detektalhatok. Egy jellemzdéen 20-50 pum &atmérdjii platinaelektrodot vonnak be
valamilyen polimerrel, amelybe a vizsgalni kivant transzmitterre specifikus enzimeket
inkorporaljak. A beliiltetett mikroelektrod igy a kornyezetében 1év0 transzmitter
molekuldkat enzimatikus lebontasuk révén érzékeli. A keletkezé hidrogén-peroxidot
tipikusan +500 mV alkalmazott fesziiltség mellett detektaljak [70]. A mikroelektrodak

méretébdl adoddéan a mikrodializis modszerhez képest kisebb agyteriiletek 1is
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tanulmanyozhatok. Hatranya ugyanakkor, hogy szamos transzmitter esetén nincs, vagy
csak kevéssé specifikus oxiddz enzim (pl. D-aminosav oxidaz) all rendelkezése. Az
extracellularis kornyezet bonyolult dsszetétele miatt az elektrodok in vitro kalibracioja
valamint szelektivitasdnak vizsgéalata problematikus. Nagy hattérzajbol addédoan a
modszer érzékenysége elmarad a mikrodializisétdl, jellemzéen a mikromdl feletti

tartomany vizsgalhaté megfeleléen [70].

1.3.2 Elvalasztastechnikai eljarasok

Az elvalasztastechnikai eljarasok soran a vizsgalando6 vegyiiletek valamely fizikai vagy
kémiai tulajdonsdgit hasznaljuk fel arra, hogy egy megfeleléen megvalasztott
rendszerben a tobbi komponenstdl eltérd sebességgel vandoroljanak. Az eltérd
vandorlasi sebesség kovetkeztében nyilik lehetéség ezen vegyiiletek szelektiv
detektalasara. Napjainkban az idegtudomanyi kutatasokban a neurotranszmitterek
meghatarozasat szinte kizardlag valamely elvalasztastechnikai modszer segitségével
végzik.

Szamos géaz-, valamint folyadékkromatografias eljaras ismert, melyeket aminosavak ¢és
rokon vegylileteik meghatarozasara dolgoztak ki. Viszonylag magasabb mintatérfogat
igényiik miatt ezen modszerek mikrodializatumok vizsgélatara kevésbé haszndlatosak.
Gazkromatografids vizsgalat soran az alacsony volatilitdsi aminosavak nehezen
vizsgalhatok, a biologiai mintdk magas viztartalmuk miatt pedig bonyolult elokészitést
igényelnek. A folyadékkromatografian alapuld modszerek jol reprodukalhatdak és
robusztusak, a kiforrott tomegspektrometrias detektalasi technika révén pedig értékes
informaciok nyerhetéek a minta 6sszetételére vonatkozoan is. Ugyanakkor a megfeleld
elvalasztds gyakran hosszl analizisid6t és viszonylag nagy mintatérfogatot igényel.
Biologiai mintdkban jelen 1évé aminosavak kirdlis folyadékkromatografias analizisére
dontéen két eljaras terjedt el [70]. A korai modszerek az aminosav enantiomerek
indirekt elvalasztasat N-acetil-L-cisztein jelenlétében orto-ftalaldehiddel (OPA) torténd
szarmazékképzést kovetden valositottdk meg. A redukald é4gens enantiomer-
tisztasaganak biztositdsa mellett nehézséget okozott az aszpartat és a glutamat
enantiomerek egyidejii elvalasztasa. Tovabbi problémat jelentett a szarmazékok
fokozott instabilitdsa. Ezen mddszereket jellemzden nem, vagy csak részben validaltak,

igy a pontossaguk megkérddjelezhetd [71,38,72]. Hamase €és munkatarsai olyan Un.
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kétdimenzids folyadékkromatografids eljarast dolgoztak ki, mellyel két 1épésben
valdsitottak meg az aszpartat valamint a glutamat enantiomerek elvalasztasat [73]. Az
elsé 1épésben egy forditott fazisu kolonnan térténik az aminosavak akiralis elvalasztasa,
majd az egyes frakciok enantiomerjeinek elvalasztasat egy kiralis allofazis segitségével
¢érik el. Bar a modszer érzékenysége igen magas volt, a rendkiviil hossza analizisidd
(~2h) nem tette lehetové a megfeleld validalast [74,75]. Napjainkban a
folyadékkromatografiaval végzett elvalasztasok rutineljarasnak szamitanak, azonban
relativ koltséges modszerek, igy nagyszamu és kis térfogati minta gyors analizisére

kevésbé kézenfekvé modszerek [69].

A kromatografias modszerekkel ellentétben az elektromigracion alapuld elvalasztasi
modszerek a mintakomponensek eltérd toltés-tomeg aranyat hasznaljak ki. Az
elektromos térben eltérd sebességgel vandorlé komponensek elvalasztasukat kdvetden
szelektiven detektdlhatok. Ha az elvalasztas kapillarisban torténik, akkor kapillaris
elektroforézisrdl, ha iivegfeliiletbe mart csatornakban, akkor mikrochip-elektroforézis
technikardl beszélhetiink. Nagy érzékenységiik, kis mintaigénylik és relativ olcso
lizemeltetési koltségiik révén széles korben elterjedtek aminosavak biologiai mintakbol
torténd vizsgalatara [76]. Tovabbi elényiik, hogy a bonyolult Gsszetételli mintamatrix
zavar6 hatasa kevésbé érvényesiil, valamint kiilonosen alkalmasak enantiomerek
elvalasztasdit megvalositd kirdlis analizisek kivitelezésére. Viszonylag olcson
fenntarthato és lizemeltethetd rendszerek, melyek esetében a modszerfejlesztés gyorsan

és kis koltségbdl megvaldsithato.

1.4  Kapillaris elektroforézis alapelvei

Kapillaris elektroforézis (CE) alatt értjiik a jellemzden 10-150 um atmérdjti, 10-100 cm
hosszu, pufferoldattal toltott dmlesztett kvarc kapillarisban kivitelezett elektromigracion
alapulé elvalasztastechnikai modszereket. Az eljards alapjait kidolgozé korai
vizsgalatokban Hjertén €s munkatarsai még viszonylag nagy belsé atmérdji kapillarist
alkalmaztak, ami szamos gyakorlati problémat vetett fel [77]. Az 50-100 um belsé
atmérdjii kapillarisok elterjedését kovetden a kapillaris elektroforézis mai formajaban
Mikkers, Jorgenson és Lukacs munkdinak nyoman alakult ki [78-80]. Kezdetben a

kutatocsoportok a sajat maguk altal épitett késziilékeken végezték méréseiket,
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napjainkban azonban mar szamos gyarto késziiléke kaphato kereskedelmi forgalomban.
A kapillaris elektroforézis napjainkra széles korben elismert és elterjedt analitikai
modszerré valt, melyet a témahoz kapcsolodo koézlemények évrdl évre novekvd szama

is alatamaszt.

141 A Kkésziilék elvi felépitése

A kapillaris elektroforézis késziilék fobb alkotorészei a kapillaris, a nagyfesziiltségii
tapegység, a minta- és puffertarté edények €s a detektor. A termosztalt kvarc kapillaris,
amelyben az elvélasztds torténik jellemzdéen 50-75 um belsdé atmérdjii. Az elvalasztas
soran a kapillarist pufferoldattal (hattérelektrolit) toltik fel, mely megfeleld vezetd
kozeget teremt, a kapillaris végei pedig a platina elektrodokkal egyiitt altalaban
ugyanazon pufferoldattal toltott edényekbe meriilnek. A hagyoményosan normal
polaritasnak nevezett elrendezés esetén a kapillaris bemeneti (inlet) oldala az andddal, a
kimeneti vagy detektor oldal (outlet) pedig a katoddal teremt kapcsolatot. Ellentétes
elrendezés esetén forditott polaritasrol beszéliink. A gyakorlatban alkalmazott 10-30 kV
egyenfesziiltség hatasara kialakul6 dram altaldban nem haladja meg a 100 pA-t. Az
elvalasztast kovetden a mintakomponensek detektalasa torténhet a kapillarison (UV
elnyelés, fluoreszcencia), vagy kiilsé detektor (elektrokémiai vagy tomegspektrometras
detektor) alkalmazéasaval is. A kapillaris elektroforézis késziilék elvi felépitését az

alabbi abran mutatjuk be (3. abra).
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3. abra A kapillaris elektroforézis késziilék elvi felépitése.

1.4.2 A Kkapillaris elektroforézis elméleti hattere

Az elektroforetikus elvalasztasi modszerek alapja, hogy az elektromos térben, a
mintakomponensek eltéré sebességgel vandorolnak. Egy oldatban 1évé toltéssel
rendelkezé molekula mozgékonysagat a ra hato elektromos erd (Fe), valamint a kozeg
altal meghatarozott ellentétes irdnyu surlodasi erd (Fs) ereddje szabja meg. Mig az
elektromos er6t a molekula toltése (g), valamint az alkalmazott E elektromos tér
nagysdga hatdrozza meg, a surlodasi erdé a részecske hidrodinamikai (Stokes-féle)
sugaratol (r), a kdzeg viszkozitasatol (), tovabba a haladasi sebességétdl (v) fiigg. Az
elektroforetikus migracio soran a két erd kozott dinamikus egyensuly jon 1étre, melynek

kovetkeztében az ion egyenletes v sebességgel vandorol:

Fea=Fs 1)

qE = 6mnrv (2)

v= -3 p-uE 3)
67znr
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A vandorlasi sebesség (V) adott elektromos térerd (E) esetén tehat a toltés, a méret €s a
kozeg viszkozitasanak fiiggvénye, melyeket egyiittesen a Debye-Hiickel-Henry egyenlet

szerint az ion elektroforetikus mozgékonysagaval (u) jellemezhetiink [79].

Gyenge elektrolitok esetében az abszolut mozgékonysagi értékektdl (1) a kisérleti uton
kapott relativ (effektiv) mozgékonysagi értékek (uerr) altaldban eltérnek, mivel ez utdbbi
értékek fliggnek a pH-tol (az oldott anyag pK-jatol) és a pufferkozeg Osszetételétodl, és
figyelembe veszik, hogy a molekulaknak csak egy pH fiiggd frakcidja (0<o<l) van

ionos formaban.

1.4.3 Elektromigracion alapulé technikak sajatossagai

Nagyfesziiltség alkalmazasakor a kapillarisban a mintakomponensek mellett a jelenlévo,
toltéssel rendelkezd elektrolit is aramlani kezd. Ezt a jelenséget elekroozmotikus
aramlasnak (EOF) nevezziik. Az EOF minden olyan esetben jelen van, amikor a
kapillarisfal toltéssel rendelkezik, mivel ilyen esetben elektromos kettdsréteg alakulhat
ki. Omlesztett szilika kapilldrisban a felszini szilanol csoportok pH-fliggd moédon
disszocialnak, az ilyen mdédon negativva valt kapillarisfal mentén az oldatban 1évo
kationok feldisulnak. Elektromos tér hatdsara a kationok a katdd iranyaba kezdenek
vandorolni, ami a kapilldrisban 1évé folyadék dramlésat is eldidézi. Az aramlés
sebessége a kapillaris teljes keresztmetszetében azonos, igy egy kedvezd, ,,digoszeri”
aramlasi profil alakul ki. Ez az elektroforézisre jellemz6 4&ramléasprofil a
folyadékkromatografianal tapasztalhatd lamindris dramlésprofillal ellentétben kevésbé
okoz mintadiszperziot. A szilikafal toltése, ezen keresztiil az elektromos kettdsréteg
vastagsaga ¢és végeredményben az EOF sebessége is a kapillarisba t6ltott elektrolit pH-
jatol  fiigg. EOF jelenlétében a mintakomponensek vandorlasi sebessége a

kovetkezOképpen alakul:
Vv = (uertpeor)E (6)

ahol ues a toltésbol, ueor pedig az elektroozmotikus aramlasbol eredé mozgékonysag. A
toltéssel nem rendelkezd neutrdlis komponensek vandorlasi sebessége megegyezik az
EOF-b6l ered6 mobilitassal (V=ugor). Abban az esetben amikor az elvalasztandd
vegylilet sajat toltésébdl eredd mozgékonysaga és az EOF-bdl eredd6 mozgékonysag

ellentétes eldjelll a toltés-tomeg arany novekedésével csokken az eredd mozgékonysag.
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fgy eléfordulhat, hogy magas elektroforetikus mozgékonysaggal rendelkez6 kis tomegii,
relativ nagy t6ltésti molekulak gyors elvalasztasanak akadalya a nagy elleniranyu EOF.
Az EOF csokkenthet6 az elektrolit viszkozitasanak novelésével (pl. hidroxi-propil-
celluloz alkalmazéasaval), vagy a kapillaris fal bels¢ boritasaval. A felszini szilanol
csoportokhoz kovalensen kotott semleges toltésti polimer-molekuldk viszkozus réteget
képeznek amely meggatolja az EOF kialakulasat. A kapillarisfal boritasa célszert, ha az
elvalasztand6 vegyliletek adszorbedldodhatnak a kapillarisfalon (jellemzden fehérjék),

vagy ha a magas pH-n kivitelezend6 elvalasztast az EOF zavarja [81].

1.4.4 Kapillaris elektroforézis technikak csoportositasa

Béar minden kapilldris elektroforézis technika alapvetd hajtoereje az elektromos tér
hatasara kialakuld vandorlés, a hattérelektrolit dsszetételétdl fliggéen tovabbi fizikai,
illetve kémiai kolcsonhatasok is hozzajarulhatnak a mintakomponensek elvalasztasahoz.
A kapillaris zoéna elektroforézis (CZE) egyszerlisége ¢s sokoldalisiaga miatt a
leggyakrabban hasznélatos moédszer. A kapillaris csupan a pufferrel van toltve, az
elvalasztds alapja az, hogy a kiilonb6zd részecskék diszkrét zondkban mas-mas
sebességgel mozognak. Kationok és anionok elvalasztasa igy tisztan az elektroforetikus
tulajdonsagaikon alapul. A t6ltéssel nem rendelkezé komponensek elvéalasztidsa azonban

ezzel a modszerrel nem lehetséges [82,79,80,14].

Az elektrokinetikus kromatografias eljarasok sordn valamilyen valodi vagy pszeudo-
allofazis is jelen van az elvalasztas soran, igy az allofazissal torténd kdlcsonhatas sordn
az elektroforetikus mellett kromatografias elvek is érvényesiilhetnek. Pszeudo-
allofazisként leggyakrabban micellaképzd anyagokat és kiralis szelektorokat, mig valodi

allofazisként kromatografias tolteteket vagy in situ polimerizalt géleket alkalmaznak.

Toltéssel nem rendelkezd vegyiiletek elvalasztasadra micellaképzd anyagok jelenlétében
nyilik lehet0ség, ezeket a modszereket Osszefoglald néven micellaris elektrokinetikus
kromatografianak nevezziikk (MEKC) [83]. Az MEKC moddszerek tilnyomoé tobbsége
valamilyen anionos feliiletaktiv anyagot (pl. natrium-laurilszulfat) alkalmaz a kritikus
micellaképzddési  koncentraciot (CMC) meghaladd mennyiségben pszeudo-
allofazisként, melynek kovetkeztében hidrofob maggal rendelkezd micellak alakulnak

ki a hattérelektrolitban. Az egyes mintakomponensek sebességét az elektrolit és
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pszeudo-allofazis kozti megoszlasuk befolyasolja. Mig a toltés nélkiili komponensek
elvalasztdsa tisztdn kromatografids elven alapul, a toltéssel rendelkezd
mintakomponensek esetében az elektroforetikus és a kromatografias tulajdonsagok
kozosen szabjadk meg az eredd mobilitast. Az elvalasztast a micellaképzd vegyiilet
lehet befolydsolni. Kiralis elvéalasztds esetén a pszeudo-allofazis optikailag aktiv
molekuldkbol (pl. ciklodextrinekbdl) all, amelyekkel a mintaban 1év6 enantiomer parok

eltér6 mértékben Iéphetnek kolcsonhatasba [84].

Valédi allofazis alkalmazasa esetén kapilléris elektrokromatografiardl (CEC) beszéliink,
a hagyomanyos folyadékkromatografiaval ellentétben itt azonban a vandorlds hajtdereje
a korabbiakhoz hasonloan az elektroozmotikus aramlas [85]. Ekkor a kromatografias
toltet vagy a polimer-gél kdvetkeztében jon 1étre a kromatografias kolcsonhatéds, mig az
EOF jelenléte biztositja az elektroforézisre jellemzd magas elméleti tdnyérszamot. A
kapillaris gélelektroforézis (CGE) a hagyomanyos lap gél-elektroforézis adaptalt
valtozata, melyet biomolekuldk (fehérjék, nukleinsavak) méret szerinti elvalasztasara

alkalmaznak [86,87].

A teljesség kedvéért megemlitem még a kapillaris izoelektromos fokuszalas (CIEF),
valamint a kapillaris izotachoforézis (CITP) technikékat. A CIEF egy dinamikus pH
gradiens létrehozasan alapul, jellemzdéen fehérjék izoelektromos pont alapjan torténd
elvalasztasara alkalmazzak [88]. A CITP soran az egyenetlen téreré eloszlas
kovetkeztében az azonos toltésli ionok zoéndkba rendezddve egyforma sebességgel
vandorolnak a kapillarisban. A  megszokottdl eltéréen azonban az egyes
mintakomponensek nem jol elvald cstcsok formdjdban, hanem egymast kovetd
lépcsokként jelennek meg az izotachoferogramon. F6 alkalmazasi modja a mintaban
alacsony koncentracioban jelenlévé komponensek nagyobb térfogatbol torténd

koncentralasa, melyet atmeneti ITP-nek neveziink [87].

1.5 A Kkiralis kapillaris elektroforézis

A Kapillaris elektroforézissel elérheté nagy hatékonysag kiilonosen alkalmassa teszi a
technikat optikai izomerek elvalasztasara. Azonban az optikai izomerek akirdlis

kozegben sem elektromigracios sem pedig kromatografias tulajdonsagaik alapjan nem
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kiilonboztethetdek meg, igy hatékony elvalasztasuk csak kirdlis segédanyag
alkalmazasaval lehetséges. A kiralis segédanyag funkcidja alapjan két moddszert

kiilonboztethetiink meg.

Az indirekt modszer esetén egy kiralis vegyiilettel torténd reakcid soran tobb
kiralitascentrummal rendelkezé szdrmazékok képzddnek. Ezek a diasztereomer parok
mar eltérd fizikai tulajdonsagaik alapjan elvalaszthatdak. A modszer analdg a preparativ
eljarasokban alkalmazott reszolvalasi modszerrel. Fontos ugyanakkor, hogy a
szarmazekképzO enantiomer-tisztasaga kiilondsen magas legyen, ellenkezd esetben a
képz6dé melléktermékek torzitjdk a moddszer pontossagat. Az indirekt elvalasztas
hatranyos tulajdonsagai miatt napjainkban mind a kromatografids mind az
elektromigracion alapuld technikdk esetében a direkt kirdlis elvéalasztast részesitik

elényben [89].

Direkt elvélasztas soran a hattérelektrolit valamilyen optikailag aktiv vegytiletet (kiralis
szelektorbol all6é pszeudo-allofazist) tartalmaz, ami képes az elvalasztandd
enantiomerekkel reverzibilis mddon zarvany-komplexet vagy diasztereomert képezni. A
kiralis elvalasztds a szelektor és az egyes enantiomerek kozotti eltérd erdsségl
kolcsonhatason alapul. A szelektorral torténd kolcsonhatas legalabb harom pontos kell,
hogy legyen, amibdl egy pontnak sztereoszelektivnek kell lennie [90]. Kiralis
elvalasztas akkor jon létre, ha az enantiomerek komplexképzési egyensulyi allandoi
kiilonboznek, valamint eltérd a komplex, illetve szabad formak elektroforetikus
mobilitasa. A szelektorral torténd kolcsonhatds kromatografids jellegli, mig a
vegyliletek vandorlasa elektromigracids tulajdonsagaikon alapul. Az enantiomerek
sikeres elvalasztasa tehat két eltérd eredetii tulajdonsag kovetkeztében kialakulo effektiv

mobilitaskiilonbség kdvetkeztében jon 1étre.

1.5.1 Azenantiomer elvalasztas alapja:

A direkt elvalasztas soran kialakulo effektiv mobilitas a szabad és komplex formaban

([E], illetve [EC]) fiiggvénye:

__[E]1 ., [EC]

T [E1+[ECT” " [E1+[ECT’® v

Heft
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A szelektorral torténd komplexképzés egyensulyi folyamat, amelyet a kovetkezoképpen

irhatunk le:
[EC] = K[E][C] (8)

ahol K a folyamatra jellemz6 egyensulyi allando, mig [C] a szabad szelektor

koncentracio. A (7) egyenletbe behelyettesitve, majd egyszerisitve a kovetkez6t kapjuk:

K[EI[C i+ 1 KIC]
= EL L KEC s o
[E] +KIE]IC] [E] +KIE]IC] 1+K[C]
Az enantiomerek mobilitaskiilonbségét kifejezve:
+ 11, K- [C] + 11, K, [C]
A et = /usz - /Jiff = AR - A (10)

1+K.[C] 1+K.[C]
Az effektiv mobilitaskiilonbség adodhat a komplexek eltérd stabilitasabol (Ki£K>), vagy
a komplexek eltérd mobilitasdbol (. # ) [91]. Mivel gyakorlatban az eltérd

stabilitasi  komplexeknek van elsésorban jelentdsége, az egyenlet . = u

felhasznalasaval tovabb egyszertiisitheto:

E (,Uf_/uc)(Kz_Kl)[C]
1+(K:+K,)IC] +K:K.[C]*

(11)

A rendszer szelektivitasat az o paraméterrel jellemezhetjiik, amely megegyezik az

egyensulyi allandok, illetve az enantiomerek migracios idejének (i1, to) ardnyaval:

1
a:& _ b He (12)

K1 ta /ijf

1.5.2 Kiralis elvalasztast befolyasolo tényezék

1.5.2.1 EOF

Az elektroozmotikus aramlas azonos mértékben jarul hozza minden mintakoponens

mobilitasdhoz az alabbi mddon:

t, _ Mot M
aapp= _2 — eff EOF (13)

2
t: Hest + Heor
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Az effektiv mobilitassal azonos iranya EOF csokkenti, mig az ellentétes iranya EOF

noveli a rendszer szelektivitasat.

1.5.2.2 Kirdlis szelektor toltése

Toltéssel rendelkezd szelektorokkal lehetdség nyilik neutrdlis  enantiomerek
elvalasztasara is, ekkor ugyanis a szabad, illetve a komplex formak mobilitasa eltér
egymastol, a szelektor pedig szallito6 molekulaként részt vesz az enantiomerek
mozgatasaban. Ellentétes toltésii szelektor és elvalasztandd vegyiilet esetén a kialakulo
ionos kolcsonhatasok miatt a komplexképzés erdssége altaldban nd. A komplex a
szabad molekulaval ellentétes irdnyt mobilitasa tovabb novelheti a rendszer
enantioszelektivitasat [92,93]. Az esetek talnyomo tobbségében mind a szelektor, mind
a vizsgalt vegyiilet gyenge elektrolit, igy az ionizacid mértéke és ezen keresztiil a

rendszer szelektivitdsa nagyban fiigg az alkalmazott pH-tol.

1.5.2.3 Tobb kirdlis szelektor jelenléte

Tobb  kiralis  szelektor egyidejii jelenléte esetén az enantiomerek eredd
mobilitaskiilonbségét az egyes szelektorok hatdsara Iétrejott mobilitaskiilonbségek

sulyozott 0sszegeként kaphatjuk meg.

- i)(Ki-KDIC]
v=2idui = - - __ 14
Ao At = A KOIC T+ KK O T (14)

ahol i az egyes szelektorok koncentraciojatol, illetve a komplexek kompetitiv stabilitasi
allandoitol fiiggd sulyfaktor. Gyakorlatban két kiralis szelektort tartalmazé rendszereket
haszndlnak. Az enantioszelektivitds abban az esetben nd, ha az egyes szelektorok
hatdsara kialakulé mobilitaskiilonbség azonos eldjeli. A toltéssel nem rendelkezd
szelektorok esetén akkor érhetiink el novekedést az enantioszelektivitasban, ha minden
szelektor azonos enantiomer felé rendelkezik nagyobb affinitassal. Toltéssel rendelkezd
szelektorok esetében lathattuk, hogy a komplexalt forma mobilitdsa akar ellenkezd
iranyt is lehet. Abban az esetben, ha tobb, toltéssel rendelkezd szelektor van
egyidejlileg jelen, leginkabb akkor né az enantioszelektivitas, ha az egyes szelektorok
eltérd enantiomerek fel¢ rendelkeznek nagyobb affinitdssal, és eltérd irdnyban
befolyéasoljak az enantiomerek mobilitasat. A toltéssel rendelkezd szelektor ugyanakkor

betolthet csupan szallitd funkcidt is. Ekkor nem sziikséges enantioszelektivitassal
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rendelkeznie (azt biztosithatja egy masik jelen 1év6 neutralis szelektor), szerepe pusztan

a szabad enantiomerek mobilitasanak befolyasolasa [94].

1.5.3 Kiralis szelektorok

1.5.3.1 Ciklodextrinek

A ciklodextrinek gliikopirandz alegységekbdl felépiilé ciklikus oligoszacharid
molekulak, melyek enzimatikus bontassal keményitébdl allithatok elé [95]. Jellegzetes
csonkakup formaval, valamint egy belsé hidrofob lireggel rendelkeznek, melyet a
gliikopiran6z egységeket 0sszekotd éteres oxigénatomok alakitanak ki. A csonkakup
szélesebb peremén taldlhatok a gliikopirandz egységek 2-es és 3-as szénatomjahoz
kapcsolodo hidroxil-csoportok, mig a keskeny peremen a 6-0S szénatomhoz kapcsolodo
hidroxil-csoportok. A hidroféb iireg révén képesek szamos apolaris molekulaval
zarvanykomplexet képezni. A zarvanykomplexképzés soran a peremen talalhato kiralis
szénatomok kdlcsOnhatasba 1éphetnek az enantiomerek aszimmetria centrumaival.
Eltéré erdsségli kolcsonhatds esetén az enantiomerek nem ugyanannyi idot fognak
komplexalt formaban eltolteni, mely lehet6séget teremt a kiralis elvalasztasra [96].
Koénnyli hozzaférhetdsége, alacsony d4ra miatt ma mar a kirdlis kapillaris
elektroforézisben dontéen a ciklodextrineket és szarmazékait hasznaljak [96-99]. A
szabad hidroxil-csoportokon keresztiil a ciklodextrin molekulak tovabb modosithatok,

igy napjainkban szamos félszintetikus szarmazék ismeretes [95].

A nativ ciklodextrinek esetében az dket alkotd gliikopirandz egységek szama alapjan
megkiilonboztethetiink a-, B-, illetve y-ciklodextrint, melyek rendre hat, hét és nyolc
alegységbdl épiilnek fel. Az alegységek szdma meghatarozza a hidrofob iireg méretét is.
Ahhoz, hogy a =zarvanykomplex kellden stabil legyen, elengedhetetlen a
vendégmolekula pontos illeszkedése az iiregbe. Az egyszerlibb, benzol-gylriit
tartalmazd vegyiiletek szamdra a P-ciklodextrin molekuldk {iregmérete a
legmegfelelébb. Mig az a-ciklodextrin tal kicsiny iiregmérettel rendelkezik, a
y-ciklodextrin iiregmérete a nagyobb, kondenzalt gylirtirendszerek szaméara megfeleld

[99].

A leggyakrabban alkalmazott neutrdlis szdrmazékok a kiilonb6zé mértékben metilalt,

vagy hidroxipropil-csoporttal modositott f-, illetve y-ciklodextrinek. A moddositas
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kovetkeztében ndhet a szelektor oldhatosaga, valamint a szubsztituensek lehetéséget
nytjtanak 0j kolcsonhatasok kialakuldsara. A modositott ciklodextrinek esetében
beszélhetiink  véletlenszerlien  szubsztitualt  keverékrdl, illetve  izomertiszta
szarmazekokrol. Az eldbbit csak egy atlagos szubsztitucios fokkal jellemezhetjiik, és
bar bizonyos esetekben jobb kiralis szelektivitdst biztosithatnak, a bizonytalan

Osszetétel reprodukalhatdsagi problémakat vethet fel.

A toltéssel rendelkezd ciklodextrinek esetében a mar meglévd kolcsdonhatasok mellett
(ellentétesen toltott vendégmolekula esetén) lehetéség van ionos koOlcsonhatas
kialakuldséra is. Az ellentétes toltések miatt a komplexalt és a szabad forma kozotti
mobilitaskiilonbség nagyobb lehet, mint a toltéssel nem rendelkezd szelektorok esetén,
igy hasznalatukkal egyes esetekben nagyobb szelektivitas érhetd el. Bazikus vagy
neutrdlis mintakomponensek elvalasztasara eldszeretettel alkalmaznak negativ toltésii
ciklodextrin szarmazékokat. Leggyakrabban szulfonsav-, alkilszulfonsav-, vagy
karboxil-csoporttal szubsztitualjak a hidroxil-csoportokat, és a jobb reprodukalhatosag
érdekében kidolgoztak ezen szubsztituensek izomertiszta eldallitasat is. Gyengén savas
karakteri vegyliletek alacsony pH-n elvalaszthatok szulfatalt ciklodextrinekkel. Ekkor
az elvalasztandd vegylilet ionizacidja visszaszorul, a szelektor toltése viszont

megmarad. A visszaszorul6 EOF helyett a szelektor-vendégmolekula komplex

rrrrr

Kationos ciklodextrinek esetében leggyakrabban a gliikkopiran6z alegység 6-0S
szénatomjahoz kapcsolédd hidroxil-csoportot cserélik le amino- vagy alkilamino-
csoportra. Felhasznalasuk tilnyomd tobbségében savas karakterli, tehat ellenkezd
toltésti  vegyiiletek elvalasztasara terjed ki. Ismerctesek tovabba 6-deoxi-6-
alkilimidazolino-, valamint kvaterner ammonium-szarmazékok is. Ezen szelektorok
jellegzetessége, hogy pH-fliggetlen pozitiv toltéssel rendelkeznek, és rendkiviil alacsony

koncentracioban mar megfeleld enantioszelektivitast nyujtanak [101].

1.5.3.2 Egyéb kiralis szelektorok

Enantiomerek elvalasztasara hasznalhatok kiralis tenzidek (leggyakrabban epesavak és
azok szarmazékai), melyek képesek optikailag aktiv micelldkat alkotni. A kirdlis
micellaval az egyes enantiomerek eltéré mértéki kolcsonhatast alakitanak ki [102],

mely az elvalasztas alapjat képezi. Ezen eljarasok kozé soroljuk az akiralis vagy kiralis
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micelldk ¢és ciklodextrinek alkotta terner rendszereket is. Ezen rendszerek mind a
semleges, mind a toltéssel rendelkezd, esetleg erdsen lipofil vegyiiletek enantiomer-

elvalasztasara is alkalmasak [103].

Fehérjék pszeudo-allofazisként torténd alkalmazasat affinitds elektrokinetikus
kromatografidnak nevezziik. A fehérjék képesek az egyes enantiomereket eltérd
erdsségel kotni, mely folyamat analdog a gyogyszermolekula-receptor kdlcsonhatassal
[104]. Mivel a kiralis felismerés mechanizmusa bonyolult folyamat, az elvalasztas

koriilményei kevéssé tervezhetoek.

Egyes makrociklusos antibiotikumok kiralis centrumaik, valamint funkci6s-csoportjaik
révén képesek enantioszelektiv kdlcsonhatést 1étrehozni a vizsgalando vegytiletekkel. A
gyakorlatban  rifamicin  szarmazékokat  bazikus  tulajdonsagii = vegyiiletek
enantiomerjeinek elvalasztasara, mig a glikopeptideket (vancomycin, teicoplanin)
jellemzOen savas karakter(i vegyiiletek elvalasztasara alkalmazzak [105]. A mar
ismertetett szelektorok mellett alkalmaznak még koronaétereket [106], kiralis
kalixaréneket, valamint negativ tOltésii  poliszacharidokat kiralis kapillaris
elektroforézissel torténd elvalasztas soran [98]. Ismeretes tovabba a ligand-cserén
alapulo kiralis elvalasztas, melynek soran egy szerves molekula-fém-ion komplex van
jelen. A kiralis elvalasztas soran az enantiomerek a fém-ionnal versengenek a

komplexképzésért [107].

1.6 Detektalas

A kapillaris elektroforézis technikdk esetében a néhany nanoliternyi injektalt minta
komponenseinek detektalasdhoz megfeleld érzékenységli modszerek sziikségesek. A
kisérleti elrendezéssel vald kompatibilitasa révén foként az optikai Gton torténd
detektalasi modok terjedtek el. A kvarc kapillaris (anyagabol adédoan) sem az UV-

elnyelésen, sem a fluoreszcencia detektalasan alapuld modszereket nem zavarja.

Az UV-elnyelésen alapuld detektalds esetében a legnagyobb korlatozd tényezd a
modszer relativ alacsony tomegérzékenysége, ami a rendkiviil rovid abszorpcids
uthosszbol adodik. Specialis kialakitasu detektorcellakkal (buborékcella, Z-cella) ugyan
javithatd az érzékenység, azonban a megnovekedett a&tmérd zonakiszélesedéshez, igy a

csucsok torzulasahoz vezethet.
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Fluoreszcens detektalasi mod alkalmazasaval az érzékenység nagysagrendekkel
novelhetd a hagyomanyos UV-elnyelésen alapuld detektalashoz képest. Ennek soran a
mintakomponenst elészor egy megadott hullamhossza fotonnal gerjesztjiilk, majd a
gerjesztett molekula alapallapotba torténd visszatérése soran emittalt fotont detektaljuk.
A gerjesztési, valamint az emisszids hullamhossz vegyliletspecifikus, igy a kivant
komponenst szelektiven és érzékenyen lehet detektalni. Kozvetleniil azonban csak
viszonylag kevés vegyiilet detektalhatd ezzel a mddszerrel, ezért az esetek tobbségében
sziikséges az analizist megeldzden a vizsgalt vegyiiletek szarmazékképzése. A modszer

alapvet6 hatranyai a szarmazékképzésbol adodnak [108].

Az elektrokémiai elven alapuld detektaldsi modszerek az optikai Gton torténd detektalas
alternativai lehetnek. Megfelel6 kivitelezésiik azonban specialis elektronikai egységet és
modositott kapillarist igényel, valamint korlatozott a detektalhatd vegyiiletek kore. A
kapillaris elektroforézis tomegspektrométerrel torténd Osszekapcsolasa lehetdséget
teremt az elvalasztott vegyiiletek szerkezetének tanulmanyozéasara. A rendkiviil
alacsony injektalt mintatérfogat és az alacsony aramlasi sebesség miatt azonban az
elérhet6 érzékenység a fluoreszcens tton torténd detektalasét nem haladja meg. Tovabbi
problémat jelent a két berendezés megfeleld csatolasa, az alkalmazhaté segédanyagok
¢s pufferek sziik kore pedig megneheziti a modszerfejlesztést. Fehérjék és biomolekulak
analizise soran értékes szerkezeti informaciokat szolgaltat, ezért alkalmazasa foleg ezen
a terlileten gyakori [109]. A fébb detektalasi modszereket, érzékenységiiket valamint
alkalmazasukkal jar6 eldnydket, illetve hatranyokat az aldbbi, I. tablazatban foglaltam

0ssze.
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I. tablazat A kapillaris elektroforézis soran alkalmazott detektalasi modszerek.

i Kimutatasi hatar et 7 rax
Modszer abszolut (mol)  koncentracio (M) Elonydl/hatranyok

e univerzalis

UV-lathato fény 1010 10°-10° e adiddasor spektralis

elnyelés . Y .
Y informaciokat nyhjt
e ¢rzékeny
Fluoreszcencia 10510 107-107 e altalaban szarmazékképzés

sziikséges a mintabol

e nagyon érzékeny
e 4ltaldban a minta
1018-10% 1010102 szarmazékképzése
sziikséges
o driga

Lézer indukalt
fluoreszcencia (LIF)

e ¢rzékeny szelektiv, de csak
elektroaktiv részecskékre jo

Amperometria 10"8-10™%° 10™%-10 e specidlis elektronikai
egység ¢és modositott
kapillaris sziikséges

e univerzalis

Vezetdképesség-mérés 10™°-10° 107-10° * sSpeen h§ elel?tronrlkal
egység ¢és modositott

kapillaris sziikséges

o ¢rzékeny és szerkezeti
informaciokat is nyujt

e aCE és MS illesztése
problematikus

Tomegspektrometria 10610 108-10°

Indirekt UV, 10-100-s7or gyengébb mint e univerzalis

fluoreszcencia, e gyengébb érzékenység mint

a direkt modszerek esetén

amperometria a direkt modszerek esetén

1.7  Fluoreszcens szarmazékképzés

Fluoreszcens folyamatok soran egy fluorofor (fluoreszcenciat mutatd molekula)
alapallapoti m vagy nemkoté elektronja egy adott hullamhosszi foton elnyelése
kovetkeztében gerjesztddik (excitacio), amely soran egy magasabb energiadllapotd m*-
lazitopalyara keriil. A gerjesztett allapotbol az alapéllapotba vald visszatérés torténhet
foton kibocsajtas (emisszid), vagy egyéb, nem sugarzassal jaré folyamatok soran. Az
emisszioval jar6 folyamatok aranyanak jellemzésére a kvantumhatasfokot (@y), mig a
fluorofor gerjeszthetdségére a molaris abszorptivitast (¢) hasznaljuk. Fontos

kovetelmény a gyakorlatban alkalmazott fluoroférokkal szemben, hogy magas
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kvantumhatasfokkal és moldris abszorptivitdssal, valamint kelld fotostabilitassal

rendelkezzenek [110].

Altalanossagban aromas gyiiriirendszert tartalmazod szénhidrogének, illetve kondenzalt
heterociklusos  rendszereket  tartalmazé  vegyliletek  felelnek meg  ezen
kovetelményeknek. A gyliriikhoz kapcsolodo funkcids-csoportok ugyanakkor nagyban
modosithatjadk a vegyliletek fluoreszcens tulajdonsagait. Alapvetd szabalyként az
mondhatjuk, hogy az elektronkiildé-csoportok (-NH,, -NHR, -NR;, -OH) jelenléte
magas kvantumhatasfokot eredményez ¢€s az excitaciés maximumot a hosszabb
hullamhosszak iranyaba tolja, mig az elektronszivé-csoportok (-CHO, -COOH, -NO,,
-F) negativan befolyasoljadk a kvantumhatasfokot. A fluoreszcenciat befolyasolja
tovabba az olddszer polaritdsa, valamint savas vagy bazikus karakterli funkcios-
csoportok esetén az alkalmazott pH is. Ahhoz, hogy egy fluorofért szarmazékképzdként

alkalmazhassunk rendelkeznie kell egy reaktiv funkcios-csoporttal is.

Rendkiviil magas érzé¢kenységet érhetiink el abban az esetben, ha gerjeszt forrasként
valamilyen lézerfényt haszndlunk. Ebben az esetben lézerindukalta fluoreszcencia
detektalasrol  (LIF) beszélink. A 1ézerfény tulajdonsigaibol  kovetkezden
monokromatikus és koherens, igy nagy energiastiriiséget biztosit. A nagy energidju
1ézernyalab hatékonyan gerjeszti a detektorablak el6tt elhaladd vegyiileteket, igy tobb
nagysagrenddel noveli a modszer érzékenységét. Kereskedelmi forgalomban jelenleg
argon-ion lézerek (488 nm) mellett He-Cd 1ézerek (325/442 nm), valamint diddalézerek
kaphatok.

Bioldgiai mintak kapillaris elektroforézissel torténd vizsgalata soran érzékenysége és
szelektivitasa révén a 1ézerindukalta fluoreszcencia az egyik leggyakrabban alkalmazott
detektalasi mod [111,108]. Elényosen alkalmazhato alacsony koncentracioban jelenlévo
mintakomponensek Osszetett mintamatrixban torténd vizsgalatara. Az esetek tilnyomo
tobbségében a kérdéses mintakomponensek azonban dnmagukban nem fluoreszkalnak,
igy csak fluoreszcens szarmazékképzést kovetden detektalhatok. Szarmazékképzes
sordn a vizsgalandd molekula funkcids-csoportja és a szarmazékképzd vegyiilet kozott
kovalens kotés alakul ki, és végeredményben fluoreszcens termék képzddik. Ha a
szarmazékképzd onmagéban is rendelkezik fluoreszcenciaval, akkor fluorofor, ha csak a

kialakult termék fluoreszkal, akkor fluorogén tulajdonsagu vegytiletrél beszéliink.
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A szarmazékképzés torténhet az  elvalasztist megelézden  (pre-kapillaris
szarmazékképzés), valamint az elvélasztas alatt (on-line szdrmazékképzés), ritkabb
esetben elvalasztas utan (poszt-kapillaris szarmazékképzés) [110]. A legegyszeriibben
kivitelezhetd €s leggyakrabban alkalmazott modszer a pre-kapillaris szarmazékképzés.
Elénye, hogy hosszabb reakcioid6t és magas homérsékletet igényld reakcidk is
kivitelezhetoek, alacsony térfogatu (< 2 pl) mintdk kezelése ugyanakkor problémas.
Lehet6ség van viszont minta-koncentraciora, illetve a reagensfelesleg eltavolitasara is.
Az on-line szarmazékképzés soran a reakcid az elvalasztas alatt a kapillarisban jatszodik
le. Ebbdl adododan csak olyan fluorogén szarmazékképzok alkalmazhatdak, amelyek
alacsony homérsékleten, rovid id6 alatt reagalnak a mintakomponensekkel. Az on-line
szarmazékképzés torténhet a szarmazékképzd, majd a minta szekvencidlis
injektalasaval, vagy a szarmazékképz6 hatérelektrolitba torténd inkorporalasaval. Ekkor
az elvalasztas soran a mintakomponensek keresztiilhaladnak a szarmazékképzd zonan,
melynek soran kialakulnak a fluoreszcens szarmazékok. A masik lehetdség, hogy
kozvetleniil a kapillarisra juttatis eldtt egy T-csatlakozd segitségével keverik dssze a
mintat a szarmazékképzovel. Ezt a technikat gyakran kombindljdk mikrodializissel, igy
nagy id6beli felbontas érhetd el [112,113]. Az on-line modszerek legnagyobb hatranya,

hogy érzékenységiik elmarad a pre-kapillaris szarmazékképzés érzékenységétol.

1.7.1 Szarmazékképzokkel szemben tamasztott kovetelmények:

Az 1dealis szarmazékképzd oldhatd és kellden stabil abban a kozegben, amiben a
reakcié gyorsan és enyhe koriilmények kozott végbemegy. Mig a szarmazékképzo
onmagaban nem fluoreszkal, a képzddd termék stabil és erds fluoreszcenciat mutat.
Mindemellett az idedlis szarmazékképzé nem toxikus és megfeleld tisztasdgban,
kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd. A valosdgban természetesen egyetlen
szarmazékképzO sem felel meg az Gsszes, itt felsorolt kovetelmeénynek, a gyakorlatban
torténd alkalmazhatésdgukat azonban jorészt ezen tulajdonsdgaik szabjadk meg
[110,114]. A kapillaris elektroforézisben alkalmazott szarmazékképzok esetén fontos,
hogy a képzddd termék ne legyen talsdgosan lipofil, ekkor ugyanis a kapillarisfalhoz

torténd adszorpcid miatt csucstorzulds kovetkezhet be.
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1.7.2 Fluoreszcens szarmazékképzé vegyiiletek csoportositasa

Az amin-csoporton keresztiili szarmazékképzés viszonylag egyszerii, ezért biologiai
mintak analizise sordn elOszeretettel alkalmaznak amin-reaktiv szdrmazékképzoket. A
szarmazékképzok megfeleld koriilmények kozott szelektiven képesek a vizsgalandd
vegyitiletek primer és/vagy szekunder amino-csoportjaival reagalni. A reakcio feltétele a
deprotonalt amino-csoport, ezért ezen reakciok enyhén lugos pH-ji kdzegben (pH 8-10)
zajlanak. Megvalosithatd természetesen tiol-, vagy karboxil-csoporton keresztiili
szarmazékképzés is, bar ennek gyakorlati jelentdsége kisebb [115,116]. A gyakorlatban

elterjedt amin-reaktiv szarmazékképzbket az alabbi, II. tablazatban foglaltam 6ssze:
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II. tablazat A gyakorlatban alkalmazott szarmazékképzok szerkezete és tulajdonsagaik.

Szarmazékképzo gerjesztési detektalasi

vegyiilet képlete hullimhossz  hullimhossz Tulajdonsagok

OPA (orto-ftalaldehid)
e Fluorogén
cHO o Tiol-csopgrtot )
tartalmazé vegyiilet
©: CHO 340 nm 455 nm jelenléte sziikséges.

e Gyors reakcio (1-2 perc)

e Instabil szarmazékok
képzddnek.

NDA (2,3-naftalindialdehid)
e Fluorogén

CHO 420 nm. o Ciﬁlniq ionok jelenléte
440 nm 490 nm sziikséges
CHO e Draga lézerforrast
igényel

CBQCA (3-(4-karoboxibenzoil)-2-kinolin-karboxaldehid)
e Fluorogén

CHQO . .
e Cianid ionok jelenléte
488 nm 520 nm sziikséges.

o Kevésbé érzékeny az
NDA-hez képest.

Y

FQ (5-furoilkinolin-3-karboxaldehid)
e Fluorogén
e Cianid ionok jelenléte

488 520 nm sziikséges.
Kevésbé érzékeny az

NDA-hez képest.

Zg\ /g o
o)

CHO

NBD-F (7-fluoro-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazol)
e A reakcio soran kevés
fluoreszcens

F hidrolizistermék
_N képzddik.
_ 0 488 nm 520 nm e Gyors reakcio.
N o A szarmazékok kevéssé
NO, fényérzékenyek.

e pH-fiiggetlen
fluoreszcencia
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FITC (fluoreszcein-izotiocianat)

e Fluorofor.

e Szamos fluoreszcens
hidrolizis melléktermék
képzodik.

A képz6do termékek
stabilak.

e Fényérzékeny.

488 nm 520 nm

CFSE (5-karboxifluoreszcein-szukcinimidil-észter)
e Fluorofér
e Hatékonyabb
szarmazekképzési
reakcio
o Kevesebb fluoreszcens
488 nm 520 nm hidrolizistermék
o Kevéssé elterjedt.

DTAF (5-(4,6-diklorotriazinilamino)-fluoreszcein)

e Fluorofor.

e Kevesebb fluoreszcens
hidrolizistermék

o Kevésseé elterjedt.

488 nm 520 nm

1.7.2.1 Fluorogén szarmazékképzok

Az egyes szarmazékképzok koziil az orto-ftalaldehid (OPA) alkalmazasa tekint vissza a
leghosszabb multra. Az OPA 1lugos kozegben, szobahOmérsékleten, redukaléd tiol-
tartalmi agens (2-merkaptoetanol, N-acetil-cisztein) jelenlétében primer amino-
csoportokkal képez fluoreszcens szarmazékot, melyek 325 nm-en He-Cd lézerrel

gerjeszthetok. Bar a reakcio gyors (1-2 perc), a kialakult termék stabilitasa alacsony,
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amely reprodukalhatosagi problémakat vet fel. Napjainkban hasznélata egyértelmiien

visszaszoruloban van [115].

Az OPA-ndl tapasztalhato stabilitdsi problémak kikiiszobdlésére szamos analog
vegyliletet szintetizaltak, melyek kozil a 2,3-naftalindialdehid (NDA), az
5-furoilkinolin-3-karboxaldehid  (FQ) és a  3-(4-karoboxibenzoil)-2-kinolin-
karboxaldehid (CBQCA) alkalmazasa terjedt el. Az OPA-hoz képest hosszabb reakcio
(15, 20, illetve 45 perc) soran azonban jelentGsen stabilabb izoindol-szarmazékok
képzddnek. A stabilitds novekedése mellett tiz-szazszoros érzékenységnovekedés érhetd
el [117-119]. A megfeleld reakcio feltétele azonban cianid-ionok egyidejii jelenléte,
amely megneheziti a mintael6készitést és a mintakezelést, tovabba az NDA-
szarmazékok 450 nm-en gerjeszthetdek, ami specidlis, draga 1ézerforrast igényel. Az FQ
¢s a CBQCA szarmazékok a hagyomanyos argon-ion lézerrel detektalhatok, azonban
mind stabilitdisban mind érzékenységben elmaradnak az NDA-szarmazékokhoz képest.
Tovabbi fluorogén szarmazékképzok a 9-fluorenilmetil-kloroformat (FMOC-CI) az
1-dimetilaminonaftalin-5-szulfonil klorid (Dansyl-Cl) és a fluoreszkamin kapillaris
elektroforézisben kevésbé hasznalatosak, mind stabilitdsban, mind érzékenységben

elmaradnak a korabban targyalt vegyiiletektol [120].

A T7-kloro-, illetve 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (NBD-Cl, NBD-F) gyakran
alkalmazott, fluorogén tulajdonsagli szarmazékképzd vegyiiletek. A  fluorozott
szarmazék mintegy tizszer reaktivabb a klorozott formanal, igy rovid id6 alatt (5-15
perc) bar viszonylag magas hémérsékleten (55-65 °C) reagal primer és szekunder
aminokkal [121]. Bar a reagens 6nmagaban nem fluoreszkal, a vizes kézegben képzddo
hidrolizistermék (NBD-OH) fluoreszcens tulajdonsagu. A fluorofor
szarmazékképzOkhoz képest azonban még igy is sokkal tisztabb elektroferogram

varhato. A képz6dd szarmazékok 488 nm-en gerjeszthetdk.

1.7.2.2 Fluorofor szarmazékképzok

A gyakorlatban elterjedt fluorofor szarmazékképzok jellemzden fluoreszcein tipust
vegyiiletek. A képzddd szarmazékok stabilitdsa és magas kvantumhatidsfoka miatt a
kapillaris elektroforézis modszerek esetében gyakran alkalmazott reagensek. A
hidrolizis soran képz6d6 nagyszamu fluoreszcens melléktermék, valamint a reagens

feleslege miatt azonban az elvalasztas koriilményeit koriiltekintéen kell megvalasztani.
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A fluoreszcein-izotiocianat (FITC) egyike a legszélesebb korben alkalmazott amin-
reaktiv szarmazékképzOknek. Mind primer, mind szekunder aminokkal reagal, a
képz6do szarmazékok stabilak és erdteljes fluoreszcenciaval rendelkeznek. A reakcid
tipikusan szobahémérsékleten megy végbe és relativ hossza id6t (16 ora) igényel [122-
124], bar egyes szerzOk magasabb homérsékleten torténd, rovidebb ideji
szarmazékképzésrol is beszamoltak [125,126]. A reakcid katalizisére hasznalt piridin
hatdsa nem egyértelmiien bizonyitott. Az analizist megel6zden altalaban a mintak 50-

100-szoros higitasa sziikséges.

Szintén fluoreszcein analdg vegyiiletek az 5-(4,6-diklorotriazinilamino)-fluoreszcein
(DTAF) ¢és az S-karboxifluoreszcein-szukcinimidil észter (CFSE), melyek kevésbé
hajlamosak hidrolizisre és reaktivabbak, ugyanakkor a FITC-hez hasonldan a gerjesztési
maximumuk 488 nm kozelébe esik. A magasabb reaktivitds hatékonyabb ¢és gyorsabb
szarmazékképzést eredményez [127,128,123,129]. Elényds tulajdonsagaik ellenére

kevésbé szamitanak elterjedt szarmazékképzo vegytileteknek.

Az egyes kutatocsoportok altal kifejlesztett szarmazékképzok, mint pl. a 6-oxi-(N-
szukcinimidil-acetat)-9-(2"-metoxi-karbonil)-fluoreszcein  (SAMF), vagy az N-
hidroxiszukcinimidil-fluoreszcein-O-acetat (SIFA) kereskedelmi forgalomban nem
hozzaférhetéek, igy alkalmazasuk csak néhany tanulmanyra korlatozodik [130,131].
Tiol-reaktiv fluoreszcein szarmazék az 5-jodacetamido-fluoreszcein, amely bioldgiai
mintak tiol-csoporttal rendelkez6 komponenseinek (cisztein, homocisztein, glutation)
meghatarozasara hasznalatosak [132]. Kis molekulak analizisére kevéssé terjedtek el a
cianin alapu, infravords 1ézerrel gerjesztheté szarmazékképzok. Hasznalatuk nem jar

jelentds érzékenységnovekedéssel.
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2 Célkitiizések

Munkém soran olyan nagyhatékonysagu kapillaris elektroforézis modszereket kivantam

cyey

excitatoros aminosav neurotranszmitterek gyors €s hatékony meghatarozasara.

Célul tiztem ki:

1. Nagyhatékonysagl kapillaris elektroforézis modszer kidolgozéasat és validalasat

aszpartat és glutamat egyideju akiralis meghatarozéasara mikrodializatumokbol.

2. A Semmelweis Egyetem Anatomiai-, Szovet ¢és Fejlodéstani Intézetével
egylittmiikddésben az aszpartat és a glutamat felszabaduldsi kinetikdjanak

vizsgalatat hazi csirkékben, mikrodializis segitségével.

3. Aszpartdit és glutamat enantiomerek egyidejii elvalasztasara alkalmas kiralis

kapillaris elektroforézis moédszer kidolgozésat és validalasat.

4. Tovabbi egylittmitkddésben excitdtoros aminosav enantiomerek, ezen beliil kiilonos

crer

agyteriileteirdl szarmaz6 szovetmintakban.
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3  Maéddszerek

3.1  Felhasznalt anyagok

Standardok: az L-aszparaginsavat, D-aszparaginsavat, D-glutaminsavat, valamint a
DL-y-karboxiglutaminsavat a Sigma-Aldrich-tol (St. Louis, MO, USA), mig a
mononatrium-L-glutamat monohidratot, valamint az L-ciszteinsavat a Fluka-tol (Buchs,
Svajc) vasaroltuk. A vegyiileteket 10° M koncentracioban oldottuk mesterséges
gerincveld folyadékban (ACSF), melyet a Semmelweis Egyetem Gyobgyszertara

biztositott szamunkra. A torzsoldatokat a felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

Szarmazékképzok: a szarmazékképzéshez hasznalt fluoreszcein-izotiocianat 1 izomert
(FITC) az Invitrogen-t6l (Eugene, OR, USA), a 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazolt
(NBD-F) és a karboxifluoreszcein szukcinimidil észtert (CFSE) a Sigma-Aldrich-tol

szereztilk be. Az NBD-F-et abszolut etanolban oldottuk 1,2 mg/ml koncentracioban,
mig a FITC-et acetonban a CFSE-t pedig dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk, 1 mM

toménységben.

Kiralis szelektorok: a kapillaris elektroforézishez mindsitett B-ciklodextrint (B-CD),

y-ciklodextrint (y-CD), heptakis-(2,6-di-O-metil)-B-ciklodextrint (szubsztitacids fok:
14, DM-B-CD), random metilalt-p-ciklodextrint (szubsztitucios fok: 12, RM-B-CD),
valamint az izomertiszta 6-monodeoxi-6-mono(3-hidroxil)propilamino-p-ciklodextrin
hidrokloridot (HPA-B-CD) a Cyclolab Kft.-t61 (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk,
mig a (2-hidroxi-propil)-B-ciklodextrin (szubsztitucios fok: 3, HP-B-CD) a Beckman
Coulter Inc.-t61 (Brea, CA, USA) szarmazott.

Az allatkisérletek soran hasznalt tetrodotoxint, ketamin hidroklorid/xylazin hidroklorid
oldatot, valamint az etilén-glikol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N",N"-tetraecetsavat (EGTA)
a Sigma-Aldrich-tol szereztiik be, mig a fogaszati cementet (Duracryl) a Spofa Dental-

tol (Praga, Cseh Koztarsasag) vasaroltuk.

A kapillarisfal boritasahoz hasznalt N,N,N’,N’-tetrametil-ctiléndiamint (TEMED),
illetve akrilamidot a Fluka-tol, mig a 3-(trimetoxi-szilil)propil-metakrilatot a Sigma-
Aldrich-tél vasaroltuk.
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Egyéb vegyszerek: a borsav, a natrium-lauril-szulfat (SDS), a dinatrium-karbonat, a
natrium-hidroxid a Sigma-Aldrich-t6l szarmazott. Az abszolut etanolt, DMSO-t és az
acetont a Reanalt6l (Budapest, Magyarorszag), a HPLC-hez mindsitett acetonitrilt és

metanolt a Merck-t6] (Darmstadt, Németorszag) szereztiik be.

3.2 Késziilékek

A kisérletekhez egy P/ACE-MDQ (Beckman Coulter) Kkapillaris elektroforézis
késziiléket hasznaltunk. A detektilas soran 488 nm hullamhossziasagu argon-ion
1ézerforrast (Beckman Coulter) alkalmaztunk, az emittalt fluoreszcenciat 520 nm-en
detektaltuk. Az elvalasztasok soran 75 pm belsé atmérdji (365 um kiilsé atméroji)
Oomlesztett kvarc kapillarisokat hasznaltunk (Polymicro Technology, Phoenix, AZ,
USA). A kapillérisfal poliakrilamiddal torténd boritasat Hjertén és munkatarsai altal

kidogozott protokoll szerint végeztiik [133].

A mikrodializis kisérletek soran beiiltetett szondakat (EI-A-Z-1, 1,5 mm aktiv hossz) az
Eicom-tol vasaroltuk (Kyoto, Japan). A szondak perfazidja egy allandé aramlast
biztosité pumpaval (Stoelting, Dublin, frorszag), mig a perfiziés médiumok cseréje egy
polietilén csdvezetekekbdl és valtorendszerbdl allo késziilékkel (CMA Microdialysis

AB, Solna, Svédorszag) tortént.

3.3  Szarmazékképzés

Mindegyik szarmazékképzOovel tortént reakcid sordn hasonld megfontoldsokat
alkalmaztunk. Tipikusan 5 pl mintat vagy standard oldatot kevertiink 6ssze 5 pl bels6
standardot tartalmaz6 szarmazékképzd pufferrel, illetve 5 pl szdrmazékképzd oldattal.
Ezt kovetden hagytuk a reakciot a megfeleld ideig, megfeleld hdémérsékleten

végbemenni, majd az analizis kezdetéig a mintakat -20 °C-on taroltuk.

3.3.1 NBD-F

crer

illetve 20 mM pH 8,5 borat puffert adtunk, majd a reakcioelegyet 60 °C-on 15 percig

tartottuk. A szarmazékképzd puffer belsd standardként akirdlis elvalasztas esetén 1 uM
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DL-y-karboxi-glutamatot, mig kiralis elvalasztas esetén 1 pM L-ciszteinsavat
tartalmazott. Az analizis kezdetén a mintdkat desztillalt vizzel négyszeres térfogatra

higitottuk.

332 FITC

s

pH 9,0 natrium-karbonat puffert adtunk. A reakcié szobahémérsékleten, 16 6raig ment
végbe. A szarmazékképz6é puffer belsd standardként 1 uM DL-y-karboxi-glutamatot
tartalmazott. Az analizist kezdetén a mintdkat desztillalt vizzel szézszoros térfogatra

higitottuk.

3.3.3 CFSE

crer

pH 8.5 borat puffert adtunk. A reakcid szobahdmérsékleten, 4 6rdig ment végbe. A
szarmazékképz6 puffer belsé standardként 1 uM y-karboxi-glutamatot tartalmazott. Az

analizis kezdetén a mintakat desztillalt vizzel szazszoros térfogatra higitottuk.

3.4  Elvalasztasi koriilmények

Mind az akiralis, mind a kirdlis elvalasztasok 100 mM borat pufferben torténtek. Az
akiralis elvalasztasok esetén a FITC ¢és az NBD-F szarmazékok elvalasztasa pH 8,5-en,
a CFSE szarmazékok elvalasztasa pH 8,0-en tortént. A FITC szarmazékok elvalasztasa
soran a hattérelektrolit 20 mM natrium-lauriszulfatot, mig az NBD-F szarmazékok
esetén 8 mM B-CD-t is tartalmazott. Az effektiv kapillarishossz 10 és 30 cm kozott, mig
az alkalmazott fesziiltség 300-500 V/cm kozott valtozott. A mintainjektalas

hidrodinamikai aton, 3,447 kPa nyomas 5 masodpercig val6 alkalmazasa atjan tortént.

A kiralis elvalasztasok pH 8,0-en, 5 mM HPA-B-CD és 8 mM DM-B-CD szelektor
jelenlétében, 50 cm effektiv kapillarishossz €s 400 V/cm alkalmazott fesziiltség mellett
tortént. A mintainjektalas a kordbbiakhoz hasonldéan hidrodinamikus uton tortént (20 s -
6,89 kPa). A késziilek vezérlését, az adatgylijtést, valamint az elektroferogramok

kiértekelését a gyarto altal biztositott 32 Karat szoftver 5.0-4s verzidjaval végeztiik.
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35 Allatkisérletek

Az éllatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Anatdmiai-, Szovet és Fejlodéstani Intézet
munkatarsai, mig a mintaanalizist kutatocsoportunk végezte. Kisérleteinket 1-4 napos
csirkéken végeztiik, melyeket a Babolna Kft.-tdl (Budapest, Magyarorszag) szereztiink
be. Az éallatkisérletek soran betartottuk a Semmelweis Egyetem Etikai Tandcsanak
laboratériumi allatok tartisara és kezelésére vonatkoz6 szabalyzatat, mely Osszhangban
van az Eur6épa Tanics laboratoriumi allatok tartdsara vonatkozo direktivaival
(86/609/EEC). Az éallatokat klimatizalt helyiségben (22 + 2 °C), 12 6ras sotét/vilagos
ciklus mellett tartottuk, és ad libitum fogyaszthattak standard laboratoriumi tapot €s

csapvizet.

3.5.1 Mikrodializis szonda beiiltetése

A kisérleti allatok az érkezésiiket kovetd 24 oOran belill atestek a beiiltetésen. A
beavatkozast ketamin-xilazin keverékével (40, illetve 8 mg/ttkg) kivaltott mély
anesztéziaban végeztiik. A megfeleld poziciondlds érdekében az allat fejét sztereotaxias
késziilékkel rogzitettiik. A mikrodializis-szondat a baloldali medialis stridtumba tltettiik
(pontos koordinatak: a bregmatol 3,8 mm-re kaudalisan, a koponya kdzepvonalatol 1,1
mm-re lateralisan, az agy kiils6 felszinétél 5,8 mm-re ventralisan) és fogaszati cementtel
rogzitettiik a koponyacsonton. A mikrodializis kisérletet a beiiltetéstdl szamitott 12 dras
labadozasi 1d6 utan kezdtiikk meg. A kisérletet kdvetden az allatokat mély anesztézidban
dekapitaltuk, majd az eltavolitott agyszovetbdl standard szovettani modszerekkel (Nissl-

festés) igazoltuk a mikrodializis szonda pontos beiiltetését.

3.5.2 Mikrodializis kisérletek

A kisérlet soran az allatokat egyesével iivegfala, feliil nyitott dobozba helyeztiik. A
mikrodializis-szondan keresztiil ACSF-et (120 mM Na®, 6 mM K*, 2 mM Ca2+,
125 mM Mg?, 129 mM CI', 125 mM H,PO,’, 21 mM HCOj3, pH 7.4) perfundaltunk.
Az aramlasi sebesség 1, illetve 0,5 ul/perc volt. A perfizio kezdetét6l szamitott 2-3 ora
elteltével kezdtilkk a mintagylijtést. Az egyes mintafrakciokat (aramlasi sebességtol
figgden 2,5, illetve 5 pl) polipropilén mintatarté csévekbe gyiijtottilk (PCR csd), a
gyljtést kovetden a mintakat a tovabbi vizsgalatokig - 80 °C-on taroltuk. A kezeléseket
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megelézéen minden allat esetén 5-9 (25-45 perc) mintafrakciot gyjtottink az
alapkoncentraciok megallapitasdhoz. A fizikai stresszt a kisérletezd valtotta ki az
allatokbol, mig a kémiai stimulacid (Ca2+-megvonés, KCl, TTX) a perfuzios folyadék
cser¢jével tortént. A kémiai stimulaciot kivalto vegylileteket megfelelé koncentracioban
(10 pM TTX, 50 mM KCI) ACSF-ben oldottuk, mig a Ca*-megvonast Ca**-mentes
ACSF-el értik el (120 mM Na', 6 mM K' 125 mM Mg®, 254 mM CI,
125 mM H,PO4, 21 mM HCOg, pH 7,4), amely 2 mM EGTA-t is tartalmazott.

3.5.3 Szovetmintak

A D-aminosav analizishez hasznalt szovetmintdkat egynapos csirkékbdl nyertiik. Az
allatokat mély ketamin-xylazin anesztézidban dekapitaltuk. A megfeleld agyteriiletek
eltavolitasa sztereomikroszkop alatt tortént, majd a mintdkat a tovabbi feldolgozasig -
80 °C-on taroltuk. A szovetmintdkhoz mg-onként 10 pl acetonitril-viz elegyet (2:1)
adtunk, ultrahanggal rovid ideig (5 s) homogenizaltuk, majd ezt kovetden centrifugaltuk
(3,000xg, 10 perc, 4 °C). A feliiliszokat ACSF-el tizszeres térfogatra higitottuk, majd a

korabban leirtaknak megfelelden végeztiik a szarmazékképzést.

3.6 Médszervalidalas

Mind az akiralis modszerek, mind a kiralis modszer validalasat az FDA bioanalitikai
modszerfejlesztési iranyelvei alapjan végeztiik [134]. A kvantitativ meghatarozas
érdekében belsé standardként (IS) az akiralis modszerek esetében DL-y-karboxi-
glutamatot, mig a kiralis mddszer esetében L-ciszteinsavat alkalmaztunk. A kalibracios
minden koncentracidé esetében 0t parhuzamos mérést végeztiink. A napon beliili és
napok kozotti pontossag €s torzitatlansag értékek meghatirozasédhoz alacsony, kdzepes
1 uM; kirdlis elvalasztas: 0,1, 0,5 ¢s 1 puM D-aminosavakra, 5 25 és 50 puM
L-aminosavakra). A rendszer pontossagat a mérések relativ szords-értékeivel
jellemeztiik. A modszer torzitatlansdganak jellemzése sordn a mért aminosav
koncentraciot a nomindlis koncentracid szdzalékaban adtuk meg. A napon beliili

megbizhatosagi adatok meghatdrozasdhoz 6t-6t parhuzamost hasznaltunk. A napok
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kozotti megbizhatdsagi adatok meghatarozasahoz a méréseket 6t egymast koveté napon
megismételtiilk, minden nap harom-hdrom parhuzamos mérést végeztiink. Kvantitalasi
hatarnak azt a koncentracidértéket fogadtuk el, ahol a torzitatlansdg 80 és 120 % kozott
volt és a pontossag (a mérések relativ szorasa) nem haladta meg a 20 %-ot. A kiralis
modszervalidalds soran a standard mintdkban az L-enantiomer koncentracidja

50-szerese volt a D-enantiomerének, mindkét aminosav esetében.

crcr

hasznaltunk (a napon beliili, illetve a napok kozotti torzitatlansdg és pontossag
meghatdrozadsdhoz hasonldéan). A mintdk koncentracidjdt meghataroztuk a
szarmazékképzést kovetden azonnal, a késziilék mintatartdjaban torténd 1 vagy 2 6ras
tarolast kovetden, illetve 1 napos 4 °C-on torténd tarolas utan. A mérésekhez harom-

harom parhuzamost hasznaltunk.

3.7 Statisztikai és szamitasi modszerek

A kalibracios pontokra torténd egyenes illesztést a Sigma Plot szoftverrel (Systat
Software Inc., Richmond, CA, USA) végeztik. Minden esetben sulyozott linearis

regressziot alkalmaztunk.

A mikrodializis kisérletek soran a kezelést kdzvetleniil megel6z6 hdrom mintaban mért
aminosav-koncentraciok atlagat vettilk alapkoncentracionak (100%-nak) és ennek

szazalékaban fejeztiik ki a kezelések sordn mért koncentracidszinteket.

Az egyes kezelések eredményeit Mann—Whitney-U (MW-U) teszttel hasonlitottuk
Ossze. Wilcoxon probat (WSR teszt) hasznaltunk az alapkoncentraciok osszehasonlitdsa
soran. Nemparametrikus variancia-analizisre Kruskal-Wallis (K-W teszt), valamint

Friedman tesztet alkalmaztunk.
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4 Eredmények

4.1  Aszpartat és glutamat akiralis elvalasztasa

A megfeleld érzékenység eléréséhez 1ézerindukalta-fluoreszcencia detektalast
hasznaltunk, amely szlikségessé tette az aminosavakbol fluoreszcens szarmazékok
képzését az elvalasztdsdt megel6zden. Esetlinkben az argon-ion lézer gerjesztési
hullamhosszanak (488 nm) megfeleld amin reaktiv szdrmazékképzok kozott kerestiik a
legmegfelelobbet. Az elvalasztasok soran boritott fala kapillarist alkalmaztunk, mely az
EOF elnyomasaval lehetové tette a vegyiiletek gyors, andd irdnyu elvalasztasat. Az
elvalasztasokat lugos pH-n (7-9) végeztiik, figyelembe véve, hogy az aszpartat,
valamint a glutamat szarmazékképzésiiket kovetden, karboxil-csoportjaik révén, ilyen
koriilmények kozott két negativ toltéssel rendelkeznek. A magas toltés-tomeg ardnnyal
rendelkezd aminosav-szarmazékok gyors vandorlasanak kovetkeztében az analizisidd
altalanossagban nem haladta meg az 5 percet. A kapillarisfal boritasarara gyakorolt
negativ hatasa miatt pH 9,0-ndl lugosabb kémhatasu pufferoldatot nem vizsgaltunk.
Hasonl6o migracios tulajdonsagai miatt bels6 standardként a harom karboxil-csoporttal

rendelkez6 y-karboxi-glutamatot valasztottuk.

4.1.1 NBD-F szarmazékok elvalasztasa

Intézetiinkben mar korabban is alkalmaztak NBD-F-et szarmazékképzot diaminok
valamint lizin meghatarozasara, mely vizsgalatok soran a szdrmazékképzés
koriilményeinek optimalizalasa megtortént [135]. Az aszpartat-, valamint a glutamat-
tartalmi mintak szarmazékképzése sordn ezen paramétereket tekintettilk kiinduléasi
pontnak, majd vizsgaltuk a pH ¢és a reakcididd hatdsat a szarmazékképzés
hatékonysagara. A csucsteriiletek 20 mM, pH 8,5 borat puffer alkalmazésa €s 15 perces

reakcioidé mellett mutattak maximumot (4. abra).
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4. abra NBD-F-dal torténé szarmazékképzés pH, valamint idéfiiggése.

Szaz mM pH 8,5 borat pufferben az altalunk vizsgalni kivant vegyiiletek
elvalaszthatéak voltak. Megfigyelheté volt azonban a reagensfeleslegbdl szarmazo
minor hidrolizistermékek zavar6 hatasa az elvalasztasra (5. abra). Minthogy a
szarmazékképz6 molekula nem hordoz tovabbi protonalhaté vagy deprotonalhatd
csoportokat, az elvalasztds mindsége ¢és hatékonysaga a ligos pH tartomanyban
allandonak tekinthetd. Az elvélasztas hatékonysaganak ¢€s szelektivitasdnak novelését
igy segédanyagok alkalmazésaval kivantuk megvalositani. Szamos, gyakran alkalmazott
segédanyag (szerves modositok, detergensek, ciklodextrinek) hatdsdt megvizsgaltuk,
amelyek koziil a B-CD-t alkalmazasat talaltuk a legmegfelelébbnek (6. abra). 8§ mM
B-CD hozzdadasa a pufferhez novelte a szelektivitdst, ugyanakkor csokkentette a
vegyliletek migracids sebességét, igy kismértékben novelte az analizisidét. A vizsgalt
vegyiiletek megfeleld elvalasztdsdhoz azonban mar 10 cm effektiv kapillarishossz is

elegenddnek bizonyult, igy az analizisidd alig haladta meg a 3 percet.
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5. abra NBD-F szarmazékok elvalasztasa.

a, ACSF vak minta; b, 1 pM Asp, Glu ill. IS tartalmi minta;

Elvalasztasi koriilmények: 10/30 cm x 75 pm linearis poliakrilamiddal boritott faltii 6mlesztett
kvarc kapillaris; injektalas: 3,447 kPa 5s; 100 mM borat puffer, pH 8,5; 300 V/cm, 25 ° C
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6. abra NBD-F szarmazékok elvalasztisa B-ciklodextrin jelenlétében.

a, ACSF vak minta; b, 1 pM Asp, Glu ill. IS tartalmi minta;

Elvalasztasi koriilmények: 10/30 cm x 75 pm linedris poliakrilamiddal boritott fali 6mlesztett
kvarc kapillaris; injektalas: 3,447 kPa 5s; 100 mM borat puffer, pH 8,5, 8 mM p-CD; 300 V/cm,
25°C
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4.1.2 FITC szarmazékok elvalasztasa

A FITC-el torténé szarmazékképzést egy korabbi kozlemény [136] alapjan minimalis
modositasokkal végeztiik. A FITC koncentracio 10° M és 10 M kozétti tartomanyban
vizsgalva nem befolyasolta jelentésen a szarmazékképzés hatékonysagat, azonban
10 M-nal magasabb koncentracioban a reagensfelesleg zavard hatdsa az elvalasztas
mindségét jelentdsen rontotta. Figyelembe véve a bioldgiai mintdkban varhatd magas
amin koncentraciot, a szarmazékképzobol a legmagasabb, az elvalasztas szempontjabol
még optimalis koncentraciot valasztottuk. A szarmazékképzés soran alkalmazott pH,
illetve a szarmazékképzés idejének hatdsat nem vizsgaltuk, tekintve, hogy ezt korabban
mas szerzOk részletesen tanulmanyoztak [136,137].

A borat puffer kémhatdsa adott hatarokon beliil (pH 8,0-9,0) nem befolyasolta
jelentésen az elvalasztast, ezért 100 mM pH 8,5 borat puffert alkalmaztunk. Mivel
szdmos hidrolizistermék is megjelent az elektroferogramon, az elvalasztas
hatékonysagat puffermodositok alkalmazasaval probaltuk ndvelni. Lényeges javulast
egyik szokdsosan alkalmazott modositdo sem eredményezett, de 20 mM SDS hozzaadéasa
a pufferhez javitotta a csucsalakot, ezért alkalmazasa mellett dontottiink. A megfeleld
elvalasztas érdekében 20 cm effektiv kapillarishosszt alkalmaztunk, mely 4,5 perces

analizisid6t eredményezett (7. dbra).
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7. abra FITC szarmazékok elvalasztasa.

a, ACSF vak minta; b, ill. ¢, 1 pM Asp, Glu ill. 0,5 pM IS tartalmi minta;

Elvalasztasi koriilmények: 20/30 cm x 75 pm linearis poliakrilamiddal boritott fali mlesztett
kvarc kapillaris; injektalas: 3,447 kPa 5s; 100 mM borat puffer, pH 8,5, 20 mM SDS; 300 V/cm,
25°C

4.1.3 CFSE szarmazékok elvalasztasa

A CFSE-vel torténé szarmazékképzést egy korabbi kozleményben [123] leirtaknak
megfelelden, minimalis moddositassal végeztik. A reakci6idd hatasat vizsgaltuk a
szarmazékképzésre és a hidrolizis termékek kialakuldsara. Azt tapasztaltuk, hogy a
reakcidido novelésével az elvalasztast zavaro, feltehetden bomlastermék eredeti
csucsok gyors novekedést mutattak. A bomlastermékek ¢és az elvalasztani kivant
aminosav-szarmazékok cstcsainak ardnya 4 oOras szarmazékképzés mellett volt
optimalis.

Az elvalasztas soran az aminosav szarmazékok, illetve a bomlastermékek egyiittes
vandorlasa jelentds pH fliggést mutatott. Mig alacsony pH-n a minor bomlastermékek
zavard hatasa valt jelentdss¢, magas pH-n a glutamat csics nem valt el a
reagensfeleslegbdl szarmazo cstcstol. Optimalis felbontast pH 8,0 borat puffer és 40 cm
effektiv kapillarishossz alkalmazéséaval kaptunk (8. abra). A bomléastermékekkel torténd
egylittes vandorlds azonban ekkor is megfigyelhetd volt, amit segédanyagok

alkalmazaséaval sem lehetett megsziintetni. Az egyiitt vandorld csticsok zavaro hatasat a
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szarmazékképzés reakcididejének megfeleld megvalasztdsaval tudtuk minimalisra

csokkenteni.
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8. dbra Az alkalmazott pH hatasa a CFSE szarmazékok elvalasztasara.

1 uM Asp, Glu ill. 0,5 pM IS tartalmi mintak

Elvalasztasi koriilmények: 40/50 cm x 75 pm linedris poliakrilamiddal boritott fali 6mlesztett
kvarc kapillaris; injektalas: 3,447 kPa 5s; 100 mM borat puffer, valtozo pH; 500 V/em, 25 ° C

4.1.4 Modszervalidalas

Mindharom szarmazékképzd alkalmazasaval kidolgozott elvalasztasi modszer
validalasat elvégeztilkk. Ennek soran mind aszpartatra, mind glutamétra hétpontos
kalibracids gorbét készitettiink 0,03 uM és 1 uM kozotti koncentracid tartomanyban. A
belsé standardra normalizalt cstcsteriilet értékek felhasznalasaval a FITC, illetve CFSE
szarmazékok esetében a teljes tartomanyban, mig az NBD-F szdrmazékok esetében a
0,1 uM és 1 uM tartomanyban talaltuk linearisnak a koncentraciofiiggést (IIl. tablazat).
Linearisnak az R?>0,995 regresszids koefficienssel rendelkez6 kalibraciés gorbéket

tekintettik.
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I11. tablazat Eltéré szarmazékok esetén kapott regresszios paraméterek.

Egyenletek Korrelacios koefficiens
NBD-E Asp y =0,5963x - 0,0147 0,9938
Glu y =0,5204x - 0,0551 0,9914
FITC Asp y =0,2338x - 0,0360 0,9988
Glu y = 0,2053x - 0,0422 0,9986
CESE Asp y = 0,3785x - 0,0887 0,9985
Glu y = 0,3104x - 0,0474 0,9986

A NBD-F szarmazékok kalibracidja sordn azt tapasztaltuk, hogy az illesztett egyenes az
alacsony koncentracioknal jelentds eltérést mutat a mért értékekhez képest, vagyis a

kalibracios gorbe 0,1 uM alatt elhajlik (9. abra).
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9. abra NBD-F-dal torténdé szarmazékképzés soran kapott kalibracios gorbék. A Kkinagyitott
részleteken jol lathaté az illesztett egyenestol valo elhajlas

Ez a tapasztalt elhajlas a FITC, valamint a CFSE szarmazékoknal kevésbé volt
egyértelmii, azonban az alacsony koncentracioértékeknél a regresszio relativ hibdja
magas volt (> 20%). Az LOD az NBD-szarmazékok esetében volt a legmagasabb:
aszpartat esetében 9,8 nM, glutamat esetében pedig 7,8 nM. A FITC szarmazékok
esetében mindkét aminosavra 3,5 nM, mig a CFSE szarmazékok vizsgalata soran
megallapitott LOD aszpartat esetében 1,3 nM-nak, glutamat esetében pedig 1,5 nM-nak
adddott. Mindharom szarmazékképzd esetében a mddszerek napon beliili (IV. tablazat)
és napok kozotti (V. tablazat) pontossag és torzitatlansag értékei elfogadhatonak
bizonyultak 0,1 0,5 ¢és 1 uM koncentracié szinteken.  Alacsonyabb
koncentraciotartomanyban a pontossdg, valamint a torzitatlansag értékek mar nem
megfeleldek annak ellenére, hogy a detektalasi hatarok tobb mint egy nagysagrenddel

alacsonyabbak. Az eredményeknek megfeleléen a validaciés adatok alapjan
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megallapitott kvantitativ mérési hatart mindharom szarmazékképz6 esetében 0,1 puM-

nak talaltuk, a detektalasi hatarok jelentds kiilonbsége ellenére.

V. tablazat A harom fluoreszcens szarmazékképzo alkalmazasan alapulé modszerek napon beliili
megbizhatosag értékei (n = 6).

NBD-F FITC CFSE
Torz.? Pont.” Torz.? Pont.” Torz.? Pont.”
(%) (RSD%) (%) (RSD%) (%) (RSD%)

0.1 uM Asp 113 10,0 110 43 111 8.9
’ Glu 108 11,0 96 13,5 105 10,3
Asp 97 2.0 103 15 100 27
0,5 uM Glu 90 8.6 % 26 102 40
L uM Asp 95 6.4 103 3,0 103 0.1
n Glu 111 2,0 102 3,8 101 0,3

% Torz.: torzitatlansag
®) Pont.: pontossag

V. tablazat A harom fluoreszcens szarmazékképzo alkalmazasan alapulé modszerek napok kozotti
megbizhatosag értékei (6t egymast kiveté napon 3-3 parhuzamos).

NBD-F FITC CFSE
Torz.? Pont.P Torz? Pont.? Torz? Pont.?
(%) (RSD%) (%) (RSD%) (%) (RSD%)

Asp 105 16,0 102 6.7 105 5.2
0,1 M Glu 106 14.2 105 5.5 105 5.8
Asp 101 5.0 104 43 100 27
0.5 uM Glu 95 77 99 44 100 2.7
-~ Asp 98 46 104 2.4 101 21
n Glu 103 25 103 47 100 25

? Torz.: torzitatlansag
®) Pont.: pontossag

A stabilitasi mérések soran a FITC, valamint a CFSE szarmazékokat harom olvasztas-
fagyasztas ciklus, valamint a késziilék mintatartdjaban torténd 2 Ords tarolds utan
stabilnak talaltuk (VI. tablazat). Az NBD-F szarmazékok esetében a késziilek

mintatartojaban torténd két oras allast kovetden a csucsteriiletek jelentdsen csokkentek
(>20%).

51



DOI: 10.14753/SE.2013.1826

VI. tablazat Az elkészitett mintak stabilitisa 3 olvasztas-fagyasztas ciklust ill. a késziilék
mintatartéjaban torténo 2 oras tarolast kovetéen (3-3 parhuzamos).

Olvasztas - fagyasztas Késziilék mintatarté
FITC CFSE FITC CFSE
0,1 M Asp 106% 90% 106% 100%
i Glu 107% 84% 107% 101%
0.5 uM Asp 114% 101% 114% 95%
S 1 Glu 114% 93% 114% 94%
1 uM Asp 96% 104% 96% 98%
. Glu 95% 103% 95% 97%

4.1.5 Mikrodializatumok vizsgalata

A nagyszamu mikrodializis minta vizsgalatara a legjobb stabilitast mutato FITC
szarmazékképzd vegyliletet valasztottuk. A moddszer alkalmazhatdsdganak tovéabbi
megerdsitésére a kisérleti allatok stridtumabol szarmazé mikrodializdtumokhoz a mért
aszpartat, valamint glutamat mennyiségének megfelel6 mennyiségii, standardbol késziilt
mintat kevertiink. A bioldgiai mintdban mért 0,12 uM aszpartathoz, illetve 0,2 uM
glutamathoz annyi standard mintat adtunk, hogy 0,18 uM ¢és 0,3 uM, illetve 0,24 uM és
0,4 uM legyen az aszpartat és a glutamat végkoncentracidja (10. abra). Az ilyen mdédon
illetve 100%-o0s novekedést megfeleld, 101-109%-os torzitatlansaggal és 5,5-13,2%

pontossaggal tudtuk mérni.
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10. abra Mikrodializatum FITC-el torténé szarmazékképzést koveto elvalasztasa.
a, egyesitett mikrodializatum; b, 50%-os cstucsaddiciéji minta
Elvalasztasi koriilmények: 20/30 cm x 75 pm linearis poliakrilamiddal boritott falii 6mlesztett

kvarc kapillaris; injektalas: 3,447 kPa 5s; 100 mM borat puffer, pH 8,5, 20 mM SDS; 300 V/cm,
25°C

4.2  Aszpartat és glutamat extracellularis koncentraciévaltozasanak in vivo

vizsgalata

Az excitatoros aminosavak koncentraciovaltozasat a mikrodializdtumokban a kisérleti
allatok kezelését megel6zOen nyert mintdkban mérhetd koncentraciok (nyugalmi
koncentraciok) atlagara (alapkoncentracid, 100%) vonatkoztatva fejeztiik ki. Bar az
egyes allatokban mért alapkoncentraciok eltérd dramlasi sebesség esetén kiilonbozdéek
voltak, az aszpartdit ardnya minden esetben kozel azonos volt. Az egyes
kisérletsorozatok esetén 1 pl/perc atfolyasi sebesség mellett kapott alapkoncentracio
atlagok kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (K-W teszt: ¥*>9,4, ill. p>0,15
mindkét aminosavra). Az alacsonyabb, 0,5 pl/perc atfolyasi sebességgel nyert
mintakban szignifikansan magasabb alapkoncentraciokat mértiink (x°=23,8, ill. p<0,005
glutaméat esetén, x°=19,9, ill. p>0,05 aszpartat esetén). Az atfolyasi sebesség
ugyanakkor nem befolyasolta szignifikdnsan az aszpartit aranyat a teljes excitatoros
aminosav koncentraciohoz képest (3°=12,2, ill. p=0.144), azonban a nagyon alacsony

térfogatt mintdk kezelése problematikusnak bizonyult. A tovébbiakban a kisérletek
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soran 1 pl/perc atfolyasi sebességet alkalmazva 5 ul térfogata frakciok gytjtésével

5 perces idébeli felbontést értiink el.

4.2.1 Az aszpartit és a glutamat Koncentracio valtozasa a mikrodializitumban

stressz hatasara

A kisérletek soran az allatokat 15 percen keresztiil manudlisan stresszeltiik (,,mild-
chasing”), ami kovetkezményes menekiilési reakciot valtott ki. Stressz hatdsdra mindkét
aminosav koncentracidja szignifikdnsan megnétt és a stressz-hatds alatt végéig
emelkedett maradt az alapkoncentracidhoz képest (Friedmann teszt aszpartatra: x2:l3,2,
df: 5, p = 0,021, ill. glutamétra ¥*=16,9 df: 5, p<0,005; 11/a 4bra), ugyanakkor az egyes
allatokbol szarmazo értékek kozott jelentds szorast tapasztaltunk. A stresszhatas alatt
mért koncentraciok csokkend tendenciat mutattak az idé eldrehaladtival. Mig a
Na'-csatorna gatld, ezéltal a szinaptikus iiriilést blokkold hatasi TTX egyiittes adasa
soran a stresszhatds semmilyen szignifikdns valtozast nem okozott az aminosavak
koncentraciojaban (11/b abra), a TTX Onmagaban kicsiny de szignifikans
koncentracidcsokkenést valtott ki (Friedmann teszt aszpartatra X2=17,6, df: 8 p<0,05, ill.
glutamatra x2:18,6, df: 8, p<0,05). Ca?*-mentes, EGTA-t tartalmaz6 ACSF alkalmazasa
mellett a stressz okozta latszolagos glutamat koncentracioemelkedést nem talaltuk
szignifikansnak (Friedmann teszt: y°=9,02, df: 8 p=0,34; 11/c abra). Az aszpartat
Ca?*-megvonas hatisara bekovetkezé koncentraciovaltozasat nem tudtuk vizsgalni,
ugyanis egy, feltehetéleg az EGTA szennyezésbdl eredd csucs egyiitt vandorolt az

aszpartat csuccsal.
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11. abra a, Stressz hatasa a Kisérleti allatok medialis striatumaban mérheté extracellularis

aszpartat ill. glutamat koncentraciora; b, stressz és TTX egyidejii hatasa; c, stressz és Ca®" mentes
ACSF egyidejii hatasa

4.2.2 Az aszpartat és a glutamat koncentracio valtozasa a mikrodializitumban

KClI hatasara

KCl oldat a mikrodializis szondan keresztiil torténé perfizidjaval az extracellularis
kalium koncentraci6 megndvelhetd, mely kovetkezményesen kivaltja a kornyezd
idegsejtekben raktdrozddo transzmitterek szinaptikus TUriilését. Vizsgalataink sordn
50 mM KCl oldat perfuzidjaval torténd stimulacio és az azt megeldzo stressz hatasara a
glutamat koncentracidban négyszeres (Friedman teszt: x2=14,9 df: 6, p<0,05), mig az
aszpartat koncentracioban tizszeres (x2=16,4 df: 6 p<0,05) emelkedést tapasztaltunk
(12/a abra). A kezdeti novekedést azonban mindkét aminosav koncentraciojanak KCI

stimulaciotol fliggetlen gyors csokkenése koveti. A stimulaciot kovetden az excitatoros
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aminosavak szintje a nyugalmi értékekhez képest magasabb, bar nem szignifikdnsan
eltérd értéket mutatott, allatonként jelentds szorassal. A KCl stimulécid abban az
esetben is jelentds koncentracidemelkedést okozott, amikor azt nem eldzte meg
stresszhatas (Friedmann teszt: x2>8,2 df: 3 p<0,05; 12/b abra). Az egyideji TTX kezelés
a KCl transzmitterfelszabadité hatdsat megsziintette, igy sem az aszpartat (Friedmann
teszt: x*>2,49 df: 3 p=0,48), sem pedig a glutamat (3°=6,6 df: 3 p=0,086;) esetében nem
tapasztaltunk szignifikdns koncentracidvaltozast (12/c dbra). A glutamat koncentracid
latszolag emelkedett, amikor a KCl stimulaciot Ca®* mentes, EGTA-t tartalmazd ACSF
jelenlétében végeztik, ez a véltozds azonban nem volt szignifikans (Friedmann teszt:
¥>>3,00 df: 3 p=0,39; 12/d 4bra). Az aszpartat ardnya erésen korrelalt a stimulacié alatti,
illetve az azt megel6z6en mért glutamat felszabadulassal (R=0,286 p<0.001, n=137). Ez
azt jelenti, hogy abban az esetben, amikor kevés glutamat {iriilt (az alapkoncentracid
~100%-a) az aszpartat aranya a teljes iiriild excitdtoros aminosav mennyiséghez képest
10 és 60%-kozott valtozott. Jelentos glutamat felszabadulas esetén (> 300%) azonban az
aszpartat aranya stabilan 50 %-koriili értékre all be. Nem figyeltiink meg olyan esetet,

ahol jelentds glutamat {iriilés esetén relativ kevés (< 50%) aszpartat iiriilt volna.
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12. abra a, KCl és az azt megel6z6 stressz hatasa a kisérleti allatok medidlis striatumaban mérheté
extracelluldris aszpartat ill. glutamat koncentraciéra; b, KCI hatasa megel6zé stressz hianyaban; c,
KCl és TTX egyiittes hatisa; d, KCI és Ca®* mentes ACSF hatasa
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4.3  Aszpartat és glutamat kiralis elvalasztasa

Az excititoros aminosavak kirdlis elvalasztasa sordn hasonld elvélasztasi
koriilményeket alkalmaztunk, mint az akiralis elvalasztasoknal. Boritott fala
kapillarisban, bazikus pH-n vizsgéltuk az egyes paraméterek elvalasztasra gyakorolt
hatasat. Fluorogén tulajdonsaga miatt szarmazékképzonek a korabban mar alkalmazott
NBD-F-et valasztottuk. A szarmazékképzés koriilményein nem valtoztattunk. Belsd
standardként L-ciszteinsavat hasznaltunk, melynek koncentraciéja minden egyes

mérésnél rogzitett, 1 uM volt.

4.3.1 Aszpartat és glutamat egyidejii elvalasztasa Kiralis szelektorok jelenlétében

A kirdlis szelektorok hatdsat 100 mM pH 8,0 borat pufferben vizsgaltuk. Figyelembe
véve, hogy az enantiomerek megfeleld elvalasztasahoz feltehetéen hosszabb effektiv
kapillarishossz sziikséges, az elvalasztasokat 50 cm effektiv kapillarishosszon végeztiik.
A vizsgalt neutralis ciklodextrinekkel csak részleges elvalasztast értiink el. Glutamat
esetében B-CD, HP-B-CD és DM-B-CD, valamint RM-B-CD jelenlétében tapasztaltunk
kiralis elvalasztast, azonban ezek a szelektorok az aszpartat enantiomerek elvalasztasara
alkalmatlanok voltak. DM-B-CD esetében jelent6sen erdsebb kdolcsonhatast
tapasztaltunk a glutamét enantiomerekkel mint az aszpartit enantiomerekkel, amit
emelésével az aszpartat, illetve a glutamat enantiomerek migracios ideje kozti
kiilonbség fokozatosan ndétt (13. &bra). RM-B-CD esetében az enantiomer parok
Aszpartat esetében y-CD segitségével sikeriilt részleges elvalasztast elérni, ami viszont

nem mutatott enantioszelektivitast a glutamat felé.
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13. Abra DM-B-CD hatasa az excitatoros aminosav enantiomerek elvalasztisara.

1 pM L-Asp/L-Glu ill. 2 pM D-Asp/D-Glu tartalmi minta

Elvalasztasi kériilmények: 50/60 cm x 75 pm linearis poliakrilamiddal boritott faltii 6mlesztett
kvarc kapillaris; injektalas: 6,89 kPa 20s; 100 mM borat puffer pH 8,0; valtozé DM-B-CD
koncentracio; 400 V/em, 25 ° C

Az amin-modositott ciklodextrin szarmazék, a HPA-B-CD alkalmazasaval sikeresen
értlink el alapvonali elvalasztast mindkét enantiomer parra. Az enantioszelektivitas
erdsen fiiggott az elvalasztdo puffer pH-jatol valamint a szelektor koncentracidjatol.
pH 7,0, illetve pH 7,5 esetén az enantioszelektivitdis megszlint, mig pH 8,5 vagy
magasabb pH értékeknél erdteljes csucsszélesedeést és a csticsok egylittvandorlasat
tapasztaltuk. Az elvalasztas szempontjabol a pH 8,0 értéket talaltuk megfelelonek. A
szelektor koncentracid hatasat 2-5 mM koncentraciotartomanyban vizsgaltuk. Harom
mM szelektor koncentracidé esetén alapvonali elvalasztast értiink el, a tovabbi
koncentraciondvelés azonban az L-aszpartat és D-glutamat csucsok egyiittes vandorlasat

idézte eld (14. abra).
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14. abra pH ill. HPA-B-CD koncentracié hatidsa az excitatoros aminosav enantiomerek
elvalasztasara.

1 pM L-Asp/L-Glu ill. 2 pM D-Asp/D-Glu tartalmi minta

Elvalasztasi koriilmények: 50/60 cm x 75 pm linearis poliakrilamiddal boritott falii 6mlesztett
kvarc Kapillaris; injektalas: 6,89 kPa 20s; 100 mM borat puffer pH 8,0; valtozé6 HPA-B-CD
koncentracio; 400 V/em, 25 ° C

4.3.2 Aszpartat és glutamat egyidejii elvalasztasa kettos ciklodextrin rendszerben

Az elvalasztds hatékonysaganak tovabbi novelése érdekében HPA-B-CD-t ¢és
DM-B-CD-t tartalmazoé kettds ciklodextrin rendszereket vizsgaltunk. Mig a HPA-B-CD
alkalmasnak bizonyult a megfeleld enantioszelektivitds eléréséhez, a korabbi
tapasztalatok alapjan a DM-B-CD-t valasztottuk a kémiai szelektivitas novelésére. A
vart hatasnak megfeleléen a DM-B-CD ugyan javitotta az L-aszpartat és a D-glutamat
csucsok elvalasztasat, de rontotta az aszpartat enantiomerek kiralis megkiilonboztetését.
mindkét szelektor magas koncentracidja azonban jelentdsen megnovelte az analizisidot
(15. é4bra). Kompromisszumként mindkét szelektor esetén egy koztes
koncentracioértéket valasztottunk: 5 mM HPA-B-CD, valamint 8 mM DM-B-CD
keveréke megfeleld felbontas mellett biztositotta a vizsgalni kivant vegytiletek hatékony

elvalasztasat, mig az analizisid6é kevesebb volt, mint 10 perc.
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15. abra Excitatoros aminosav enantiomerek elvalasztasa kettos ciklodextrin rendszerben.

1 pM L-Asp/L-Glu ill. 2 pM D-Asp/D-Glu tartalmi minta

a, 5+8; b, 6+10; c, 5+10; d, 3+10; e, 3+5 mM HPA--CD ill. DM-B-CD; 3 mM HPA-B-CD
Elvalasztasi koriilmények: 50/60 cm x 75 pm linearis poliakrilamiddal boritott falii 6mlesztett
kvarc kapillaris; injektalas: 6,89 kPa 20s; 100 mM borat puffer pH 8,0; 400 V/em, 25 ° C

4.3.3 Modszer validalas

Az elvélasztas paramétereinek optimalizalasa utan elvégeztiik a moédszer validalasat is.
Elézetes vizsgalataink, valamint szakirodalmi adatok alapjan a vizsgalni kivant
szOvetmintakban az L-, illetve D-aszpartat aranyat hozzavetdleg Otvenszeresnek
talaltuk. Ennek megfelelden a teljes validacios folyamat alatt mindkét aminosav esetén
Otvenszeres koncentraciokiilonbséget alkalmaztunk az L-enantiomer javara. Mind a
négy vizsgalt vegyiiletre hatpontos kalibracios gorbét készitettiink a D-enantiomerek
esetében 0,05 uM és 1 puM, az L-enantiomerek esetében pedig 2,5 uM és 50 pM
koncentraciotartoményban. A regresszids paramétereket az aldbbi tablazatban foglaltam
Ossze (VII. tablazat). A modszert a vizsgalt koncentraciotartomanyban mind a négy

aminosavra linearisnak talaltuk.
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VILI. tablazat Excitatoros aminosavak regressziés paraméterei.

Egyenletek Korrelacios koefficiens
D-Asp y = 2,4048x + 0,0060 0,9999
L-Asp y =1,8367x + 0,4402 0,9993
D-Glu y =1,3144x - 0,0015 0,9994
L-Glu y = 1,8567x + 0,2692 0,9999

A detektalasi hatart D-aszpartat esetében 17 nM-nak D-glutamat esetében pedig
9 nM-nak talaltuk. A moddszer pontossaga és torzitatlansaga D-aszpartat, valamint
D-glutamat esetén megfelelé volt 0,05 puM, 0,5 uM ¢és 1 uM koncentracioértékek
esetén. Az egyidejileg 2,5 uM, 25 uM ¢és 50 uM koncentracioban vizsgalt
L-enantiomer parok esetén is megfeleld pontossadg, valamint torzitatlansadg értékeket
kaptunk. A modszer kvantitativ mérési hatarat a D-aminosavakra 0,05 pM-nak talaltuk

(VIL. és VIII. tablazat).

VIIL tablazat A modszer napon beliili megbizhatésag értékei (n = 6).

0,05 pM° / 2,5 pM° 0,5 uM°®/ 25 uM"® 1 pM°®/ 50 pM®
Torz.? Pont.” Torz.? Pont.” Torz.? Pont.”
(%) (RSD%) (%) (RSD%) (%) (RSD%)
D-Asp 104 17,2 106 2,4 107 11,5
L-Asp 94 13,9 106 9,8 112 12,7
D-Glu 89 15,3 107 10,3 107 4,0
L-Glu 107 43 106 7,0 114 8,7

% Torz.: torzitatlansag
®) Pont.: pontossag
9 D-Asp ¢és D-Glu
9 L-Asp és L-Glu

IX. tablazat A modszer napok kozotti megbizhatésag értékei
(0t egymast koveté napon 3-3 parhuzamos).

0,05 pM° / 2,5 pM® 0,5 uM°®/ 25 uM"® 1 pM°®/ 50 pM®
Torz? Pont.” Torz? Pont.” Torz? Pont.?
(%) (RSD%) (%) (RSD%) (%) (RSD%)
D-Asp 97 14,7 101 8,3 103 7.4
L-Asp 90 5,8 103 4,9 103 7.4
D-Glu 94 14,3 103 7.4 96 7.1
L-Glu 97 3,7 103 7.4 99 7.9

 Torz.: torzitatlansag
®) pont.: pontossag
9 D-Asp és D-Glu
9 L-Asp és L-Glu

A validalasi folyamat soran vizsgaltuk a mintastabilitast is. Az elkészitett mintdk -20
°C-on torténd tarolas esetén legalabb 2 napig, 4 °C-on torténd tarolas esetén legalabb 24
oraig, mig a késziilék mintatartjaban torténd allas soran 1 oraig voltak stabilak

(X. tablazat).
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X. tablazat Az elkészitett mintak stabilitisa -20°C-on , 4°C-on ill. a késziilék mintatartéojaban
torténd 1 ill. 2 6ras tarolast kovetoen (3-3 parhuzamos).

D-Asp® L-Asp® D-Glu® L-Glu”
1 h= 99 % 96 % 100 % 93 %
2 h* 84 % 89 % 81 % 80 %
24 h 90 % 95 % 88 % 89 %
48 e 98 % 97 % 99 % 92 %
90,1 uM
"5 uM

* Késziilék mintatartjaban torténd tarolas esetén
** 4 °C-on torténd tarolas esetén
**%)-20 °C-on torténd tarolas esetén

4.3.4 Biologiai mintak vizsgalata

A modszerfejlesztést €és a validalast kovetben a moddszer alkalmazhatdsagat
naposcsirkékbdl szdrmazd agyszovet mintak vizsgélatdval bizonyitottuk. A mérések
soran harom agyteriiletet vizsgaltunk: a szubventrikularis zonat (SVZ), a nidopalliumot
és a cerebellumot. A mintael6készités optimalizalasa soran 100-szoros higitast talaltunk
megfeleldnek. Ennél alacsonyabb higitdsnal a minta magas vezetOképessége miatt a
cstcsalakok torzultak, mig nagyobb higitasnal a D-aszpartat mar nem volt detektalhato.
A mintak D-aszpartat koncentracidja 0,15 — 0,45 uM kozott valtozott (15-45 nmol/mg
szovet), mely a teljes aszpartdt mennyiség 1-2%-at tette ki. A mintdkban D-glutamatot
nem tudtunk kimutatni. A mintakhoz adott D-aszpartat tartalmu torzsoldattal

azonositottuk a csucsokat.
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16. abra Csirke agyszovetébdl késziilt mintaban torténd excitiatoros aminosavszarmazékok
elvalasztasa.
Elvalasztasi koriilmények: 50/60 cm x 75 pm linearis poliakrilamiddal boritott fali 6mlesztett
kvarc kapillaris; injektalas: 6,89 kPa 20s; 100 mM borat puffer pH 8,0 + 8 mM DM-B-CD + 5 mM
HPA-B-CD; 400 V/em, 25 ° C
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5 Megbeszélés

5.1  Aszpartat és glutamat egyidejii akiralis elvalasztasa

5.1.1 Szarmazékképzés

A megfeleld szarmazékképzo kivalasztasa az analizis szempontjabol kulcsfontossagu. A
szarmazékképz6 befolyasolja a modszer érzékenységét, pontossagat, valamint
meghatarozza az elvalasztas koriilményeit. Az amin-reaktiv szarmazékképzokkel
torténd reakcio feltétele a deprotonalt amino-csoport jelenléte. A deprotonaltsag
mértéke enyhén bazikus kozegben alacsony, a tilzottan magas pH viszont gyorsithatja a
szarmazékképzd vegylilet hidrolizisét, igy ezeken a pH értékeken a reakcid
hatékonysdga nem megfelel6. Mindharom esetben koztes pH értékeket talaltunk
optimalisnak (pH 8,5-9,0) a szarmazékképzéshez, ami alatamasztja ezt a megfontolast,

¢és nem tér el jelentésen az irodalomban korabban ko6zolt értékektol [136-138,129].

5.1.2 Elvalasztas

Aminosavak kapillaris elektroforézissel torténd elvalasztdsa jellemzdéen bazikus
kozegben (pH= 8,5-10) torténik [139,140]. Ilyen koriilmények kozott az elvalasztas
soran erés katod iranya EOF [ép fel, mely meghatarozza a vegyiiletek vandorlasi
iranyat. A tényleges vandorlasi sebesség az EOF ¢és az aminosavak nettd negativ toltése
kovetkeztében fellépd ellenirdnyll vandorlas ereddjeként alakul ki. Mind az aszpartat,
mind a glutamat két deprotonélt karboxil-csoportja révén relativ magas toltés-tomeg
arannyal rendelkezik, ezért igen jelentés az EOF-el ellentétes iranyt elektroforetikus
mozgékonysaguk, mely altaldban hosszu analizisidét (15-20 perc) eredményez
[136,141,142]. Problémat jelenthet tovabba a kis szelektivitas és az egyéb amin-, illetve
aminosav szarmazékokkal, valamint a szadrmazékképzdé hidrolizistermékeivel és a
reagensfelesleggel torténd egylittes vandorlas, ami rendszerint csak tobb, jellemzben
micellaképz6 segédanyagok alkalmazasaval kiiszobolhetd ki [136,142]. Munkank soran
nagyszamu mikrodializadtum aszpartat, valamint glutamat tartalmat kivantuk
meghatarozni. Mivel a mintak tovabbi amino-csoportot tartalmazé komponensei nem
képezték vizsgalatunk targyat, célszerli volt az EOF elnyomasaval a migracios sorrend

megforditdsa, aminek eredményeként a tobbszords negativ toltéssel rendelkezd
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mintakomponensek vandorolnak a leggyorsabban az andd irdnyaba. igy az aszpartat és
glutamat meghatarozasanak analizisideje jelent6sen lerdvidithetd volt. Az EOF
visszaszoritasara a kapillarisfal poliakrilamiddal torténé boritasat alkalmaztuk. Ilyen
koriilmények kozott az excitatoros aminosavak eredd elektroforetikus mozgékonysaga a
tobbi mintakomponensnél jelentdsen nagyobb. Kutatocsoportunk elséként alkalmazott
boritott falu kapillarist agyi mikrodializatum mintdk glutamat és aszpartat tartalmanak
kvantitativ vizsgalatara. Elony0s tulajdonsagai révén a borat puffer alkalmazasa igen
elterjedt lugos kozegben torténd elvalasztasok soran. A megfeleld pufferkapacitas
biztositdsa mellett kedvezd, hogy a lassan vandorlé borat ionok alacsony aramot
generalnak, ami a csucsalak és a reprodukalhatdsag szempontjabol jelent elonyt. Egy

adott  koncentraciotartomanyon  beliill érvényes szabaly, hogy a puffer

crer

e

puffert alkalmaztunk.

5.1.3 Mbodszer validalas

A szakirodalomban szamos kozleményt talalunk aminosavak kapillaris elektroforézissel
torténé meghatarozasara [143-146,140]. Mig a detektalasi hatar megallapitasa minden
esetben a jel-zaj arany alapjan torténik (jel/zaj = 3:1), a kvantitativ meghatarozas
hataranak megallapitasara tobb, egymastol eltéré modszert alkalmaznak, leggyakrabban
a detektalasi hatarhoz hasonloan a jel-zaj arany alapjan (jel/zaj = 10:1) allapitjak meg
[138,147]. Sok szerz6 azonban a kalibracio linearis tartomanyanak also értékét fogadja
el a kvantitativ mérés hataranak [136,137,142]. Ha azonban két vagy akar harom
nagysagrendet is atfogo kalibracids tartomany alapjan torténik a becslés, még a 0,995-6s
értéket meghaladé R? esetben is félrevezetd lehet ezen modszer alkalmazasa. Ennek
oka, hogy a regresszios koefficiens a mért adatoknak az illesztett egyenestdl valo
abszolut eltérését tiikrozi, igy az alacsony koncentracidtartomanyban eléfordul6 jelentds
relativ eltérés is csak minimalis hatdssal van a regresszios koefficiens értékére. A
legkisebb négyzetek modszere segitségével illesztett regresszios egyenesek esetén a
legalacsonyabb koncentracio értéknél kapott eltérés relativ értéke akar a 70%-ot is
elérheti, még abban az esetben is, amikor az R? meghaladta a 0,999-es értéket [148]. A

linedris regresszid ezen tulajdonsdga miatt a kalibracid linearitdsa dnmagaban nem
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garantdlja a megfeleld kvantitativ mérést az alacsony koncentraciotartomanyban. A tobb
nagysagrendet atfogd kalibraciok esetében a torzitds csokkenthetd, ha a regresszid a
hagyomanyos legkisebb négyzetek moddszere helyett az Gn. sulyozott legkisebb
négyzetek modszerével torténik [149]. Egyes szerzék relativ magas (1-10 uM)
koncentraciokon végzik el a szarmazékképzést, majd a mintak 100-1000-szeres higitasat
kovetéen allapitjak meg az LOD és az LOQ paramétereket [150]. A el6zdekhez
hasonldan ez a modszer sem veszi figyelembe a hidrolizis kis koncentraciokon fellépo
torzitd hatasat. A valosdgot pontosan tiikr6zé paraméterek csak egy teljes kord,
mindenre kiterjed6 validacios folyamat soran nyerhetok.

Megfelelden kivitelezett mddszervalidalas sordn harom, a mérési tartomanyt atfogo
adataibol kell megallapitani a pontossdg és a torzitatlansag értékeket. Az FDA
iranyelvei [134] szerint az a legalacsonyabb koncentracioérték fogadhato el kvantitativ
mérési hatarnak, ahol a torzitatlansag értéke 80% ¢és 120% kozé esik, a pontossag pedig
nem haladja meg a 20%-ot. Az ily médon megallapitott érték azonban egy vagy akar két
nagysagrenddel is nagyobb lehet a detektalasi hatarnal [108]. Ez a jelenség az alacsony
koncentraciok esetében mar nem megbizhatdé szarmazékképzési reakcidval
magyarazhat6 [151,123]. Lau és munkatarsai vizsgalatai alapjan a tized mikromolosnal
kisebb mintakoncentraciok esetében a szarmazékképzési reakcid nagymértékben
visszaszorul, és a szarmazékképzd hidrolizise valik meghatirozéva [123]. gy, bar
maguk a szarmazékok rendkiviil alacsony koncentracioban detektalhatok, ebben a
tartomanyban a pontos meghatarozas mar nem lehetséges, amelybdl adodik a detektalasi
¢és a kvantitalasi hatar tobb nagysagrendbeli eltérése.

Szamos kutatocsoport ért el tized nanomolos detektalasi hatart aminosavak fluoreszcens
szarmazékképzését kovetd elvalasztasa soran, ugyanakkor ezeket a modszereket nem,
vagy csak részben validaltak és kevés esetben alkalmaztak bioldgiai mintak kvantitativ
vizsgalatara. A biologiai mintdk analizisére optimalizalt modszerek esetében is
hianyzik, vagy részleges a modszervalidalas [136-138,125,124]. A megfeleld validacios
adatok hidnydban azonban ezeknek a modszereknek a pontossdga a mikromol alatti

mintakoncentracidk esetében megkérddjelezhetd.
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5.1.4 NBD-F szarmazékok elvalasztasa

Kiindulva kutatécsoportunk korabbi sikeres eredményeibdl, elsoként a fluorogén
tulajdonsdga  NBD-F szarmazékképzd alkalmazhatosagat vizsgaltuk. A fluorogén
szarmazékképzok eldnye a fluorofor vegyliletekkel szemben, hogy az elvalasztas soran
kevesebb zavard cstcesal kell szamolni, melyek jellemzden a reagens hidrolizise soran
képzddnek [120]. Az utdbbi évtizedekben az NBD-F-ot szamos kutatocsoport
alkalmazta amin funkcids-csoportot tartalmazé vegyiiletek elvalasztasa soran [152-
154,135], ugyanakkor aminosavak bioldgiai mintabol torténé meghatarozasaval csak
néhany tanulmany foglalkozik [155,156,113]. Hu és munkatarsai NBD-F-el torténd
szarmazékképzést kovetden sikeresen valasztottak el 15 aminosavat. A megfeleld
felbontas eléréséhez azonban kétféle detergensbdl és szerves modositobol allé komplex
puffert hasznaltak, a teljes analizisidd0 22 perc volt. Zhu és munkatarsai hasonld
koriilmények kozott 19 aminosavat valasztottak el sikeresen, melyhez azonban a
nagyobb szerves modosito, illetve detergens koncentraciok mellett B-CD-re is sziikség
volt. Nagyobb fesziiltség alkalmazasa mellett 17 percre rovidiilt az analizisido.
Kapillarison torténd szarmazékképzéssel Klinker és munkatarsai egy percen beliil
valasztottak el mikrodializdtumban 1évé aminokat és aminosavakat. A rendkiviil gyors
modszer hatrdnya azonban, hogy csak a mintdban 1évé glutamat mennyiségét képes
meghatarozni, a kordbbi moddszerekhez képesti lényegesen magasabb detektalasi
hatarral. Az altalunk szarmazékképzésre idedlisnak taldlt 15 perc reakcioidd eltér a
korabban publikaltaktol (1 perc [155], 3 perc [156], 5 perc [157]). A reakciokdzeg pH-
janak vizsgalata soran a legnagyobb csucsteriileteket 8,5 pH-ju puffer alkalmazésaval
kaptuk hasonldan a korabban k6zoltekhez [157].

Az NBD-F szarmazékok elvalasztasa soran nem tapasztaltunk jelentés pH fliggést, mely
azzal magyarazhat0, hogy a szarmazékképz6 molekulaval torténd reakcid soran nem nd
a deprotonalhatd csoportok szama, igy a pufferkozeg pH-ja csak kismértékben
befolyasolja az elvalasztas mindségét. A feltehetdleg a reagensfelesleg hidrolizisébdl
szarmaz6 komponensek zavard hatdsat igy segédanyagok alkalmazasaval kiséreltiik
meg megszlintetni. A kirdlis elvalasztasok soran gyakran alkalmazott ciklodextrinek
szamos vendégmolekulaval képesek stabil zarvanykomplexet alkotni. Vizsgélataink
soran 8 mM B-CD jelenlétében a hidrolizistermékek migracidja nagyobb mértékben

lassult, mint az aminosavaké (3. &bra), igy az elvalasztast zavarod kozeli vandorlasuk
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megsziintethetové valt. A tapasztalt jelenség egyik lehetséges magyarazata, hogy a
hidrolizistermékek lipofilebb karakteriikk révén jobban illeszkednek a ciklodextrin
molekula hidrofob tiregébe, melynek kovetkeztében stabilabb komplexet képeznek. A
stabil komplexképzés a vegyliletek gyors vandorldsa ellen hat, mivel a kialakult
komplex mobilitasa toredéke a szabad molekulaénak.

Az NBD-F szarmazékok elvalasztdsa soran torekedtiink az analizisidd roviditésére. A
migracioés idét meghatarozo két leglényegesebb tényezd az effektiv kapillarishossz,
valamint az alkalmazott fesziiltség. Ez utobbi paraméter ndvelésének gatat szab, hogy a
fesziiltség altal generalt aramerdsség, is novekszik, s a keletkezd Joule-h6é a csticsok
kiszélesedéséhez, az elvalasztas hatékonysaganak romlasdhoz vezet. A maximalis, még
megfeleld elvalasztast nyGjto fesziiltségértéket -300 V/ecm-nek talaltuk, ami 40 pA
aramot generdlt. Az effektiv kapillarishossz vizsgdlata sordn mar 10 cm effektiv
kapillarishossz esetében megfelelének talaltuk az elvalasztast. Korabban publikalt
elvalasztdsok soran jellemzéen 40 cm effektiv kapillarishosszt alkalmaztak, ami
jelentésen hosszabb analizisid6t eredményezett. Esetiinkben csak a két savas karakter(i
aminosav megfeleld elvalasztisa volt a cél, amihez lényegesen rovidebb kapillarishossz
is elegendd. Az igy elért 3,5 perces analizisid0 a korabban publikalt mddszerekhez
képest lényegesen rovidebb [155,156,113,157]. Figyelembe véve a nagyszamu
vizsgalanddé mikrodializatumot ez igen kedvezd volt, azonban a mintastabilitast nem

talaltuk megfelelének.

Bar a detektalasi hatar mindkét aminosav esetben 10 nM alatti értéknek adodott, a
kalibracié sordn a tized mikromol alatti tartomany esetében a csucsteriiletek gyors
csokkenése volt megfigyelhetd, ami a kalibracios pontokra illesztett egyenestdl vald
novekvo eltérésben nyilvanult meg. A tapasztalt jelenség egyik lehetséges magyardzata
a szarmazékképzési reakcio kvantitativ jellegének megsziinése alacsony koncentracidok
esetében. Ez lehet a szarmazékképzore jellemz6 reakcidomechanizmus sajatsaga, bar erre
vonatkozo szakirodalmi adatot nem talaltunk. A jelenséget ugyanakkor okozhatja a
parhuzamosan végbemend szarmazékképzd-hidrolizis domindnsé véalasa. Mig magasabb
koncentraciokon a hidrolizis sebessége Osszevethetd a szarmazékképzési reakcid
sebességével, alacsony aminosav koncentraciok esetében a szarmazékképzési reakcio

sebessége 1ényegesen lecsokken [123].
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A kvantitalasi hatar csokkentése, valamint a modszer érzékenységének ndvelése
érdekében a tovabbiakban olyan szdrmazékképzoket vizsgaltunk, amelyek esetében
hatékonyabb szarmazékképzési reakciot, lassabb hidrolizist, tovabba nagyobb

érzékenységet €s mintastabilitast vartunk.

5.1.5 FITC szarmazékok elvalasztasa

A fluoreszcein tipusu vegyliletek szarmazékai stabilak €s erdteljes fluoreszcenciaval
rendelkeznek [115], ugyanakkor hatranyuk a hosszi reakcididé (~16 ora) és a
reagensbdl, illetve a hidrolizistermékekbdl szarmazé csucsok, melyek megnehezitik az
elvalasztast. A fluoreszcein tipust vegyiiletek koziil a FITC a leggyakrabban
alkalmazott szdrmazékképzd aminosavak kapillaris elektroforézissel torténd vizsgalata
soran [110,115]. Bar szamos kutat6 beszamolt magas hémérsékleten rovid ideig torténd
szarmazékképzésrol [125,126], a kis térfogati mintdk parolgasanak elkeriilésére a
szobahdmérsékleten torténd szarmazékképzést részesitettiik elényben. A Nouadje és
munkatarsai altal kidolgozott protokollt szamos mas kutatocsoport is sikerrel alkalmazta
[142,55], igy munkank soran minimalis modositasokkal mi is ezt kovettiik. A FITC-el
torténd szarmazékképzést kovetd elvalasztas tipikusan csak tobb segédanyagot
tartalmazd, bonyolult 0Osszetételi pufferrendszer alkalmazaséval kivitelezheto.
Esetlinkben a boritott falti kapillarisban torténd elvalasztas soran az aszpartat és a
glutamat nagy elektroforetikus mobilitdsuk révén az interferdld csucsok el6tt
vandorolnak. Azonos elvalasztasi koriilmények kozott, ha nem boritott falu
kapillarisban torténd elvalasztast valasztottuk volna, kozel haromszor hosszabb lenne az

analizisidd a boritott fali kapillarishoz képest (17. abra)
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17. abra Kapillaris boritas hatisa a FITC szarmazékok analizisidejére.

A, boritott fala kapillaris; B hagyomanyos kapillaris; 1 pM Asp, Glu ill. 0,5 pM IS tartalmi minta;
Elvalasztasi korillmények: 20/30 em x 75 pm linearis poliakrilamiddal boritott fali dmlesztett
kvarc kapillaris; injektalas: 3447 Pa 5s; 100 mM borat puffer, pH 8,5, 20 mM SDS; 300 V/cm,
25°C

Mig a puffer pH-janak valtoztatdsa nem gyakorolt jelent0s hatast az elvalasztas
szelektivitasara, a csticsalakok 20 mM SDS jelenlétében egyértelmiien javultak. Az
analizisidé 5 percnek adodott, mely az aszpartat €s a glutamat mikrodializatumokbol
torténd egyidejli meghatdrozasara optimalizalt korabbi mddszerekhez képest gyorsabb.
A modszervalidalas soran kapott kalibracios pontokra illesztett egyenes alapjan mindkét
aminosav  esetén linedris Osszefiiggést allapitottunk meg a 0,03-1 pM
koncentraciotartomanyban (RZASp: 0,9988, RZGm: 0,9986). A legalacsonyabb, még
megfeleld pontossaggal és torzitatlansdggal mérhetd koncentracid ugyanakkor az
NBD-F szarmazékok soran kapotthoz hasonléan 0,1 uM volt. Szamos, bioldgiai mintak
analizisére optimalizalt modszer esetében publikaltak nanomolos, illetve tized
nanomolos tartomédnyba esd detektalasi hatarokat. Ezen tanulmanyok koziil ugyanakkor
a kvantitalasi hatart csak Li és munkatarsai allapitottak meg modszervalidalassal [125].
Az altaluk kidolgozott médszerrel 0,1 pM aszpartatot, illetve glutamatot megfeleld
pontossaggal tudtak mérni, mely egybevag az altalunk talalt értékekkel. A hasonlo

tanulmanyok [137,158] szerzdi jellemzéen csak linearis tartomanyt adtak meg.
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5.1.6 CFSE szarmazékok elvalasztasa

Az érzékenység tovabbi ndvelésének érdekében egy harmadik, kevésbé elterjedt
fluorofor szarmazékképzot, a CFSE-t is megvizsgaltuk. Lau és munkatarsai 1998-ban
megjelent kozleményiikkben a FITC ¢és a CFSE szarmazékképzo tulajdonsagait
hasonlitottdk  0ssze. Eredményeik  alapjan  nagysagrendekkel  hatékonyabb
szarmazékképzés érhet6 el CFSE-vel, mint FITC-cel, bar eredményiiket
modszervalidalasbol szarmazo adatokkal nem tamasztottdk ald. Mindemellett a
CFSE-vel torténd szarmazékképzés soran kevesebb zavard hidrolizistermék keletkezett,
ami az elvalasztas optimalizalasa szempontjabol kedvez6 volt [123]. Az elmult masfél
évtizedben azonban csak néhany olyan tanulmanyt kozoltek, melyben amino-
vegyiileteket vizsgalnak CFSE-vel torténd szarmazékképzést kovetden kapillaris
elektroforézissel. A vizsgalt vegyliletek jellemzden gyogyszervegyiiletek voltak
(baclofen [159], gabapentin [160], illetve aminoglikozid antibiotikumok [161]).
Egyetlen 2009-ben megjelent tanulmany foglalkozik patkany PAG-mikrodializatumabél
torténd aszpartat és glutamat mennyiség meghatarozasaval [162]. Chen és munkatarsai
sikeresen valasztottak el a mikrodializatum mintakban 1évé excitatoros aminosavakat
pH 8,5 borat puffer segitségével. Detektalasi hatarnak tized nanomolos értéket kaptak
mindkét aminosav esetén, mig kvantitalasi hatarnak a kalibracios tartomény legkisebb
Az Asp és Glu CFSE-vel képzett szarmazékainak elvalasztisa soran jelentds pH fliggést
tapasztaltunk. Megfigyelheté a pH novekedésével parhuzamosan csokkend migracios
1d6, ami a szarmazékok deprotonaltsagi fokdnak ndvekedésével magyarazhat6. Magas
pH-n (9,0-8,5) a glutamat nem valaszthatd el megfeleléen a reagenscsucstol, mig
semlegeshez kozeli pH-n (7,0-7,5) a minor hidrolizistermékekkel térténd interferencia
valik jelentdssé. Koztes, pH 8,0 érték esetében megfeleld elvalasztast kaptunk,
ugyanakkor még ilyen koriilmények ko6zott sem tudtunk minden interferenciat
kikiiszobolni. Az egylittes vandorlast segédanyagokkal nem tudtuk megsziintetni.
Vizsgaltuk a szarmazékképzés reakcioidejének hatdsat a hidrolizis termékek
képzddésére, s azt tapasztaltuk, hogy a hidrolizistermék eredetli cstcsok a
szarmazékképzés idejével ardnyosan ndnek. Mig az aminosav-szarmazékok csticsai mar

4 oras reakcioido utan elérték a maximumot, az interferenciat okozo zavard csucsok a
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reakcioiddvel linedrisan ndttek tovabb. A szarmazékképzés idejének lerdviditésével és a
megfeleld puffer pH megvalasztasaval tudtuk minimalizalni a zavar6 hatést.

A modszervalidalas soran még alacsonyabb detektalasi hatdrokat kaptunk, mint a két
megelozd szarmazékképzd esetében, ugyanakkor a kordbbiakhoz hasonloan a
kvantitalasi hatar itt sem volt 0,1 pM-nal kisebb egyik aminosav esetében sem. Bar a
korabbi kozlemények alapjan javulast reméltiink, a kvantitativ mérés alsé hatardban,
ennek elmaradasa részben a zavard cstcsok jelenlétével magyarazhato. A korabban
kozolt modszer 15 perces analizisidejéhez képest ugyanakkor az altalunk kidolgozott
modszerrel 4 perces analizisidd érhetd el.

Mindharom modszer esetében azonos kvantitalasi hatart allapitottunk meg, mellyel
bizonyitottuk, hogy a detektalds érzékenysége nem befolyasolja a mérés pontossagat, s
az LOD ¢és LOQ értékek kozott egy-két nagysagrend kiilonbség is lehet. Vagyis hidba
érhetd el adott szadrmazékképzével nanomolaris detektalasi hatar, megfeleld
pontossaggal és torzitatlansaggal torténd mérés csak ennél mintegy szdzszor nagyobb
koncentracioértéknél  lehetséges. Ennek legvalosziniibb oka az  alacsony
koncentraciokon mar nem kvantitativ szarmazékképzési reakcio, ami a hidrolizis
felerds6do kompetitiv hatdsanak kdvetkezménye.

Ennek megfeleléen a szakirodalomban sem talaltunk egyik altalunk vizsgalt
szarmazékképzd esetében sem olyan megfelelden validalt modszert, mellyel az altalunk
megallapitott kvantitalasi hatarnal alacsonyabb értéket lehetett volna elérni. A kapott
eredmények alapjan, figyelembe véve a vizsgalandd mintdk magas szdmat és a
szarmazekok stabilitasdban tapasztalt kiilonbséget, a bioldgiai mintdk analiziséhez
FITC-et, a legnagyobb stabilitast szarmazékot ado reagenst valasztottuk. A bioldogiai
mintdk elvalasztasa sordn nem észleltiink egylitt vandorld zavaré csucsokat, a

kidolgozott modszer alkalmasnak bizonyult agyi mikrodializatumok vizsgalatara.

5.2  Aszpartat és glutamat extracellularis koncentraciévaltozasanak in vivo

vizsgalata

A madarak medidlis striastuma (MSt) koézponti szerepet jatszik az egyes tanulési
folyamatokban (passziv elkeriilési teszt), valamint a memoria kialakulasaban [163-165].
Az MSt neuronjainak szinaptikus végkésziilékeiben a glutamat mellett aszpartat is

kimutathatd [166], pontos funkcidja azonban nem ismert. Az Osszetettebb
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viselkedésformak neurokémiai hatterének vizsgalatat megel6zden azonban igazolni kell
ezen transzmitterek szinaptikus eredetét. Vizsgélatainkban elsOsorban arra kerestiik a
valaszt, hogy az altalunk tanulmanyozni kivant neurotranszmitterek iiriilése kivalthato-e
fizikai, illetve kémiai stimulacidval (stressz, KCI), valamint gatolhato-e szinaptikus
iiriilést blokkolo kezeléssel (Ca?*-megvonas, TTX).

Az 1-4 napos éber, mozgasukban nem akadalyozott csirkéken végzett kisérletek sordn
az excitatoros aminosavak megallapitott alapkoncentracioi Osszevethetdek voltak a
korabban emldsok esetében talalt alapkoncentraciokkal [167]. Az aszpartat aranya
ugyanakkor az Gssz-excitatoros aminosavtartalomhoz képest jelentésen magasabb volt,
mint az éber, illetve altatott patkanyok esetében mért értékek. A tapasztalt eltérések a
madarak stridtumanak jellegzetességeit tiikrozik.

Korabban Gruss ¢és munkatarsai csirkék striatumaban jelentdsen alacsonyabb
extracellularis aminosav koncentraciokat mértek ([Asp] = 0,012 uM), [Glu] = 0,36 uM)
[168], ez azonban a metodikai eltérésekkel is magyarazhato.

Vizsgdlatainkban az egyes kezelések hatdsdra mindkét excitatoros aminosav esetében
hasonldé koncentraciovaltozas-mintazatot tapasztaltunk. Mind fizikai stresszelés, mind
¢észleltiink, az aszpartat koncentraciovaltozdsa ugyanakkor nagyobb variabilitast
mutatott az egyes kisérleti allatok kozott. Kiugréoan magas emelkedést tapasztaltunk a
kezelést fizikai stresszelés elozte meg. Ezt a jelenséget a viselkedés kivaltotta
szinaptikus potenciacioval magyarazhatjuk. Az emelkedést azonban a kezelés fennallasa
ellenére 1s gyors csokkenés kovette, ami feltehetdleg a transzmitter raktarak
kitiriilésének kovetkezménye. A stimuléciok okozta transzmitteriiriilést a TTX egyidejii
jelenléte hatékonyan gatolta, ami igazolja ezen transzmitterek szinaptikus eredetét. A
Ca2+-hiényos kornyezet hasonloan csokkentette a kezelés hatdsara irilé Glu
mennyiséget, kisebb mértékben ugyan, mint a TTX esetében. Az alapkoncentracio
értekeket ugyanakkor mindkét kezelés csak minimalis mértékben befolyésolta, melybdl
dontéen nem szinaptikus folyamatok felelések. Az egyes stimulaciok hatasara
megnovekedd glutamat szint esetén a felszabadulo aszpartat mennyisége is megnott, €s

aranya elérte az 50-60%-0t a teljes excitatoros aminosav mennyiséghez képest.
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Jellemz6en stimuldcié hidnydban a felszabaduld aszparat mennyisége fliggetlen volt a
felszabadulé glutamattol, ¢és aranya 10-60% kozott valtozott. Ebbdl  arra
kovetkeztethetiink, hogy az aszpartat felszabadulasa egy glutamat-fiiggetlen és egy
glutamat-fliggd komponensbdl tevodik 0Ossze, ennek igazoldsa azonban tovabbi
kisérleteket igényel.

Az aszpartatnak a glutamattol részben fliggetlen felszabaduldasa az idegrendszerben
betoltott eltérd funkcio lehetdségét veti fel. Nem kizarhaté lehetdség, hogy az
extracellularis aszpartat egy része Ca2+-ﬁiggetlen mechanizmus révén szabadul fel, és
hosszabbtavi metabotrop hatast fejt ki a striatalis szubventrikularis zéna progenitor
sejtjeire, mig a Ca**-fiiggd aszpartat felszabadulas feltehetéleg a glutamathoz hasonloan
az ionotrdp receptorokat stimuldlja. Bradford és munkatéarsai eredményei arra mutatnak,
hogy az L-aszpartat az extraszinaptikus elhelyezkedésii NMDA receptorok fo
agonistdja, mivel az aszpartdit foként a szinaptikus zondkon kiviil {riil. Fontos
megjegyezni, hogy a tanulményok nagy része szinaptoszoéma frakcid vizsgalataval nyert
eredményeket kozol, ugyanakkor esetiinkben az asztrocitakat, mint lehetséges aszpartat
forrasokat sem zarhatjuk ki. A kisérleteink sordn mért eltéré aranyl aszpartat, illetve
glutamat felszabadulas meger0siti azt a feltételezést, hogy az aszpartat egy része a
madarak striatumaban neurotranszmitterként Uriil, mind kémiai mind viselkedésbeli
stimuldcié hatasara. Mindkét aminosav esetében a felszabadulds nagymértékben a
depolarizaciot kovetd exocitozis kovetkeztében jon létre, mindemellett aminosav
transzportereken keresztiill megvalosuld mechanizmusok is kozrejatszhatnak ezen
azt a hipotézist, miszerint az aszpartait részben neurotranszmitter részben
neuromodulator funkciodt tolt be, igy szerepet jatszhat egyes agyi folyamatokban, mint
példaul a tanulds vagy a memoria kialakuldsaban. Kisérleteink soran az emldsokkel
ellentétben a csirkek stridtumaban sokkal magasabb aszpartat-glutamat aranyt talaltunk,
mely pontosabb mérést tesz lehetévé. Ennek kovetkeztében ezen allatmodell
alkalmasabb lehet az aszpartiterg mechanizmusok szerepének, illetve kinetikdjanak

tovabbi tanulmanyozasara
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5.3  Aszpartat és glutamat kiralis elvalasztasa

Korabbi tanulméanyok alapjan a D-aszpartat koncentracidja az agyszovetben kisérleti
allattol fiiggben 10-500 nmol/g szovet tartomanyban valtozott [169,75]. Ez a
mintafeldolgozas soran jelentkez6 10-100-szoros higitast figyelembe véve mikromol,
illetve az alatti koncentracidtartomanyban torténd meghatarozast jelent. Kvantitativ
mérés ebben a tartomanyban hagyomanyos UV elnyelésen alapuld detektalési
modszerrel mar nem lehetséges, ezért a korabbi méréseink soran alkalmazott
1ézerindukalta-fluoreszcencia detektalas hasznélata indokolt. Az excitatoros aminosavak
akirdlis elvalasztasdhoz hasonldéan a kirdlis elvalasztds soran is fellépnek a
szarmazékképzésbol adodd problémak. A kirdlis elvalasztdas soran azonban a
melléktermékekkel torténd egyiittes vandorlds fokozott problémat jelent. Ennek
kovetkeztében a fluorogén szarmazékképzOk hasznédlata elterjedtebb kiralis
elvalasztasra optimalizalt modszerek esetében [70,100].

Aminosav enantiomerek bioldgiai mintakbdl térténé meghatarozasa soran leginkabb
NDA-t, illetve NBD-F-et alkalmaznak szarmazékképzoként [170,171,100]. Bar az NDA
szdmos kedvezd tulajdonsdga révén optimalis szarmazékképzonek bizonyulna, a
detektalashoz az argon-ion 1ézernél alacsonyabb hullamhosszl, koltséges lézerforras
sziikséges. Mindemellett a reakcid csak cianid-ionok jelenlétében megy végbe
megfelelden, ami veszélyessé teszi a mintaelokészitést és problémat okoz a mintak
tovabbi kezelése is. Excitatoros aminosavak akirélis elvalasztdsa sordn mar sikerrel
alkalmaztuk szarmazékképzOként az NBD-F-ot, ugyanakkor a nagyszamu
mikrodializatum vizsgalatanal hatranyt jelentett a szadrmazékok alacsony stabilitdsa.
Szovetmintabdl torténd kiralis elvalasztas esetében kisebb mintaszdmmal és jelentdsen
hosszabb analizisiddvel kell szamolni, igy a modszer kevésbé automatizalas-igényes, és
konnyebben megoldhatd, hogy a mintak viszonylag rovid ideig tartozkodjanak a
késziilék mintatartdjaban. Az enyhe koriilmények kozott gyorsan kivitelezhetd
szarmazekképzés tovabbi eldnyt jelentett. A szarmazékképzés koriilményeit a
tovabbiakban nem vizsgaltuk, a kordbbi munkank sordn optimalisnak talalt
koriilményeket alkalmaztuk.

A modszer szelektivitasanak novelése, valamint az analizisido leroviditése érdekében a
korabbiakhoz hasonldan az elvalasztast boritott falu kapillarisban lugos pH-n végeztiik.

Bels6 standardnak az aminosav-szarmazékokhoz hasonld tulajdonsagu L-ciszteinsavat
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cre

higitasok elkészitéséhez ACSF-et hasznaltunk, mellyel a bioldgiai mintdk

iondsszetételéhez hasonld mintamatrixot kaptunk.

5.3.1 Kiralis elvalasztas optimalizalasa

Az elmult évtizedben aminosavak kiralis elvalasztasara dontden ciklodextrineket,
valamint kiilonb6z6 szarmazékaikat alkalmaztak [99,172]. Az adott ciklodextrin
enantioszelektivitdsait ~ ugyanakkor  nagyban  befolydsolja az  alkalmazott
szarmazékképzo, illetve az elvalaszto kdzeg pH-ja, hiszen a kialakult szarmazék mérete,
lipofilitdsa, valamint toltése hatdrozza meg a ciklodextrin molekula iiregébe torténd
illeszkedés mértékét [173]. Igy a szakirodalomban maés szarmazékképzére optimalizalt
kirdlis elvalasztas koriilményei esetiinkben nem alkalmazhatéoak. Tsunoda ¢és
munkatarsai bioldgiai mintabol heptakis(2,3,6-tri-O-metil)-p-ciklodextrin (TM-B-CD)
segitségével  valasztott el aszpartdit enantiomereket NBD-F-dal  torténd
szarmazékképzést kovetéen, enyhén savas (pH=4) korilmények kozott [170].
Esetiinkben az aszpartat és a glutamat lugos pH-n torténd egyideji kiralis elvalasztasa
elkertilhetetlenné tette uj modszer kidolgozasat, a rendelkezéstlinkre allé ciklodextrinek,

valamint szdrmazékaik vizsgalatat.

5.3.1.1 Kiralis elvdlasztds nativ ciklodextrinek és szarmazékaik jelenlétében

Aminosavak kiralis elvalasztasa soran leggyakrabban [-ciklodextrint alkalmaznak
onmagaban, vagy mas Kkirdlis szelektorokkal (tipikusan kiralis micellaképzd
epesavakkal) kombinalva. OPA, illetve NDA szarmazékokat sikeresen valasztottak el
B-ciklodextrin segitségével, azonban ezeket a mddszereket jellemzden nem az aszpartat
¢és a glutamat egyidejli elvalasztasara optimalizaltak [172]. Esetlinkben a B-ciklodextrin
csak a glutamat irdnyaban volt enantioszelektiv, mig az aszpartat enantiomerek esetében
nem mutatott kiralis megkiilonboztetést. A B-ciklodextrin nem-ionos szarmazékai a
kiralis elvalasztast érdemben nem javitottdk, azonban a DM-B-CD alkalmazésa soran
koncentracio-fliggben a glutamat enantiomerek véandorlasi sebessége jelentOsen
nagyobb mértékben lassult, mint az aszpartat enantiomereké. A jelenség a szelektor
glutamat enantiomerekkel torténd lényegesen stabilabb  komplexképzésével

magyarazhat6. A [-ciklodextrin random metilalt szdrmazéka sem nyujtott érdemi
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javulast az elvélasztadsban a DM-B-CD-hez képest. Ezen eredmények alapjan
megallapithatjuk, hogy mig a glutamat enantiomerek esetében kozel alapvonali
elvalasztast lehetett elérni, az aszpartat enantiomerek elvalasztasdra sem a nativ
B-ciklodextrin sem pedig toltéssel nem rendelkezd szarmazékai nem voltak alkalmasak.
v-Ciklodextrin  jelenlétében ugyanakkor az aszpartat enantiomerek részleges
elvalasztasat tapasztaltuk, azonban ez a szelektor glutamat enantiomerek iranyaban nem

mutatott kiralis megkiilonboztetést.

5.3.1.2 Kirdlis elvalasztas ionos ciklodextrinek jelenlétében

Szamos kutatocsoport sikeresen valasztott el toltéssel rendelkezd enantiomereket
ellentétesen toltott ciklodextrin szarmazékokkal [174,175]. Abban az esetben, amikor
mind a vendégmolekula, mind a komplexképzd toltéssel rendelkezik, a Van der Waals,
valamint a hidrogén-hid kolcsonhatasok mellett lehetéség van ionos kolcsonhatas
kialakuldsara is. Az ionos kolcsonhatds kovetkeztében a komplexképzés
enantioszelektivitasa néhet, ami lehetdvé teszi a megfeleld elvalasztast [176]. Ivanyi és
munkatarsai enyhén savas koriilmények kozott (pH=6) vizsgaltdk anionos vegyiiletek
kiilonféle amino-szubsztitualt ciklodextrinekkel torténé kolcsonhatasat [177]. Az egyes
vegyiiletek alapvonali elvalasztisa mar egészen alacsony szelektor koncentracional
(1-5 mM) lehetové valt, amelyet részben a kialakulo elektrosztatikus kdlcsonhatasokkal
magyaraztak. Esetiinkben a negativ toltéssel bird6 aminosav szarmazékok elvalasztasat
kiséreltik meg HPA-B-CD alkalmazasaval. Semlegeshez kozeli pH értékeken, ahol
mind az aminosavak, mind a szelektor molekuldk toltéssel rendelkeznek nem
tapasztaltunk kirdlis megkiilonboztetést, viszont a migraciés 1dok jelentOsen
megndvekedtek, ami erds, nem enantioszelektiv kdlcsonhatasra utal. A pufferkdzeg
pH-jat novelve 8-as pH érték esetén kapunk megfeleld kirdlis elvalasztast, mig ennél
magasabb pH értéken torzulnak a csticsalakok, €és az aszpartat esetében megsziinik a
kiralis megkiilonboztetés. Az elvalasztds pH-fiiggése alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy a komplexképzésben a kirdlis szelektor protonalt, illetve deprotonalt formaja is
szerepet jatszik. Mig a toltéssel rendelkezd protondlt forma az erds, de nem
enantioszelektiv komplexképzésért lehet felelds, az aszpartat kiralis megkiilonboztetése
a deprotonalt, semleges forma esetében valosul meg. A vizsgalt vegyiiletek alapvonali

elvalasztasat a szelektor két protondltsagi allapotanak megfeleld aranya mellett, pH=8
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crer

novekedett, ugyanakkor a kémiai szelektivitas romlott. 5 mM HPA-B-CD jelenlétében
az L-aszpartat csucs egyiitt vandorolt a D-glutamat csuccsal. Ebbdl a jelenségbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az aszpartdt enantiomerekkel a kiralis szelektor stabilabb
komplexet képez, mint a glutamat enantiomerekkel, hiszen a magasabb szelektor
koncentracional az aszpartat enantiomerek migracios ideje nagyobb mértékben nd, mint

a glutamat enantiomereké.

5.3.1.3 Kiralis elvalasztas kettos ciklodextrin rendszer jelenlétében

Ketté vagy tobb enantiomerpar egyideji elvalasztasara gyakran hasznalnak két kiralis
szelektort tartalmazo rendszert [178-180]. Ekkor jellemzbéen az egyik szelektor az
enantioszelektivitast, a masik a kémiai szelektivitast biztositja [181,182]. A
gyakorlatban elterjedt a toltéssel rendelkezd, illetve neutrdlis ciklodextrinek
kombinacidja [94].

Bar 6nmagaban a HPA-B-CD alapvonali elvalasztast biztositott mindkét aminosav
esetében, a biologiai mintakban vart kozel 50-szeres enantiomerfelesleg miatt
sziikségesnek lattuk az elvalasztas szelektivitasanak novelését. A korabbiakban lattuk,
hogy a DM-B-CD eltér6 stabilitasu komplexeket képez az aszpartat és a glutamat
valasztasnak tlint a rendszer kémiai szelektivitdsdnak novelésére. A két szelektor kozti
versengés kovetkeztében 3 mM HPA-B-CD mar nem bizonyult elegenddnek a

megfeleld enantioszelektivitas elérésé¢hez 5, illetve 10 mM DM-B-CD jelenlétében. A

crer

crer

analizisid6t jelentdsen meghosszabbitotta, mig a kémiai szelektivitds érdemben nem
noétt. Mindkét szelektor esetében egy olyan koztes koncentracioértéket valasztottunk
(5 mM HPA-B-CD 5, illetve 8 mM DM-B-CD), ahol a mar megfelelonek talalt kémiai
szelektivitas mellett elfogadhatéan rovid, 10 perces analizisid6t kaptunk. Ezzel az
altalunk kidolgozott elvalasztasi modszer jelentdsen gyorsabbnak bizonyult szdmos

korabban publikalt modszernél [183,184,171,185].
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5.3.2 Maédszervalidalas

Az excitatoros aminosavak D-enantiomerjeinek szovetmintdkbdl torténé pontos
meghatdrozasat nagyban megnehezitheti a jelenlévé L-enantiomer jelentds feleslege.
Aszpartat esetében szdmos szerzO kiillonbozé kisérleti allatok agyszovetét vizsgalva
jellemzden egy, illetve két nagysagrendbeli kiillonbséget irt le az L-enantiomer javara
[35,75]. Eldzetes vizsgalatainkban a csirkék agyszovetébdl késziilt mintak vizsgalata
sordn az aszpartat enantiomerek kozel 50-szeres koncentraciokiilonbségét talaltuk. Ezek
alapjan a teljes validalasi folyamat soran mindkét aminosav esetén 50-szeres
L-enantiomer-felesleget alkalmaztunk. A Dbiologiai mintdkra  jellemzo
koncentracioviszonyokat figyelembe vevd validalasra ez iddig nem talaltunk példat a
kapillaris elektroforézissel foglalkozoé szakirodalomban. Validalt moédszeriink nagy
elénye, hogy 1ényegesen megbizhatobb informaciokat szolgaltat a biologiai mintakbol
torténd meghatarozasok soran. A szakirodalomban taldlhatd, az aszpartat és glutamat
enantiomerek bioldgiai mintadkbol torténd egyidejli kirdlis meghatarozasara fejlesztett
CE-LIF modszerek esetében nem, vagy csak részleges validalas tortént. Thorsén és
munkatarsai (+/-)-1-(9-antranil)-2-propil-kloroformattal (APOC) torténd diasztereomer
szarmazékképzést kovetden valasztottak el aszpartat, glutamat, illetve egyéb aminosav
enantiomercket. Bar a detektalasi hatar D-Glu esetében 7 nM volt, a modszer a
megfeleld validacids adatok hidnyaban kvantitativ meghatdrozasra nem, csak a vizsgalt
mintaban 1évé D-aminosavak szazalékos aranyanak megadasara volt alkalmas [183].
Sim6 és munkatarsai FITC szarmazékképzést kovetden valasztottak el tobbek kozott
aszpartat és glutamat enantiomereket ételmintadkban. Kalibracid hidnyaban a mérési
adatokat az abszolut koncentraciok helyett korrigalt csucsteriiletekben adtdk meg,
melyek igy masok méréseivel nehezen OsszevethetOk. Az altaluk kidolgozott modszert a
késobbiekben kisebb modositasokkal sikeresen alkalmaztak mas bioldgiai eredetii
mintdk analizisére, azonban egyetlen esetben sem végeztek mddszervalidalast.
Kirschner és munkatarsai savas pH-n negativ toltési ciklodextrinnel valasztottak el
aminosav enantiomereket (Asp, Glu, Ser, Arg, Ala) NDA-vel torténd szarmazékképzést
kovetden. Hatékony prekoncentracids 1épést kdvetden a modszer érzékenységét kozel
szazszorosra tudtdk novelni. Ugyanakkor a kisérleti 4llatokbol szadrmazé
mikrodializatumok esetében ezt a 1épést nem lehetett alkalmazni, az igy elérhetd

érzékenység (detektalasi hatar ~50 nM) nem bizonyult elegendének D-aminosavak
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detektalasdhoz. Wang ¢és munkatarsai sok mas szerz6hoz hasonléan a kalibracios
tartomény alsd pontjat adtdk meg kvantitalasi hatarnak, ami a korabbi tapasztalatok
alapjan nem tekintheté megbizhatonak [186].

Mindkét aminosav esetében a modszervalidalas soran kapott detektalasi, valamint
kvantitalasi hatar modszeriink esetében a jelenleg ismert szakirodalom alapjan a
legalacsonyabbak, 0sszevetve a hasonldé NBD-F-el torténd szarmazékképzést kovetd
kapillaris elektroforézis modszerekkel, ideértve az akiralis elvalasztasokat is. Lathattuk,
hogy kordbban az akiralis elvalasztds soran, szdrmazékképzotol fiiggetleniil 0,1 uM
kvantitalasi hatart talaltunk mindkét aminosavra. Ugyanakkor a kiralis elvalasztas soran
a D-aminosavakra kapott alacsonyabb kvantitalasi hatar latszolag ellentmondasos lehet.
A kvantitativ reakcid egyik feltétele a megfelelé reagensfelesleg jelenléte.
Pérhuzamosan azonban a reagens hidrolizise is végbemegy, amely a reagens
koncentréaciot csokkenti. Alacsony koncentraciok (< 0,1 uM) esetében mig a hidrolizis
sebessége kozel allando marad, a szdrmazékképzés sebessége olyan mértékben lelassul,
hogy a reakci6 mar nem megy kvantitativan végbe. Feltételezziik, hogy a
szarmazékképzés kinetikaja mindkét enantiomer esetében azonos, vagyis a reagens nem
diszkriminal az izomerek kozott. Ekkor a nagy feleslegben jelenlévé L-enantiomer miatt
a szarmazékképzés sebessége nem csokken a kritikus szint ald, és a 0,1 uM alatti
koncentracioju D-enantiomer szarmazékképzése is kvantitativan végbemegy. Igy bar a
magas L-enantiomer felesleg megneheziti az elvalasztast, ugyanakkor hozzéjarulhat az

alacsony koncentracidoban 1évd D-enantiomer kvantitativ szdrmazékképzéséhez.
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5.3.3 Szoévetmintik vizsgalata

A szovetmintakbol torténé D-aminosav meghatarozas soran fiatal, 1-4 napos csirkékbdl
szarmaz6 agyszoveteket hasznaltunk. Korabbi vizsgalatok alapjan a szubventrikularis
zonaban ebben az életkorban még aktiv sejtosztodas figyelheté meg, mig a nidopallium,
valamint a cerebellum mar nem tartalmaz neurondlis dssejteket. Az agyszovetmintakban
mért értékek korabban mas szerzok altal a csirkeembrional (1 és 12 hetes), valamint az
Ujsziilott patkanynal talalt értékeknél alacsonyabbak, mig a felndtt patkanyok agyaban
mért D-aszpartat koncentracional magasabbak. Az egyes agyteriiletek D-aszpartat
tartalma allatonként nagy szorast mutatott, ugyanakkor allatonként az SVZ D-aszpartat
tartalmat magasabbnak talaltuk, mint a kontroll régiokét (nidopallium, cerebellum). A

mintaszam azonban nem volt elegendd a szignifikans kiilonbség megallapitasahoz.
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6 Kovetkeztetések

Munkénk sordn olyan nagyhatékonysagu kapillaris elektroforézis modszereket
fejlesztettiink ki, melyek alkalmasak kis mennyiségii bioldgiai mintak aszpartat, illetve
glutamat tartalmanak egyidejii meghatdrozasara. A megfeleld érzékenység elérése
érdekében lézerindukalta fluoreszcencia detektalast alkalmaztunk, és harom kiilénb6zo
szarmazékképzd vegyliletre épiild modszert dolgoztunk ki. Az elvalasztasokat lagos
pH-n, boritott fala kapilldrisban végeztiik, igy az analizisid egyik szarmazékképzd
esetében sem haladta meg az 5 percet. A moddszerek validdldsa soran az egyes
szarmazekképzok érzékenysége kozott jelentds kiilonbséget talaltunk, ugyanakkor
mindegyik moddszer csak egy, a detektdldsi hatirhoz képest viszonylag magas
koncentracioértékig (0,1 uM) nyujtott megfeleld pontossagot. A jelenség egyik
lehetséges  magyardzata, hogy a  szarmazékképzési  reakcidé  alacsony
koncentraciotartomanyban mar nem kvantitativ, igy bar a vizsgalandd vegyiiletek
nanomolos koncentraciotartomanyban még detektdlhatéak, megfeleld pontossaggal
torténd meghatdrozdsuk mar nem kivitelezheté. Demonstraltuk, hogy a modszer
pontossaganak ¢€s torzitatlansaganak megfeleld bizonyitadsara kizardlag egy teljes kori
validacios folyamat alkalmas. Ezzel szemben a becsiilt, vagy a kalibraci6 linearitasa
alapjan meghatarozott analitikai paraméterekkel rendelkezd moddszerek pontossidga
kiilondsen alacsony mintakoncentracio esetében megkérddjelezhetd. A bioldgiai mintak
vizsgélatara a tovabbiakban a legnagyobb stabilitast nyujtdo szarmazékképzot (FITC)
valasztottuk.

A Semmelweis Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézetével egylittmitkédésben
vizsgaltuk hazi csirkék striatumabol szarmazd agyi mikrodializatumok excitatoros
aminosav tartalmat, valamint ezen transzmitterek koncentraciovaltozasat eltérd
stimulusok hatasara. Kisérleteinkben az aszpartat és a glutamat iriilése mind fizikai
stresszeléssel, mind kémiai stimulacioval (KCl) kivalthatd volt. Tetrodotoxin
alkalmazasa, illetve a lokalis Ca2+-megvonés a transzmitterek felszabadulasat gatolta,
ami alatdmasztja a stimuldcid hatdsara iriilt transzmitterek szinaptikus eredetét. Az
aszpartat glutamattdl részben fiiggetlen felszabaduldsa az eltérd bioldgiai funkcid
lehetéségét veti fel. A kidolgozott allatmodellen szamos Osszetett viselkedés
neurokémiai hattere, illetve farmakonok neurotranszmissziora gyakorolt hatdsa is

vizsgalhato a tovabbiakban.
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Kidolgoztunk tovdbba egy aszpartdt és glutamat enantiomerek bioldgiai mintakbol
torténd egyidejii meghatarozasara alkalmas kiralis kapillaris elektroforézis modszert is.
Az akiralis modszerekhez hasonléan itt is fluoreszcens szarmazékképzést alkalmaztunk.
Az elvalasztast azonban nemcsak a D-enantiomerek alacsony koncentracidja, hanem az
egyidejlileg jelen 1évé nagy L-enantiomerfelesleg is megnehezitette. A rendszer
szelektivitasanak beallitasara kettds ciklodextrin rendszert fejlesztettiink ki, az 5 mM
HPA-B-CD mellett 8 MM DM-B-CD-t alkalmazva lehet6ség nyilt valamennyi vizsgalt
vegylilet enantiomereinek egyidejii elvalasztdsara. A hasonld szakirodalomban kozolt
modszerekkel szemben elsOként, a moddszervalidalas sordan figyelembe vettiik ¢és
alkalmaztuk a vizsgaland6 szovetmintakra jellemz6 koncentracidaranyokat. A modszer
alkalmazhat6sagat héazi csirkékbdl szarmazd agyszovet mintdk analizisével
demonstraltuk.

A nagyhatékonysagu kapillaris elektroforézis kiilonosen alkalmasnak bizonyult kis
mintamatrixb6l torténé meghatarozasara. Az altalunk kidolgozott modszerekkel a
jovoben lehetdség nyilik az excitdtoros aminosav neurotranszmitterek, ezen beliil is az

aszpartat enantiomerek dsszetett élettani funkcidinak felderitésére.
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7 Osszefoglalas

A glutamat és az aszpartat a kozponti idegrendszer két legjelentdsebb excitatoros
neurotranszmittere. Mig a glutamat szerepét széleskorlien vizsgéljdk, az aszpartat
funkcidjanak tisztazasa szamos folyamatban, mint pl. tanulds, vagy a memoria
kialakulasa tovabbi vizsgalatokat igényel. Az elmult évtizedekben szamos aminosav
D-formajat, tobbek kozott a D-aszpartatot is kimutattdk madarak, illetve emldsok
agyszovetében. A kis szamu rendelkezésre allo kisérleti adat alapjan a D-aszpartatnak

az idegrendszer korai fejlédésben lehet szerepe.

Munkém sordn olyan akiralis és kiralis kapillaris elektroforézis médszereket dolgoztam
ki, amelyek alkalmasak az excitatoros aminosavak, valamint enantiomerjeik biologiai
mintakbdl torténd meghatdrozasara. A megfeleld érzékenység elérése érdekében
1ézerindukalta fluoreszcencia detektalast alkalmaztunk, mely azonban megkoveteli a
mintak analizist megel6z6 szarmazékképzését. Harom, kiilonb6zo szarmazékképzo
reagensen alapulé akiralis elvalasztasi modszert, tovabba egy 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-
benzoxadiazollal (NBD-F) tortén6 szarmazékképzést kovetd kirdlis modszert. Az
akiralis modszerek koziil a fluoreszcein izotiocianat (FITC) szarmazékok elvalasztasara
¢épiilé moddszert alkalmaztuk az agyi mikrodializatumok vizsgalatara. A Semmelweis
Egyetem Anatomiai, Szovet- ¢&s Fejlodéstani Intézetével egyiittmiikddésben
mikrodializis kisérletek soran vizsgaltuk hazi csirkék stridtumaban az aszpartat és a
glutamat felszabadulast kiilonb6z6 stimulusok hatasara. A kirdlis elvalasztési
modszerrel hazi csirkék agyszovetének D-aszpartat tartalmat, valamint annak aranyat

vizsgaltuk a teljes aszpartat mennyiséghez képest.

A modszervalidalas sordn a detektaldsi és a kvantitalasi hatarok kozott jelentds
kiilonbséget talaltunk, amely feltehetdleg az alacsony koncentraciok esetében mar nem
kvantitativ szarmazékképzési reakcido kovetkezménye. A mikrodializis kisérletekben
bebizonyitottuk, hogy az aszpartat a glutamattal egyiitt szinaptikus uton {iriil. Az eltérd
agyteriiletekbdl szarmazo agyszovetmintdk D-aszpartat tartalmanak meghatdrozasa
soran bizonyitottuk, hogy az altalunk kidolgozott modszer alkalmas biologiai mintak

vizsgélatara.
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Summary

Glutamate and aspartate are the primary excitatory neurotransmitters in the central
nervous system, playing an important role, e.g. in learning including memory formation
and memory retrieval. While glutamate is widely investigated, the exact role of
aspartate is less well understood. In the last few decades, the D-enantiomers of some
amino acids were also detected in higher living organisms. The transient high
concentration of D-aspartate found in embryonic brain suggests its crucial role in the
early development of the nervous system. However, the quantification of the excitatory
amino acids and their enantiomers requires proper analytical methods. Because of its
high sensitivity, small required sample volume and the relatively fast analysis time,
capillary electrophoresis is a suitable analytical technique for analyzing various
biological samples.

In our work we have developed new capillary electrophoresis methods capable of
quantifying excitatory amino acids in biosamples. In order to increase the sensitivity,
laser induced fluorescence was applied. Because of the lack of proper fluorophore,
sample derivatization prior to analysis was required. Three capillary electrophoretic
separation method based on different fluorescent labeling reagents were developed.
Method validation has revealed similar quantification limit of 0,1 uM of analytes using
either of the labels, although detection limits were different. The almost two orders of
magnitude difference between the detection and the quantification limits is likely due to
the unreliable derivatization reaction at low sample concentration. Based on its superior
stability, fluorescein isothiocyanate (FITC) was chosen in order to analyze striatal brain
microdialysates. A chiral capillary electrophoresis method using 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-
benzoxadiazole (NBD-F) as a labeling reagent has also been developed. Using dual
cyclodextrin system, the baseline separation of aspartate and glutamate enantiomers has
been achieved within 10 minutes. This method was also validated for biological
application. In cooperation with the Institute of Anatomy, Histology and Embryology at
the Semmelweis University, the release mechanism of aspartate and glutamate were
investigated using one-day-old domestic chickens and brain microdialysis. The
applicability of the chiral method was demonstrated by analyzing various brain regions

of one-day-old chickens.
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