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1. Bevezetés

A glutamat és az aszpartat a kdzponti idegrendszer két legjelentdsebb serkentd
(excitatoros) neurotranszmittere. Azonban mig a glutamat funkciojat
sz¢€leskorlien tanulményozzak, az aszpartat élettani szerepérdl lényegesen
kevesebb informaciéval rendelkeziink. Sem a felszabadulas pontos
mechanizmusa, sem az Osszetett agyi funkcidkban betoltott pontos szerepe nem

ismert.

Az aminosavak a glicin kivételével kiralis molekuldk, tehat két azonos kémiai és
fizikai tulajdonsaggal bird, de egymasba atalakulni nem képes L, illetve D
elOtaggal jelolt format kiilonboztethetiink meg, melyek egymas tiikkorképi parjai.
Sokaig ngy tartottdk, hogy az €l6 szervezetekben kizarolag az aminosavak L
formdja taldlhaté meg, azonban a kozlemultban eml6sok ¢s madarak kozponti
idegrendszerében szdmos D-aminosavat, tobbek kozott D-aszpartatot is
Kimutattak. @A  D-aszpartat  vizsgalatait ugyanakkor megneheziti a
szovetmintakban egyidejlileg jelen 1évé magas L-enantiomer felesleg. A
kisérleti eredmények alapjan jelenleg azt feltételezziik, hogy a D-aszpartat
neuromodulatorként szerepet jatszhat a korai idegrendszeri fejlodésben,

valamint felnottkorban a memoria funkcid kialakulasaban.

Kisérleti allatokban az agyszovet extracellularis kornyezetének in vivo
vizsgalatara a mikrodializis mddszere széles korben elterjedt. A vizsgalni kivant
agyteriiletre betiltetett mikrodializis szondaval a felszabadulo
neurotranszmitterek ~ koncentraciovaltozasa  idoben  kovethetd.  Iddbeli
felbontastol fliggben nagyszami, néhany mikroliter térfogati mintak
nyerhetéek. A mintdkban taldlhatd komponensek koncentracidja a mikromol
illetve az alatti tartomdnyban mozog, igy vizsgalatukhoz megfeleld

érzékenységli analitikai modszer sziikséges.

A kapillaris elektroforézis egy elektromigracion alapuld elvélasztastechnikai
modszer. Elektromos erétér hatasara az elvalasztandd mintakomponensek toltés-

tomeg aranyuktol fliggden eltérd sebességgel vandorolnak a pufferoldattal toltott
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kapillarisban. Az elvélasztas kovetden a mintakomponensek detektalhatok, ez
altalaban optikai uton torténik. Kis mintaigénye, nagy hatékonysaga és rovid
analizisideje miatt elényosen alkalmazhatd bioldgiai mintdk vizsgélatara. A
kapillaris elektroforézissel elérhetd nagy hatékonysag kiilonosen alkalmassa
teszi a technikat optikai izomerek elvalasztasara. A kiralis elvalasztas alapja a
szelektor ¢és az egyes enantiomerek kozott kialakulo eltérd erdsségii
kolcsonhatds. A szelektorral torténd kolcsonhatas kromatografias jellegli, tehat
két fazis (a puffer és a szeletor) kozti megoszlason alapul, mig a vegyltiletek
vandorlasat azok elektromigracios tulajdonsagai szabjak meg. Az enantiomerek
sikeres elvalasztasa tehat ket eltérd eredetii tulajdonsag kovetkeztében kialakuld
effektiv mobilitaskiilonbség kovetkeztében jon 1étre. Kapillaris elektroforézissel
torténd  kiralis elvalasztasok soran leggyakrabban ciklodextrineket ¢és
szarmaze€kaikat alkalmazzdk. Az aminosavak analizisét megneheziti, hogy sem
kromofor sem pedig fluorofor csoporttal nem rendelkeznek, igy a megfeleld
detektalas érdekében az elvalasztast megelozoen sziikséges a vegyiiletek
szarmazekképzése. A hagyomanyos UV elnyelésen alapuld detektalashoz képest
a lézer indukalta fluoreszcens detektilas tobb nagysagrenddel javithatja a

modszer érzékenységét.



2. Célkitiizések

A disszertacid célkitlizése az excitatoros aminosavak, ezen beliil az aszpartat €s
a glutamat biologiai mintakbol torténd vizsgalatara alkalmas nagyhatékonysagu
kapillaris elektroforézis modszerek kifejlesztése és validalasa. Munkam soran az

alabbi részletes célokat tiztem ki:

1. Aszpartat ¢és glutamat egyideji, mikrodializdtumokbol torténd akiralis
meghatarozasdra alkalmas nagyhatékonysagu kapillaris elektroforézis

modszer kidolgozasat és validalasat.

2. A Semmelweis Egyetem Anatomiai-, Szovet és Fejlddéstani Intézetével
egyiittmilkodésben az aszpartat €s a glutamat felszabadulasi kinetikajanak

vizsgalatat hazi csirkékben, mikrodializis segitségével.

3. Aszpartat és glutamat enantiomerek egyideju elvalasztasara alkalmas kiralis

kapillaris elektroforézis modszer kidolgozasat €s validalasat.

4. Tovabbi egylittmitkodésben excitatoros aminosav enantiomerek, ezen beliil

s

kiilonb6zo agyteriileteirdl szarmazo szovetmintakban.



3. Modszerek

3.1 A kisérletekhez egy Beckman Coulter P/ACE-MDQ kapillaris elektroforézis
késziiléket hasznaltunk. A detektalas soran 488 nm hullamhosszsagu argon-ion
1ézerforrast alkalmaztunk, az emittalt fluoreszcenciat 520 nm-en detektaltuk. Az
elvalasztasok sordn 75 um belsé atmérdjli (365 pum kiilsé atmérdjii) omlesztett
kvarc kapillarisokat hasznaltunk. A kapillarisfal poliakrilamiddal térténd
boritasat Hjertén ¢s munkatarsai altal kidogozott protokoll szerint végeztiik. A
szarmazékképzések soran tipikusan 5 pl mintat vagy standard oldatot kevertiink
Ossze 5 pl belso standardot tartalmazd szarmazékképzd pufferrel, illetve 5 pl
szarmazekképzd oldattal. Ezt kovetden hagytuk a reakciot a megfeleld ideig,
megfeleld hdmérsékleten végbemenni, majd az analizis kezdetéig a mintakat -20
°C-on taroltuk. Az elvalasztasok 100 mM borat pufferben torténtek. A
fluoreszcein-izotiocianat (FITC) és a 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazolt
(NBD-F) szarmazékok elvalasztasa pH 8,5-es pufferben, a karboxifluoreszcein
szukcinimidil észter (CFSE) szarmazékok eclvalasztasa pedig pH 8,0-as
pufferben tortént. A FITC szarmazékok elvalasztasa soran a hattérelektrolit 20
mM natrium-lauriszulfatot (SDS), mig az NBD-F szarmazékok esetén 8 mM [3-
ciklodextrint (B-CD) is tartalmazott. Az effektiv kapillarishossz 10 és 30 cm
kozott, mig az alkalmazott fesziiltség -300 és -500 V/em kozott valtozott. A
mintainjektalas hidrodinamikai uton, 3447 Pa nyomas 5 masodpercig torténd

alkalmazasa tjan tortént.



A moddszerek validalasat az FDA bioanalitikai modszerfejlesztési irdnyelvei
alapjan végeztiik. A napon beliili és napok kozotti pontossag €s torzitatlansag
mintakat (0,1, 0,5 ¢és 1 pM) hasznaltunk. Kvantitalasi hatarnak azt a
koncentracioértéket fogadtuk el, ahol a torzitatlansag 80 és 120 % kozott volt és
a pontossag (a mérések relativ szorasa) pedig nem haladta meg a 20 %-ot, mig
detektalasi hatarnak azt a koncentraciot tekintettiik, ahol a jel:zaj arany 3:1-nek

adodott.

3.2 Az Adllatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Anatomiai-, Szovet ¢&s
Fejlodéstani Intézet munkatarsai, mig a mintaanalizist kutatdcsoportunk végezte.
A kisérletek 1-4 napos csirkéken torténtek, melyeket a Babolna Kft.-tdl
szereztiink be. A mikrodializis-szondat a baloldali medialis stridtumba iiltettiik.
A mikrodializis kisérletet a beiiltetéstol szamitott 12 oras labadozasi 1d6 utan
kezdtik meg. A mikrodializis-szondan keresztiill mesterséges gerincveld
folyadékot (ACSF) perfundaltunk. A perfazid kezdetétdl szamitott 2-3 oOra
elteltével kezdtik a mintagylijtést. Az egyes mintafrakciokat (dramlasi
sebességtél fliggden 2,5, illetve 5 pl) polipropilén mintatartd csovekbe
gyljtottiik, a gylijtést kovetden a mintdkat a tovabbi vizsgalatokig -80 °C-on
taroltuk. A fizikai stresszt a kisérletezd valtotta ki az allatokbol, mig a kémiai
stimulacid (Ca**-megvonas, KCI, tetrodotoxin) a perfuzios folyadék cseréjével
tortént. A mikrodializatumok analiziséhez a FITC szarmazékképzore épiild

akiralis elvalasztasi modszert alkalmaztuk.



3.3 A kiralis elvélasztasok kivitelezése az akiralis modszerek esetében is
hasznalt késziilékekkel tortént, valamint hasonldéan boritott falti kapillarist
alkalmaztunk. Az NBD-F-el torténé szarmazékképzés  koriilményei
megegyeznek az akiralis elvalasztasoknal leirtakkal. A kiralis elvalasztasokat
100 mM pH 8,0 borat pufferben, 5 mM 6-monodeoxi-6-mono(3-
hidroxil)propilamino-B-ciklodextrint (HPA-B-CD) ¢és 8 mM heptakis-(2,6-di-O-
metil)-B-ciklodextrint (DM-B-CD) szelektor jelenlétében, 50 cm effektiv
kapillarishossz ¢és 400 V/cm alkalmazott fesziiltség mellett végeztik. A
mintainjektalast hidrodinamikus uton tortént (20 s - 6,89 kPa). A
modszervalidalas az FDA bioanalitikai modszerfejlesztési iranyelveinek

megfelelden tortént, az akiralis modszereknél ismertetettekhez hasonldan.

3.4 A D-aminosav analizishez hasznalt szovetmintakat egynapos csirkékbdl
nyertilk. Az dallatokat mély ketamin-xylazin anesztézidban dekapitaltuk. A
megfeleld agyteriiletek eltavolitasa sztereomikroszkop alatt tortént, majd a
mintdkat a tovabbi feldolgozasig -80 °C-on taroltuk. A szdévetmintdk
homogenizéalasa és fehérjementesitése acetonitril-viz eleggyel (2:1) tortént.
Centrifugalast kovetéen a mintdk feliiluszojat tizszeres higitast kovetden

vizsgaltuk.



4. Eredmények

4.1 A megfeleld érzékenység eléréséhez 1ézerindukalt-fluoreszcencia detektalést
hasznaltunk, amely sziikségess¢ tette az aminosavakbol fluoreszcens
szarmazékok képzését az elvalasztdsdt megelézéen. Az elvélasztasok soran
boritott falt kapillarist alkalmaztunk, mely az EOF elnyomésaval lehetove tette
a vegyliletek szelektiv és gyors, andd iranyl elvalasztasat. Az elvalasztasokat
lagos 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. Magas toltés-tomeg
aranyuk miatt gyorsan vandorolnak, aminek kovetkeztében az analizisido

altalanossdgban nem haladta meg az 5 percet.

4.1.a A NBD-F-el tortén6 szarmazékképzés soran vizsgaltuk a kémhatasnak és a
hémérsékletnek a reakcid hatékonysagara gyakorolt hatasat. A csucsteriiletek 20
mM, pH 8,5 borat pufferben torténé 15 perces szarmazékképzés mellett
mutattak maximumot. Szaz mM pH 8,5 borat pufferben az altalunk vizsgalni
kivant vegyiiletek elvalaszthatéak voltak. A feltehetbleg a reagens feleslegbdl
szarmazo6 hidrolizistermékek zavard hatasat 8 mM B-CD alkalmazasaval sikeriilt
megszlntetni. A vizsgalt vegyliletek megfeleld elvéalasztasdhoz 10 cm effektiv
kapillarishossz is elegenddnek bizonyult, igy az analizisidd alig haladta meg a 3
percet. A NBD-F szarmazékok kalibracidja sordn azt tapasztaltuk, hogy az
illesztett egyenes az alacsony mintakoncentracioknal jelentOs eltérést mutat a
mért ertékekhez képest, vagyis a kalibracios gorbe 0,1 uM alatt elhajlik. A
detektalasi hatar aszpartat esetében 9,8 nM-nak, glutamat esetében pedig 7,8
NM-nak adddott, mig a validalasi adatok alapjan a kvantitalasi hatart mindkét

aminosav esetében egységesen 0,1 pM-nak talaltuk.

41.b A FITC-el torténd szarmazékképzést egy korabbi kozlemény alapjan

minimalis moédositasokkal végeztiik. A borat puffer kémhatdsa adott hatarokon

beliil (pH 8,0-9,0) nem befolyésolta jelentdsen az elvalasztast, ezért 100 mM pH

8,5 borat puffert alkalmaztunk. Az elvalasztdas tovabbi hatékonysaganak
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novelése 20 mM SDS alkalmazaséaval valt lehetové. A megfeleld elvalasztas
érdekében 20 cm effektiv kapillarishosszt és -300 V/ecm térerot alkalmaztunk,
mely 4,5 perces analizisidét eredményezett. A kalibracié soran mindkét
aminosav esetében a 0,03 uM ¢és 1 uM kozotti tartomdnyban linedrisnak talaltuk
a koncentraciofiiggést (R°ap= 0,9988, R’g,= 0,9986), ugyanakkor alacsony
koncentracioértékeknél a regresszio relativ hibaja magas volt (> 20%). A
detektalasi hatar 3,5 nM-nak, mig a kvantitalasi hatar a korabbiakhoz hasonléan

0,1 uM-nak adédott mindkét aminosav esetében.

4.1.c A CFSE-vel torténd szarmazékképzést egy korabbi kozleményben
leirtaknak megfeleléen, minimalis modositassal végeztiikk. Az elvalasztas soran
az aminosav szarmazékok, illetve a bomlastermékek egylittes vandorlasa
jelentds pH fiiggést mutatott. Optimalis felbontast pH 8,0 borat puffer és 40 cm
effektiv kapillarishossz alkalmazasaval kaptunk. Minor bomlastermékekkel
torténd egyiittes vandorlds azonban ekkor is megfigyelheté volt, amit
segédanyagok alkalmazisaval sem lehetett megsziintetni. Az egylitt vandorld
csucsok zavard hatdsat a szadrmazékképzés reakcioidejének megfeleld
megvalasztasaval (4 h) tudtuk minimalisra csokkenteni. Mig a 0,03 uM és 1 uM
kozotti koncentraciotartomanyban elvégezve a kalibraciot mindkét aminosav
esetében linearis Osszefiiggést taldltuk (Rap= 0,9985, R’g,= 0,9986), az
alacsony koncentraciokon ismét magas volt a regresszio relativ hibaja (> 20%).
A detektalasi hatar aszpartat esetében 1,3 nM-nak, glutamat esetében pedig 1,5
NM-nak adddott, mig a kvantitalasi hatart ismét 0,1 uM-nak talaltuk mindkét

aminosav esetében

4.1.d A nagyszamu mikrodializis minta vizsgalatara a legjobb stabilitast mutato
FITC szarmazekképzo vegyiiletet valasztottuk. A modszer alkalmazhatosaganak
tovabbi  megerdsitésére a  kisérleti  allatok  striatumdbdl  szarmazo
mikrodializdtumokhoz a mért aszpartdit valamint glutamat mennyiségének

megfeleld mennyiségli, standardbdl késziilt mintat kevertiink. A



meghatarozand6 vegyiiletek koncentraciojaban bekovetkezd 50, illetve 100 %-

os novekedést megfeleld, 101-108%-os torzitatlansaggal tudtuk mérni (1. abra).
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1. Abra Mikrodializatum FITC-el torténé szarmazékképzést koveto elvalasztasa.
a, egyesitett mikrodializatum; b, 50%-os csicsaddiciéju minta
Elvalasztasi koriilmények: 20/30 cm x 75 pm linearis poliakrilamiddal boritott fali 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 Az excitatoros aminosavak koncentracidovaltozasat a mikrodializatumokban
a kisérleti allatok kezelését megel6zden nyert mintdkban mérhetd koncentraciok
(nyugalmi koncentraciok) atlagara (alapkoncentracio, 100%) vonatkoztatva
fejeztiik ki. A kisérletek soran 1 pl/perc atfolyasi sebességet alkalmazva 5 pl
térfogatt frakciok gyljtéseével 5 perces idObeli felbontast értiink el.

4.2.a A kisérletek soran az allatokat 15 percen keresztiil manuélisan stresszeltiik
(,,mild-chasing”).  Stressz hatasara mindkét aminosav koncentracigja
szignifikdnsan megndtt és a stressz-hatds alatt végéig emelkedett maradt az
alapkoncentracidhoz képest. A Na'-csatorna gatld, ezltal a szinaptikus iiriilést
blokkolo hatdsi TTX egyiittes addsa sordn a stresszhatas semmilyen
szignifikans valtozdst nem okozott az aminosavak koncentracigjdban, mig a

TTX o6nmagaban nem befolyasolta jelentésen az alapkoncentraciokat. Ca®*-



mentes, EGTA-t tartalmazd6 ACSF alkalmazasa mellett a stressz okozta

latszolagos glutamat koncentracidemelkedést nem talaltuk szignifikansnak.

4.2.b A stresszhez hasonléan 50 mM KCl is jelentds transzmitterfelszabadulast
valtott ki. Kiilondsen nagy emelkedést tapasztaltunk abban az esetben, amikor a
KCl kezelést fizikai stresszelés elozte meg. Ezt a jelenséget a viselkedés
kivaltotta szinaptikus potencidciéval magyarazhatjuk. Az emelkedést azonban a
kezelés fennallasa ellenére is gyors csokkenés kovette, ami feltehetdleg a
transzmitter raktarak kilriilésének kovetkezménye. A felszabadulas a
korabbiakhoz hasonldan gatolhatdo volt mind tetrodotoxinnal mind Ca®*-

megvonassal.

Az egyes stimulaciok sordn az iiriilé aszpartat és glutamat 50-60 %-a aszpartat
volt, mig stimulacio hianyaban az aszpartat/glutamat arany széles tartomanyban,
10-60% kozott valtozott. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az aszpartat

részben glutamattol fiiggetlen mechanizmus révén szabadul fel.

4.3 Az aszpartat valamint a glutamat enantiomerek alapvonali elvalasztasa 100
mM pH 8,0 borat pufferben 3 mM HPA-B-CD alkalmazéasa mellett lehetdvé valt.
Nagy L-enantiomer felesleget feltételezve azonban sziikségesnek lattuk a
rendszer szelektivitdsanak tovabbi ndvelését. Bar a DM-B-CD-nel csak részleges
kiralis elvalasztast értiink el, megfigyeltiik, hogy a kolcsonhatis jelentdsen
erosebb a glutamat enantiomerekkel mint az aszpartit enantiomerekkel. A
kémiai szelektivitas novelésére igy a DM-B-CD megfelelonek tiint. A
tovabbiakban HPA-B-CD-t és DM-B-CD-t tartalmazd kettds ciklodextrin
rendszereket vizsgaltunk. Mig a szelektorok alacsony koncentracidja esetében
nem kaptunk megfelel6 elvalasztdst, magas koncentracidi jelentdsen
megndvelték az analizisidét. Kompromisszumként mindkét szelektor esetén egy
koztes koncentraciot valasztottunk: 5 mM HPA-B-CD, valamint 8 mM DM-§-
CD keveréke megfeleld felbontds mellett biztositotta a vizsgalni kivant
vegylletek hatekony és szelektiv elvalasztasat, mig a teljes analizisidd kevesebb

volt, mint 10 perc. El6zetes vizsgalatok alapjan a szovetmintakban az L-, illetve
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D-aszpartat aranyat hozzavetdleg Gtvenszeresnek taldltuk. Ennek megfelelden a
teljes validacidos folyamat alatt mindkét aminosav esetén Otvenszeres
koncentraciokiilonbséget alkalmaztunk az L-enantiomer javdra. A modszer

kvantitativ mérési hatarat a D-aminosavakra 0,05 pM-nak talaltuk.

4.4 A kiralis modszer alkalmazhatosagat naposcsirkékbdl szdrmazo agyszovet
mintdk vizsgélataval bizonyitottuk (2. &bra). A mérések sordn harom
agyteriiletet vizsgaltunk: a szubventrikularis zénat (SVZ), a nidopalliumot ¢€s a
cerebellumot. A mintdk D-aszpartat koncentracidja 0,15-0,45 uM kozott
valtozott (15-45 nmol/mg szdvet), ami a teljes aszpartat mennyiség 1-2%-at tette

ki. A mintakban D-glutamatot nem tudtunk kimutatni.

w
S
S
J
L-Glu

250

Fluoreszcencia (RFU)

50

Migriacios id6 (perc)

2. abra Csirke agyszovetébdl késziilt mintaban torténd excitatoros 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-$-CD;
400 V/em, 25° C
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5. Kovetkeztetések

5.1 Héarom eltér6é fluoreszcens szarmazékképzore épiild, mikrodializatumokban
jelenlévé alacsony  koncentraciéji  excitatoros aminosavak  érzékeny
meghatarozasa alkalmas kapillaris elektroforézis modszert dolgoztunk ki. Az
elvalasztdsokat lugos pH-n, boritott fali kapillarisban végeztiik, igy az
analizisidd egyik szarmazékképzd esetében sem haladta meg az 5 percet. A
modszerek validalasa soran az egyes szadrmazékképzokkel elérhetd detektalasi
érzékenység kozott jelentds kiilonbséget talaltunk, ugyanakkor mindegyik
modszer csak egy, a detektdlasi hatarhoz képest viszonylag magas
koncentracioertekig (0,1 pM) nyUjtott megfeleld kvantitativ pontossagot. A
jelenség egyik lehetséges magyardzata, hogy a szarmazékképzési reakciod
alacsony koncentraciotartomanyban mar nem kvantitativ, igy bar a vizsgalando
vegylletek nanomolos koncentraciotartomanyban még  detektalhatdak,
megfeleld pontossaggal torténd meghatarozdsuk mar nem kivitelezhetd.
Demonstraltuk, hogy a moddszer pontossaganak ¢és torzitatlansdganak
bizonyitasara kizarolag a megfeleld validacio alkalmas. Ezzel szemben a
becsiilt, vagy a kalibraci6 linearitasa alapjan meghatarozott analitikai
paraméterekkel rendelkez6 modszerek pontossaga, kiilondsen alacsony
mintakoncentracid esetében megkérdéjelezhetd. A kidolgozott moddszerek

alkalmasnak bizonyultak mikrodializatumok vizsgalatara.

5.2 A Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézetével
egyittmikodésben vizsgaltuk hazi csirkek stridtumabdl szarmazd agyi
mikrodializatumok excitatoros aminosav tartalmat, valamint ezen transzmitterek
koncentraciovaltozasat eltérd stimulusok hatasara. Kisérleteinkben az aszpartat
¢s a glutamat iirtilése mind fizikai stresszeléssel, mind kémiai stimuléacidval
(KC1) kivalthato volt. Tetrodotoxin alkalmazasa, illetve a lokalis Ca®*-megvonas
a transzmitterek felszabadulasat géatolta, ami aldtdmasztja a stimulacié hatasara
urilt transzmitterek szinaptikus eredetét. Az alapkoncentracid értékeket

ugyanakkor mindkét kezelés csak minimalis mértékben befolyasolta, melybdl
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crer

dontéen nem szinaptikus folyamatok feleldsek. Az aszpartat glutamattol részben
fliggetlen felszabadulasa az eltérd bioldgiai funkcid lehetdségét veti fel. A
kidolgozott 4allatmodellen szamos 0Osszetett viselkedés neurokémiai héttere,
illetve farmakonok neurotranszmisszidéra gyakorolt hatdsa is vizsgalhato a

tovabbiakban.

5.3 Az akirélis mddszerekhez hasonldan az aszpartat és glutamat enantiomerek
elvalasztdsa soran is fluoreszcens szarmazékképzést, és az azt kovetd
lézerindukalt-fluoreszcencia detektalast alkalmaztunk. Az elvalasztast azonban
nemcsak a D-enantiomerek alacsony koncentracidja, hanem az egyidejiileg 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 lehetdség nyilt valamennyi vizsgalt
vegyllet enantiomereinek egyidejii elvalasztasara. A hasonld szakirodalomban
kozolt modszerekkel szemben elsOként, a modszervalidalas soran figyelembe
vettik  és  alkalmaztuk a  vizsgidland6  szovetmintakra  jellemzd
koncentracidaranyokat (L - D enantiomer-arany: 1:50). A D-aminosavakra
kapott detektalasi valamint kvantitilasi hatar a legalacsonyabb a validalt
kapillaris elektroforézis modszerek kozott. Az akirdlis modszerekhez képest
alacsonyabb kvantitalasi hatart az egyidejiileg jelen 1évé nagy L-enantiomer

felesleg magyarazhatja, amely novelheti a szarmazékképzés hatékonysagat.

5.4 Az egyes agyteriiletek D-aszpartat tartalma allatonként nagy szorast
mutatott, ugyanakkor allatonként az SVZ D-aszpartat tartalmat magasabbnak
talaltuk, mint a tobbi régiokét (nidopallium, cerebellum). Az SVZ-ben ebben az
¢letkorban még aktiv sejtosztodas figyelhetd meg, mig a nidopallium, valamint a
cerebellum mar nem tartalmaz neurondlis dssejteket. A mintaszam azonban nem

volt elegendd a szignifikans kiilonbség megallapitdsdhoz.
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6. Osszefoglalas

A glutamat ¢s az aszpartat a kozponti idegrendszer keét legjelentdsebb excitatoros
neurotranszmittere. Mig a glutamat szerepét széleskorlien vizsgaljdk, 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 kimutattak madarak, illetve emlésok
agyszovetében. A kis szamu rendelkezésre allo kisérleti adat alapjan a D-aszpartatnak

az idegrendszer korai fejlodésben lehet szerepe.

Munkdm sordn olyan akirdlis ¢és kirdlis kapillaris elektroforézis modszereket
dolgoztam ki, amelyek alkalmasak az excititoros aminosavak, valamint
enantiomerjeik biologiai mintakbol torténd meghatarozasara. A megfeleld érzékenység
elérése érdekében lézerindukalta fluoreszcencia detektalast alkalmaztunk, mely
azonban megkoveteli a mintdk analizist megel6zé szarmazékképzését. Harom,
kiilonboz6 szarmazékképzd reagensen alapuld akirdlis elvalasztdsi modszert, tovabba
egy 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazollal (NBD-F) tortén6 szarmazékképzést
kovetd kiralis modszert. Az akirdlis modszerek koziil a fluoreszcein izotiocianat
(FITC) szarmazékok elvalasztdsara ¢€piild moddszert alkalmaztuk az agyi
mikrodializatumok vizsgélatira. A Semmelweis Egyetem Anatdémiai, Szdvet- és
Fejlodéstani Intézetével egylittmikodésben mikrodializis kisérletek soran vizsgaltuk
hazi csirkék striatumdban az aszpartdit és a glutamat felszabadulast kiilonb6zd

stimulusok hatasara.

A kirdlis elvalasztasi modszerrel hazi csirkék agyszovetének D-aszpartat tartalmat,
valamint annak aranyat vizsgaltuk a teljes aszpartit mennyiséghez képest. A
modszervalidalas soran a detektalasi és a kvantitalasi hatarok kozott jelentds
kiilonbséget talaltunk, amely feltehetdleg az alacsony koncentracidk esetében mar nem
kvantitativ szdrmazékképzési reakcio kovetkezménye. A mikrodializis kisérletekben
bebizonyitottuk, hogy az aszpartat a glutamattal egyiitt szinaptikus Uton iiriil. Az eltérd
agyteriiletekbdl szarmazd agyszovetmintdk D-aszpartat tartalmanak meghatarozasa
soran bizonyitottuk, hogy az altalunk kidolgozott médszer alkalmas biologiai mintak

vizsgalatara.
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