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|. Bevezetés

Az EGIS Preklinikai Kutatasi dosztalyanak Molekularis Farmakolégiai
laboratériumaban célunk neurodegenerativ megbeésgkdn vitro modellezése,
neuroprotektiv. hatéanyagjelolt molekuldk keresésémadekében. A kulonbdz
neurodegenerativ megbetegedésekre specifikuislletes hatasok, mint tapanyag és
oxigén hianya (stroke), proteopatikus megbeteg&@ésekozo toxikus fehérjék
koncentraciéjanak megnovekedése (béta-amiloid,npribakteriotoxinok (fetizések)
vagy fizikai sérulések stb., olyan cellularis sse$olyamatokat inditanak be, amelyek
tovabbi sejtpusztulast@tléz’, masodlagos faktorok keletkezését eredményezik.

A sérilt szovettl endogén maédon felszabadul6 masodlagos stresgeasék, mint
a reaktiv oxigén gyokok megnoévekedett szintje, lggldlsos faktorok felszabadulasa
vagy az extracellularis glutaméat koncentraci6 megkédése a toxicitas kisbi
fazisaiban ekdlegesen feléksek lehetnek az idegsejtek pusztulaséért. Aidkdgesen
eés masodlagosan kialakulé toxikus folyamatokékés egymassal parhuzamosan és
egymast indukalva is lejatszodhatnakit sz egyes esetekben kodzvetlen kivalto
(elsddleges) hatas mas kérképben masodlagos tékgetzjelenhet meg. Ezért az egyes
hatasok kezelésére specifikusan alkalmas gydgyskémlesztéséhez olyan kisérletes
rendszerek szikségesek, ahol az idegsejteket t@rasszetett folyamatok egymastol
jol elkuldnithetek.

Feladatom az egyik legjellerdlab masodlagos stresszorként megjélerolekula a
glutaminsav (anionja a glutamét) szintjeinek méesélkalmas analitikai mdédszer
kidolgozasa volt kilonbdz 6sszetétél és Osszetettségextracellularis oldatokban,
lehetvé téve a glutamat felszabadulas mértékének dinekfhatarozasat.

A glutaminsav egyike a huszonnégy fehérje alkoténasavnak, ezenkivil a
kdzponti idegrendszerben a 18gb izgatd, azaz excitatoros neurotranszmitter péére
tolti be. A glutamaterg neurotranszmisszio i&aiobbek kozo6tt olyan fontos fiziologias
funkciokért, mint amilyenek a tanulasi folyamatok @ memadrianyom kialakulasa.
Ugyanakkor a megndvekedett extraszinaptikus kongeidja az idegsejtek
tulingerlését okozza, ami vé&gsoron a neuronok pusztulasdhoz vezet. Ez a folyama
excitotoxicitas. Az excitotoxicitas szerepet jatsgzamos olyan napjainkban elterjedt
neurodegenerativ megbetegedés patomechanizmusabdna stroke, az Alzheimer-

vagy a Parkinson-kor.



Az analitikai feladat 0sszetettsége az extracelkiglutamat koncentracié alacsony
szintjében, valamint a tenyé8anédium osszetételenek komplexitasaban rejlik. tezér
feladat megoldasara forditott fazisi nagyhatékamyséromatografias (RP-HPLC)
modszert dolgoztam ki, amely széles koncentracidriganyban alkalmas a tenyé&szt
meédium glutamat szintjének kvantitativ vizsgalat&esérleteimben az igy kidolgozott
analitikai mddszer segitségével sikertlt meghatéraz glutamatszint-valtozast az
oxidativ stressz és az Alzheimer-kér asszocialtaa-béniloid okoztain vitro

idegsejtpusztulasban.



Il. Roviditések jegyzéke

APBi-a2 Béta-amiloid 42 aminosavbol peptidje

AD Alzeimer’s diseases, Alzheimer-kor

Adv dMEM Advanced Dulbecco Modified Medium

AMPA 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-oxazol-4-il)-@pionsav
CAR Citozin-arabin6z

CE Capillar electrophoresis, kapillaris elektréizis
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DAD Didda soros detektor
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GFP Green Fluoreszcent Protein

GluR Glutamat receptor
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HCA High Content Analysis
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[1l. Irodalmi attekintés

1. A glutamét, mint neurotranszmitter

A glutaminsav vagy anionja a glutamat (1. abra)ilegya
huszonnégy fehérjealkoté aminosavnak. Normal figds, 7,4-
es pH-n lancvégi karboxil csoportja deprotonalodédzért a
molekula savas aminosavak kdzé sorolandé. A glutar@@ium
s6ja legelterjedtebben hasznalt izfokozoként ismmeimt az an.

umami az 6todik iz. 1. bra A glutaminsav

A glutaminsav a nem esszencialis aminosavak kazeézik,
azaz a szervezet képes bioszintetizalni. A glutaihd@tioszintetikus forrdsa citromsav
ciklusban képé&dos o.-ketoglutarat, amelyet a transzaminaz enzim alglkiminsavva
[1]. Azonban a glutamat nagyrészt a taplalék fet@rjalmanak hidrolizatumabadl kerul
a szervezetbe. A béltraktusbdl felszivodva a vémgésbe jut, onnan a sejtekben
kerllve glutamat transzaminaz-ketoglutarattal alakitja, amely molekula citromsa
ciklusba belépve katabolizalddik tovabb [1]. A nietlkus glutaméat a véragygaton
keresztil nem jut a kbzponti idegrendszerbe égzittogias hatast nem fejthet ki. Itt a
gliasejtek de novo bioszintézis atjan allitjak.el

A glutamatnak igen fontos élettani szerepe van zpénti idegrendszerben, ahol a
legfébb izgatd, azaz excitdtoros neurotranszmitter. gxoirop glutamét receptorokat
(iGIuR) szintetikus szelektiv agonistaik szerintztbatjuk, N-metil-D-aszpartatra
(NMDA), 2-amino-3-(5-metil-3-ox0-1,2-0xazol-4-il)rppionsavra (AMPA)  és
kainsavra (KA) érzékeny receptor csaladokra (2.agbEmellett kilon csoportot

képeznek metabotrop G-fehérjekapcsolt glutamépteoek (MGIUR) [2]
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2. dbra A glutamat receptorok szintetikus agonistai: AMPNMDA és kainsav



Az ioncsatorna-kapcsolt ligandvezérelt glutamaeptéorok egyarant az excitatoros
neurotranszmisszids folyamatokban vesznek résglufamat a sejtekben szinaptikus
vezikulakban tarolédik, ezek tartalma®Cazignalra (exocitdzis) urill a szinapszisba. Az
ioncsatorna-kapcsolt receptorok, amelyek kationogeameabilisek, ligand okozta
aktivaciojukkor a kationok a sejtbe aramlanak, wtalepolarizaciét idézve &l A
depolarizaci6 a klszObpotencidlt meghaladva akoiésgialt okoz, amelyet a
neuronon az ingerllet tovaterjedése koveti [3]. Autagnat bonté enzimek az
extracellularis térben nem talalhatéak, ezért a eldh excitatoros aminosav
transzporterek (EAAT) Aaltal kerll visszavételre dhajglutamatra specifikus
intracellularis transzporterek (VGAT) Aaltal Ujrardbasi helyikre, a szinaptikus
vezikulakba. Az EAAT-eknak 5 tipusa van, ébhz 1-2. tipusok a glia- és endotél-
sejtek, mig a 3-4. a neuronok membranjaban tatidhkats az 5. tipus pedig a
retinasejtekben. A transzportereket tdgfppen a Naionok elektrokémiai gradiense
hajtia. A glutamat nagy részét a magas affinitasnszporterekkel rendelk&z
asztrocitdk veszik vissza, ahol a molekulat glutasaéntaz enzim alakitja glutaminna.
Ez Ujra az extracellularis térbe szekretalodik,lah&NAT1 (Sodium-coupled neutral
amino acid transporter, natriumfifggreutralis aminosav transzporter) transzporter
fehérje juttatja azt a neuronokba. Itt bekeriltaint a glutamindz 2 (GLS 2) alakitja
ismét glutamétta és a VGAT-on keresztll kerul anaziikus vezikuldkba. Ez a
transzport korfolyamat az Un. glutamat-glutaminlusk (3. abra) [4]. Az asztroglia
sejtek szerepét kulondsen fontos hangsulyozni @mmlatszint fenntartasaba, ezért meg
kell jegyezni, hogy az é&ltalam is alkalmazottvitro rendszerekben alacsony aranyban

vannak jelen vagy éppen teljesen hianyoznak am iiymisu sejtek.
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Glutamat g Glutamat felszabadulas
Glutamin lebontas @

Glutamat raktarozas

3. dbra Glutamat-glutamin ciklus sematikus abraja [5].

A glutamat receptorok kozul az AMPA receptorok rfétgy alegység tipus tetramer
kombinaciojabdl johetnek létre. A receptort alkaghaa GluR 1,2,3 és 4 alegységek,
majd az 6sszeallt receptor az endoplazmatikusulatikban dimerizaldédva legtobbszoér
heterotetramerként kerill a szinaptikus membrankaoAcsatorna permeabilis Na&K*
kationokra és attél fuggn, hogy receptor nem tartalmaz GIuR2 alegysédeiraBa*
ionokra is. Az AMPA receptorok az agonista dd#sét kovdten gyors
deszenzivitizacio Iép fel és az ioncsatorna z&tahltal az AMPA receptorok a gyors
excitatoros ingeruletvezetéséért fésak [2] [3].

A glutamat receptorok masik csoportja az NMDA redoepk csaladja. Ezek is
tetramer tipusu ioncsatornak, amelyeket két-két MRINR?2 féle alegység alkotja [6].
A receptor permedbilis mind Klaka" és C4&" ionokra. Az NMDA receptor az agonista
kotodésén felil sziikség van tovabb glicin koagonidenjétéhez, tovabba sziikséges a
feszlltségfuigg magnézium blokk megsziintetése is a csatorna alioas A receptor
nyitdsakor a csatornan bearamlo kationok tovabpolkdeizaciot okoznak [3].

A kainat receptorok képviselik a glutamat receptotmarmadik csoportjat. A
tetramer receptort a GIuR5-7 és KA1-2 alegységkéatjdlk. A receptor depolarizaciés
folyamatokban vesz részt, mivel a ligand kapcsaati&oveten Nd és K ionokra

lesz permeabilis. Meg kell jegyezni, hogy a |étézpeeszinaptikus kainat receptorok,



amelyek a preszinaptikus gatlasi folyamatokban melszrészt. Mindazonaltal az
ionotrép glutamat receptorok kozil a kainat receptcélettani szerepe a legkevéshé
felderitett [7].

Az ioncsatorna-kapcsolt receptorokon kivil |étezneketabotrop glutamat
receptorok (mGIuR) is, amelyek a G-fehérje kapcemteptorok csaladjaba tartoznak.
Harom csoportjuk kozul az l.-es csoport g Bhérje intracellularis felszabadulasat
okozzak. Ezek aktivacidjukkor intracellularis masapbs jelatviteli utakat inditanak be,
igy a foszfolipaz C-t (PLC) hozzakukbdésbe, amely hirdolizalva a foszfoinizitol-
foszfolipideket inizitol-trifoszfat (Ig) és diacil-glicerol (DAG) kepidik. Az IP; az
endoplazmatikus retikulumba vandorolva a kalciurktéiakat felszabaditva noéveli
annak intracellularis szintjét. A DAG a membranimaaradva pedig aktivalja a protein
kindz C-t (PKC). A mGIuR I. csoport tagjai lehetnkilonb6d kationcsatornakkal
kapcsolatban és modulalhatjak azokikddését. A Il. és lll. mGluR-ok inhibicios
preszinaptikus eseményekben vesznek részt. Egzekofin felszabadulasat medialjak
az idegsejtekben, ami az intracellularis CAMP smiegntvekedését okozza [8].

A glutamat receptorok meghatarozé kdzponti idegsead folyamatokban vesznek
részt, mint a kognitiv funkcidk kozoétt a tanulasiyamatok vagy a memaorianyom
kialakulasa. Jelenlegi kutatasok szerint ennek ttedéden az un. LTP (Long Term
Potention), azaz hosszutavu serkentés jelenségeEall egy rendkivil dsszetett
neuroplasztikus (idegrendszer dinamikus valtozasémpuld) folyamat, amely soran
megndvekedett szamu magas frekvenciaju izgato si#hog kapcsolat jon létre egyes
neuronok kozoétt a hippokampuszban, az amigdalatzara &érgi allomanyban. A
létrejows kapcsolatban és fenntartasdban a glutamaterg toeokp kulcsszerepet
jatszanak [9].

A glutamaterg rendszer meghatarozo élettani szemapt sokréi farmakoldgiai
célpontja szamos, elterjedten alkalmazott gydégyeéanyagnak. Ezek legnevesebb
képvisebi a Memantin, mint Alzheimer-kor vagy az Amantidimint Parkinson-kor
kezelésére hasznalt vegyuletek [2].

Ezen alkalmazott szerek mellett léteznek glutangdeptor tipusra szelektiv
vegyuletek is. Az NMDA antagonista vegyiletek kdéadozik a dizociplin (MK-801),
amelynek mark&ns neuroprotektiv és gorcsoldé hatasa de klinikai fejlesztését a
sulyos pszihomimetikus mellékhatasai miatt felfigygették. A dizociplin viszont
idegrendszeri kutatasokban elterjedten haszn@tare$ molekula. Az NMDA receptor

glicin  kotohelyét blokkolé vegylletek alkalmazasaval jéval |skivebb
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gyogyszerhatast értek el, ilyen vegyilet a D-cikéws, amely allatkisérletekben
javitotta kognitiv funkciokat [2].

Szelektiv AMPA receptorra hatdvegyileteket, agsegorcsgatld NBQX és az
egyetlen ismert allosztérikus modulator helyen hatthagyar Gyogyszerkutato Intézet
altal felfedezett, GYKI-52466 antagonista vegyulg¢, ezek a hatéanyagok is csak
allatmodellekben bizonyitottak hatasukat [2].

A mGIuR-ok agonistainak és antagonistainak fejlesat keresztlll a glutamaterg
rendszer finom hangolasa megvaldsithato, illetvemaakans karos mellékhatasok is
elkertlhebek lehetnek. Ezért a mGIuR-ra tervezett vegyuldtekesése intenziven

kutatott tertilet napjaink gyégyszerkutatasanak szar?].

2. Glutamat homeosztazis és az excitotoxicitas

A glutamat nem csupdn a gyors szinaptikus neurstraisszioban jatszik
szignifikans szerepet, hanem extracellularis szigmdlekulaként is jeledsége van a
koézponti idegrendszer ithodésében. A glutamat koncentracioja jedeah valtozik az
egyes agyi teruletek és cellularis kompartmentektées és fligg azok aktudlis
allapotatol. A glutamat intracelluléaris koncent@ai 10 mM koruli, de tovabbi jelefd
része neurotranszmitter vezikuldkban tarol6dik, &sagakar 100 mM-os
koncentracidéban [4]. A szinapszisokban exocitok@stetben hirtelen felemelkedhet 1
mM-ig, majd a lecsdkken 0,02M-ra kdszonheten a nagyaffinitasd neurdlis és glialis
glutamét transzportereknek [10]. Ezzel szembenvivo mikrodializis technikat
alkalmazo kutatasok alapjan az extraszinaptikuggdos glutamatszint 1-30M kozott
folyamatos vita targyat képezi, ami tobbek kozothagy koncentricidétartomanyban
tortérd gyors valtozékonysdganak koszorhet

Az extracellularis glutamat koncentracié komplex dod befolyasolja, az
agyban bekovetkézdinamikus valtozasokat, azaz a neuroplasztikugafohtokat. A
normal fiziolodgias glutamatszintért a mar emliggdtélis €s neuralis transzport fehérjék
felelések, azok szintjének érzékelésében pedig az extegdikus NMDA receptorok
jatszanak kulcsszerepet. Az extracellularis glutak@ncentracio normal fizioloégias

Szerepe a neuron-neuron és neuron-glia kommunit@ciovesz részt [12]. A
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glutamatszint valtozasainak kovetkezménye igen &ibkr befolyassal van a
szinapszisok  keletkezésére, kulonbOz receptorok  expresszids  szintjeire,
gliotranszmitterek felszabadulasdra és neurono&lésigre [13]. Az glutamét, mint
extracellularis szignalmolekula részletes szerdpéetisztazasa az idegrendszeri
kutatasban még ma is részben feltaratlan terilet.

Normél fizioldgids allapotokon felll a glutamateendszernek fontos szerepe van
az idegrendszert érifit neurotoxikus folyamatokban. Ennek hétterében aodair
megemelkedett extracellularis glutamatszint allh&zt a glutamat visszavétel
elégtelensége vagy a szinaptikus tikidés okozhatja. A vegyllet visszavételéért, a
mar emlitett, EAAT-ek a felébek, ha ezek fikddése karosul, akkor a glutaméat nem
képes tavozni a szinapszisbél, valamint onnan fkidifalva megndveli az
extraszinaptikus glutamatszintet is. Mivel a newo$zmitter nem tavozik a
szinapszisbodl és szintje megemelkedik az extragtilnes térben is, az folyamatosan
ingertltben tartja a szinaptikus és extraszinaptiglutaméat receptorokat. &skzor a
szinaptikus mikddéshez hasonléan az AMPA csatornak nyilnak, dé@eletkeztében
bekovetke# depolarizacié feloldja az NMDA receptorok Rigblokkjat és tovabbi
kationok aramolnak a sejtekbe. A normal szinaptikongerilet vezetés esetén
depolarizacié kovetkeztében megnyilnak a feszifiiggy kationcsatornak is, ezt
kévetden a neuron a kiszobpotencialt meghaladva akciéspdl allapotaba kerdl. A
megemelkedett glutamatszint esetén, annak ellehégy, ugyan az AMPA receptorok
gyorsan deszenzitivizalodnak, de a lassan érzéketlesralo NMDA receptorokon
keresztll folyamatos kation aram érkezik az idagkbp, amit a sejt nem képes
helyredllitani. Ennek egyik kovetkezménye katioraliasszivan bearamlé viz okozta
sejttérfogat ndvekedeés, ami a sejtmembran integmiagk karosodasaval, azaz a neuron
pusztulasaval végedhet [14]. Masik hozadéka az NMDA receptor takiidésnek a
megemelkedett, permanens intracellulari§'@aint [15]. A helyre nem &ll6 hosszutavu
rendellenesen magas Caszint szamos olyan katabolikus enzimet aktivalntma
kalpainok csaladja. A kalpain | degradalia az idgigk struktarajaért felés
proteineket, mint a spektrint, a fodrint vagy a rotkbulus-kapcsolt proteint (MAP2)
[16]. A permanensen magas sejten beliii*Gaint tovabbi enzim aktivitasnovekedést
okoz. Az aktivaloédo foszfolipdzok a sejt és a mitodlrium membranjanak ké#
foszfolipid molekuléit, az endonukladzok pedig arkadin &llomanyat karositjak, illetve
bontjak. A mitokondrium karosodasa koévetkeztébenjaenergiahaztartasa 6sszeomlik,

sejt nem képes helyredllitani a fiziolégias intthdaris ionszinteket, ezaltal a
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sejtpusztulasa felgyorsul. Tovabba a mitokondriélektrontranszportlanc karosodast
szenved. Az elektronatadas tokéletlensége miattgrélt elektrontranszport-lancrol
lecsorgo elektronok magasabb aranyban képeznek aobaktiv oxigén vegylleteket
(Reactive Oxygen Species, ROS), mint a hidroxilkgyvagy peroxid molekulak [17].
A megemelkedett G4 szint olyan enzimeket is aktival, mint a nitrogéonoxid-
szintaz (NOS), amely nitrogén-monoxidot (NO) termmlegemelkedett szintie ROS
tulajdonsaga miatt toxikus. A megemelkedett NO tsagyancsak kémiailag modositja
a sejteket feléepit biomolekulakat, amelyek ezt kdéven nem tudjak ellatni normal
funkciojukat. Az excitotoxicitas soran okozta imedularis ROS felszabadulas jol
példazza, hogy az egyes molekularis stressz ageeggknas felszabadulasat is
indukaljak.

Az excitotoxicitdst mas aspektusba helyezi az assd excitotoxicitas elmélet,
amely alapja a mitokondrialis ATP termelés fokoza&romlas. Az alacsonyabb ATP
szintek mellet az ionpumpék nem képesek fenntagamrmalis intracellularis kation
szintet, ezért a sejt lassan depolarizalodik. AzIMMfesziltség blokkja feloldodik és
az megemelkedett glutamatszint hianyaban is akiilél beinditva a mar taglalt
excitotoxikus kaszkadot [18-20]

A neuronokban lezajl6 excitotoxikus folyamatok enguhyeképpen az
extracellularis glutamatszint is névekedni fog,ezmzitiv visszacsatolaskéntik dve
felerésiti a neurotoxicitdst. A glutamat koncentracio Hmeeéése betudhatdé az
ozmotikus sokkban elpusztult vagy a nekrotikushsdfiit szenvedett neuronok lizisekor
kiszabadulé glutaméatnak, a kéarosodott és megfordgluitamat visszavételi
mechanizmusnak vagy az emelkedett *Caokozta exocitozisnak, ami a
neurotranszmitter vezikulak extracellularis térlédwvirulését jelenti [21].

A neuronok halala véegbemehet mind apoptotikus ésdmnekrotikus
sejtpusztulasi utvonalon. Ezek a degradéacios folyakn a sejt allapotatdl fuggn
egymassal parhuzamosan vagy egymasba alakulvgtszi@hatnak. Az apoptdzisnak
nevezik a sejt programozott halalat. Ez egy eney@iges folyamat, amely soran a
szervezet a karosnak itélt sejtjeik (példaul ofgitt vagy rakos) megsemmisitik
onmagukat. Az apoptozis kulcs szeteph proteolitikus kaszpaz enzimek, amelyek
kaszkad-rendszert alkotva finoman szabalyozzdk @ balalat. A folyamat
végeredményeként az idegsejt tartalma nem Kkerlkxeacellularis térbe, hanem
membrannal hatarolt apoptotikus testekre esik &zétital megéizve az idegrendszeri

gyulladast okozo faktorok vagy akar a glutamat &ismlulasat az elpusztult idegsejt
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kornyezetébe. Az apoptotikus testeket az agyi &tiéls eliminaljak. A neuron tulélése
vagy pusztuldsa pro- és antiapoptotikus fehérjéyemsgilyan nyugszik, amely
egyensuly akar legkisebb kdlstressz behatasra is felborulhat az apopt6ziyakan
Ezzel szemben a nekrdzis soran a sejtlizisen mempsktil, tartalma a kérnyezetében
keril, ahova igy olyan toxikus agensek, mint a RiRSglutamat vagy egyéb gyulladasi
faktorok szabadulnak ki. A nekrézis hatterében gydronikus és visszaforditatlan
markans behatasok, mint ozmotikus sokk, fizikailk&r vagy mas esetekben a sejt akut
energiahianya all [9].

Az excitotoxicitds sokaig a nekrotikus sejthaldtolspéldajanak hitték, de az
utobbi iddkben a glutamat indukélta apoptotikus neurondegiadgettani szerepére is
fényt deritettek [22] [23]. A glutamat indukaltakmetikus sejthalaldleg az olyan ATP
hianyos allapotokban a meghatarozd, mint amilyenisgmias stroke. Ez esetben
energiaforras hianyaban nincs léisglg az aktiv apoptotikus folyamatok lezajlasahoz.
Az apoptdzis indukédldsdban a glutamat okozta pesmmnmegemelkedett &a
koncentracié all. A Cd szintje a mitokondriumban is megnahol mitokondrialis
matrix depolarizalédasat okozza [24]. Ez olyan ptotkus fehérjék felszabadulaséat
okozza, mint amilyen az AlF (Apoptosis Inducing tearvagy a citokrom C [25]. Ezek
az anti- és proapoptotikus fehérjék egyensulyaitahbiak felé billentik, ezaltal a sejt

apoptotikus pusztulasat indukaljak [9].

3. Az excitotoxicitas szerepe a neurodegenerativ megbgedésekben

A neurodegeneracié fogalma magaban foglalja aamelr mind funkcionalis
mind strukturalis leromldsat. Ez a jelenség szamagjainkban elterjedt kdzponti
idegrendszert érifit megbetegedésben jatszik szerepet, dgymint az Wizene a
Huntington, a Parkinson-kor vagy az amiotrofiaseralis szklerézis (ALS) [26],
valamint fontos szerepet tulajdonitanak neki HIxusiasszocialta demenciaban is [20].
Az idegrendszer ériitrakos elvaltozasok, agyi gliozisok okozta neur@hegacioban
is szerepe van az excitotoxicitasnak [27].

Az idegrendszeri neurodegenerativ elvaltozasok &makn ndovekedésében,
tébbek kdzott az agy eldregedésé is szignifikaeseget jatszik, ezért azok légEppen
az idbsebb emberek kérében fordulnak.eA modern nyugati vilagban az atlag életkor
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meghosszabbodasaval az emlitett megbetegedésetriggma is medgitt. Az elbzéek
miatt az utébbi ilben a neurodegenerativ betegségek intenziv céfpemtyaltak
napjaink gyoégyszerkutatasanak. A hatéanyag fepgsszteheziti, hogy ezen betegségek
pontos patomechanizmusai nem minden esetben tiEkz ezéert a
gyogyszerhatéanyag-jelolt vegyulletek molekularimmadaspontjainak meghatarozasa
kilondsen nehéz feladat.

A neurodegenerativ elvaltozasok patomechanizmusglex folyamat, amelyet
szamos egymassal parhuzamosan vagy egymasitkoetzajlé toxikus esemény alkot.
Az egyes neurodegenerativ megbetegedések molekigdoiyasaban szamos azonos
részfolyamat létezik. Tekinthetjuk ezt Ugy is, hogybetegségekre jellehzprimer
stresszor, mint amilyen példaul az Alzheimer-koetésen a béta-amiloid vagy a
Parkinson-kor esetében aa-szinuklein peptidek okozta primer stresszbehatas,
masodlagos cellularis stressz mechanizmusokat legiamelyek a betegségre mar nem
specifikusak és ezek okozzéak, vagy legalabbis rexgyérulnak hozza a neuron végs
pusztulasdhoz. Ezen toxikus molekularis torténés@ké tartozik tobbek kozott a
reaktiv oxigén szarmazéekok megnovekedett koncedjga@ kilonboé idegrendszeri
gyulladasos folyamatok és a glutamat medialta etaiicitas is.

Az Alzheimer-kér (AD) a legelterjedtebb kronikusetdorral Osszefldy
neurodegenerativ megbetegedés. Az ADdlegftiinetei a leromlott kognitiv funkcidk
€s a progressziv memoriavesztés. A betegek agya@bagnitiv funkciokert feléls
agyteruleteken nagyszamba az un. amiloid plakkokegsofibrillaris rostok jelennek
meg az elhalt agyi allomany helyén. A betegségséijtisaért jelen kutatasok szerint a
negyvenkett aminosavbdl allé béta-amiloid fA) peptid a feldéls. Az AB monomer
peptid az APP (Amyloid Precursor Protein, idegreedsen elterjedten jelenlév
transzmembran fehérje) proteolitikus hasitasa ré&eéetkezik. Ezt az enzimes hasitas
az APP-n tobb helyen végbe mehet, ftiyg a hasitd enziit A toxikus AB4, peptid
csak a BACEL [{-site APP cleaving enzyme 1) @sszekretdz ko6zos hasitasa révén
keletkezik. Ez a peptid molekula hajlamos az atigazacio, amely soran kéfdnek a
szolubilis A4, oligomerek. Ezek tovabbi polimerizaciojabol olditén fibrillaris ABa,
oligomerek keletkeznek, amelyek az amiloid plakakdtkotjak [9].

A jelenlegi kutatasok szerint a neurotoxikus esgrakn lefolyasaban a
legszignifikansabb szerepe van az oldhatfs,Aoligomereknek. Az oligomerek
kilonbdd molekularis utvonalakon keresztil valtoztatja naegejt normal fizioldgias

muikodését, kozejuk tartozik a glutamaterg rendszéslysolasa is. Egyes kutatasok
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szerint az Alzheimer-kér patomechanizmusaban azitodexicitas, az NMDA
receptorokon keresztll jatszik szerepet. Az oligordeekt aktivalja az NMDA
receptorokat, amelyeken keresztiil®Caramlik a sejtekbe. A magas intracelluléris
Cd*-szint kovetkeztében a mar kordbban emlitett nexgederativ folyamatok
indulnak be [28, 29]. Mas kutatasok szerint a daitikl AB;i4, oligomer az NMDA
receptor modulatorok, a kilénk®zpoliaminokkal tortéé kdlcsonhatason keresztil
okoznak NMDA receptor tulikddést [30]. Olyan elméletek is léteznek, amelyek
szerint a peptid az NMDA receptorokhoz &die receptor endocitozisat kdgeh a
toxikus amiloid az intracellularis térbe keril, &heyn kinaz aktivitasat megvaltoztatva
hiperfoszforilalt tau felgyilemlését eredményennedy fehérjék alkotjdk az oldhatatlan
neurofibrillaris rostokat [31] Az excitotoxicitas @ glutamat receptorok fontos szerepét
a betegség patomechanizmusaban ol bizonyitja, laaggddig ismert leghatasosabb
AD elleni hatéanyag a Memantin, amely egy NMDA gataista molekula [32] [33].

A stroke-nak nevezzik azt az agyi érkatasztrofatelp az agyrikodés
altalanos vagy gocos zavaraval jellemeéhgtyorsan kialakulo tinet egyuttes és tdbb
mint 24 oran at fennall (WHO definicid). A betegéBdét tipusra lehet osztani,
agymint az iszkémias stroke, amely soran az aggeldas szenved kart étddilet
vagy érelzarédas kovetkeztében, ezaltal az ériragiterilet tdpanyag és oxigén
ellatottsdg csokken, édzakosan megsmhet. A masik ritkabb tipus a vérzéses stroke,
amely esetén agyi allomanyvérzeés is bekovetkeziktréke patomechanizmusaban az
an. isémias kaszkad vesz részt, amelynek kulcsarfiodya az excitotoxicitas. A
vérellatdas megsinése okozta energiahiany kovetkeztében a sejtekomnatis
ionhaztartast nem tudjak fenntartani, mert azéet@n igényes ionpumpaik a faleek.
Ezek mikddésének hianyaban a sejt depolarizalédik, azdstiularis C& szint
megrd, ami a glutamat vezikuladk sejt kozti térbe valdrkiését eredmeényezi [9]. Az
extracellularis glutamatszint az agyi érkatasztvéféérintett tertileteken megrEnnek
hatterében a glutamat transzporterek energiahi&oyta niikodésbeli zavara vagy a
mar excitotoxikus folyamatok soran a neuronokbdlcitézissal vagy lizis
kovetkeztében felszabadult glutamat. A megemelkedgutamatszint tovabbi
neuronpusztulast okoz a normal energiaszint hdlgssgag [34]. Az NMDA receptor
antagonista hatéanyag sokaig igéretes stroke slieegyileteknek voltak, de human
klinikai tesztek soran kudarcot vallottak, azok nkivant és veszélyes mellékhatasai
miatt [35]. A jow kutatéira var a feladat, hogy igazan hatékony kstrellenes

hatdanyagot hozzanak létre.
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Az agyi fertzések leklizdésében nagy szerepe van a kdzponterdisyer ¢
immunsejtjeinek, a mikroglia sejteknek. Ezek szeragerézott vagy sérilt neuronok
eltavolitdsa, valamint a fézés megszintetése. A mikroglia sejteknek fontosepii&
van az dzéekben emlitett neurodegenerativ megbetegedésedrdizgn allo fehérje
lerakodasok megszintetésében, azaz az agy 'mégssttan’. A mikroglia sejteket
passziv alakban vannak jelen, aktivalodasukhoz rkid#@ szignalmolekulak
szikségesek, ilyenek példaul a bakteridlis lipgzelcharidok. A sejtek az
aktivaciojukat koveten fagocitald sejtekké alakulhatnak, amelyek beleziBssel
tavolitjak el a gyulladas okait vagy kilénlsoxkis molekula tomeif faktorokat vagy
szignal fehérjéket termelnek, amelyek elpusztitpakertzott sejteket [9]. llyenek
lehetnek a kulonbdyz reaktiv oxigén vegyuletek @@,), a tumor nekrézis faktor alfa
protein vagy a glutamat. Az aktivalédott mikrogégsk kidritik glutamat raktaraikat,
ezzel novelve az extracellularis glutamatszinté].[2A mikroglia aktivalodhat a mar
emlitett A3 oligomerek, vagy a kicsapodott amiloid polimerekala ez okozta
permanens gyulladasos folyamatok tovabbi glutanmétsmelkedést okozhatnak [36].
A mikroglia eredet glutamat szinttn az NMDA receptorokon keresztili
mechanizmuson at okozza az excitotoxikus folyameadtok

Az emlitett hdrom leglényegesebb neurodegeneedtialtozasokon kivil az
excitotoxicitas szerepet jatszik még a Huntington-ka Multiplex Sclerosis, a HIV
virus asszocialta demencia és az Amiotréfias LiseBtlerosis patomechanizmusaban
is [37-40] [41].

4. Endogén glutaméat felszabadulas és egyeb cellulasgessz
folyamatok kapcsolata

A glutamat felszabadulas nem csupan az egyes regendrativ elvaltozasokban
specifikus stresszorok kovetkeztében jelenthet nmeigt masodlagos neurotoxikus
folyamat. Az excitotoxicitast a mar emlitett masatis cellularis stressz folyamatok is
indukalhatjak. Ezt a folyamatot nevezzik a toxsé kdzotti un. ,cross-talk’-nak.

A megnovekedett ROS koncentracidé okozhat glutarmdtsmovekedeést,
koszonheten a sejtek ROS okozta nekrotikus lizisének, amehan a neuronokban

tarolt nagy mennyiség glutamat a kornyezetbe kerllve excitotoxikus folgdok

17



indithat be a kérnyézneuronokon. A ROS-ek medialhatjak a glutaméat t#srlulasat
egyéb maodokon is [42, 43] [44]. Az egyik legjelésdgbb mechanizmus az aktivalt
mikroglia sejtek altal termelt NO hatasa, amelyglyalladasos folyamatokban a sérult
vagy fertzott neuron elpusztitdsara termelnek a mikrogligelse A termelt NO a
neuronokba jutva G&fiiggé mechanizmuson keresztiil okoz exocitézist, ezzergy
extracellularis glutamatszint emelkedést [43].

Az energiahiany is megjelenhet, mint masodlagossst forras kdszontien a
primer stressz agensnek, ami a sejtenergia haazaaikalonboé modokon teheti tonkre.
Az energiahiany okozta glutamatszint emelkedésttrakes €s az excitotoxicitas
kapcsolatanak részletezésekor ismertettem.

A kllbnb6z gyulladasi folyamatokban megjetengyulladasi faktorok, mint
amilyenek az interleukinek csaladja, etérmodon lehetnek befolyassal az
extracellularis glutamatszintre, az idegsejtek kasgjtek niikddésének modulalasan
keresztul [45, 46]

5. Modern gyogyszerkutatas

Az el gyogyszermolekulak feltaldlasa otdefg az elmalt 30 évben, 6sszhangban a
gyors technikai fefldéssel, a modern gyégyszerkutatds mara egy rerdédsizetett
folyamatta valt. Ennek oka atiszeres és tudomanyos hattérdegsén kivil az egyre
szeélesebbé valo tarsadalmi igény az idaig gyogiatlam megbetegedések kezelésére.

Napjaink (j gyogyszertipusanak kivalasztasat ai pignyek, azaz a megbetegedés
elterjedtsége az adott gyogyszercég altal érdéielitajzi egységen szabja meg. Az ezt
kovetben meghatarozott elvaltozas gyogyszeres kezeléségmajoldasara megfetel
hatdanyag célpontot, azaz target-et kell talalaiak elvaltozasban kulcsszerepet jatszé
biomolekula, ami legtdbb esetben proteint jelergydhakkor meg kell jegyezni, hogy
egyre tobb Kkisérlet zajlik példaul a nukleinsav akd fizioldgias folyamatok
kozvetlen befolyasolasara is.

A 21. szazadban lezajlott informatikai fajest koveien a kivalasztott
proteomikailag ismert szerkedettarget molekulara szamitdgépes rendszerek
segitségével Osszetett kotési és energetikai nebdalkalmazaséaval tervezlemneg a
hatéanyagjel6lt molekula kémia térszerkezete. Birwaktira alapu gyogyszertervezési
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megkozelités, amelynek az alapja a target térszetdmeek részletes ismerete. Létezik
tovdbba a ligand alapu megkdzelités, amely szeximbar ismert természetes vagy
szintetikus hatéanyaghoz fizikokémiailag és szegkkg hasonlitdé U] molekula
identifikdlasa a cél. A szamitogép segitette gypgyervezést kovéen a szamitasok
altal megfelebnek prediktalt vegyiletek szintetizalasa torténik.

Ezt koveten a gyodgyszer a preklinikai kutatasi fazisba keAilpreklinikai
gyogyszerkutatok feladata betegségre releramgro molekularis kdélcsénhatason vagy
sejtes rendszereken alapul6 bioassay-k megalkaéselyek alkalmasak a bioldgiailag
valéban aktiv vegylletek kivalasztasara. Mivel ansit0gépes predikcid esetén is
alacsony a megfelélhatdanyag-jeloltek talalati aranya, ezért nagpsiei képessél
és ugyanakkor gazdasagos rendszerek megalkotasdirasaiikség, a nagyszamu
gyogyszer-kandidans vegyullet gyors tesztelésére.80kas évek végén ennek
megoldasara szilettek meg a magasan robotizaltatiniizalasra toreky, plate alapu
HTS (High Troughput Screening) hatéanyagjeloltirézi rendszerek, amelyek
segitségével nagyban csOkkenthet tesztek koltségigénye, az alacsony reagens
felhasznalas- és munkéegény kovetkeztében. A HTS rendszerekben alkalthazo
bioassay-k alapja lehet molekularis, sejtes vagyveitenyészetre épillrendszer,
amelyekben a vegylletek hatékonysagat valamilyern@iiéjel altal detektaljak. Ez a
legtbbb esetben, valamilyen optikai ténytez (abszorbancia, fluoreszcencia,
lumineszcencia, cirkularis dikroizmus) jelent. A SFEk kapacitasa napjainkra elérte
100 000 vegytilet napi seesét is. Az el&dleges sitréskor a vegyileteket csak néhany
koncentricidban tesztelik a hatékonysag novelédekében, majd az itt hatékonynak
talalt molekulak kerilnek imméar nagyobb koncentadiartomanyban és toébb
parhuzamos mintaban a masodlagoérésre. Az itt is hatékonynak itélt molekulak
lesznek a taldlatok, az angolszasz kifejezessel ita molekulak. Ezt kovetik a
bonyolultabb sejtes és szbvetes rendszereken, mayivo allatmodelleken végzett
kisérleteket. Az ezeken is hatdsosnak bizonyulyietek lesznek a vezér, avagy a
Lead molekulak. Ezeket tovabb vitro ésin vivo farmakokinetikai és toxikologiali
vizsgalatok kovetik. Ezt nevezik a hatdéanyagjeldiblekulak Lead optimalizalasi
szakaszanak, ahol a hatasossagon felul a vegyDIgtEA(adszorpcio, azaz felszivodas,
disztriblcié, a szervezetbeli eloszlas, metabolgnéis kivalasztas, azaz exkrécid)
tulajdonsagainak javitasa is cél, ennek érdekébemgyilet kémiai modositasa is
torténik. A modositott molekulaknak Ujra at kelhesa biologiai hatdsossagot igazolo

preklinikai teszteken. A lead molekuldk fejlesztém® olyan tulajdonsagok is bele
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tartoznak, mint a megfekel méreti szintézisik megoldasa vagy a megftelel
gyogyszerforma kivalasztasa. A minden teszten nhegfgyogyszerjelolt molekuldk
kertlhetnek emberi kiprobalasra, azaz a humankdihill €és majd Ill. fazisaba. Az itt
is hatasosnak és biztonsagosnak bizonyult gyogskdarilhetnek térzskonyvezeésre,
majd jutnak kereskedelmi forgalomba.

A leirtakbdl is latszik, hogy az originalis hatoagykifejlesztése egy rendkivil
komplex id- és koltségigényes folyamat. A talalattol a gy@gytorgalomba keriiléséig
eltelt id akar 10-15 évet is feldlelhet. A gyogyszerfejlésztfolyamatanak
elérehaladtaval egyredna koltségigény, valamint a fejlesztett hatbanyadakcanak
valGszirisége is. Ezért a talalati hatékonysadg novelésénmddké&ben nagy szerepet
kapnak preklinikai kutatasok fejlesztése.

6. A preklinikai gyégyszerkutatas Ujitasai és a High ©ntent
Screening

Az elézéekben leirtak miatt, a talalati arany novelésénsk aé kéébbiekben
megbukd molekuldk szamanak csokkentése érdeképerkiinikai vizsgélatokra egyre
nagyobb hangsuly keriilt. A HTS rendszerek talatataital nagy része nem bizonyult a
tovabbi vizsgalatok soran megféleek, ezért a rendszer nem bizonyult elég
hatékonynak a jelenlegi igényeknek megt&el. A probléma megoldasara a 90’-es
évek végén jelentek meg az un. HCS (High Conterge®ing, magas tartalmuises)
eljarasok. A moddszer 6tvozi a fejlett mikroszkopassgalatok einyeit és a HTS
rendszerek nagyatere§#epessegeét [47] [48].

A HCS rendszerek elvi alapja az, hogy egy mintapaimminél tobb, részletesebb és
relevansabb informaciot nyerhessink ki, ezéaltakksitve a fals taldlatok szamat. A
HCS rendszerek a mar a HTS esetén megismert gigia enolekularis rendszerekre,
sejtekre vagy szovettenyészetekre &piliniatirizalt bioassay-k. De mig a HTS esetén
egy tulajdonsag valtozasat kdvethettilk nyomon, & HGSetén modern mikroszkopos
képalkotas és specialis festékek vagy genetikai asiéasok (példaul GFP jel6lés)
segitségével a rendszerben parhuzamosan lezajitoszérténést monitorozhatunk az
idében a HTS-nél részletesebben. Az optikai jelenségedgvaltozasan alapuld

detektadlas azonban igy rendkivili mennyiségdatot kepez, amely kiértékelése
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meghaladnd a humanééorrasokat. Ezért a kapott jelhalmazt modern szoés
analizisnek vetik alq, amely megféleh programozott algoritmusok szerint mutatja
meg a sejtben tortént valtozasok meértékét. A HCGflgeerek alkalmazasaval nagyban
csokkenthet a talalati hiba aranya, valamint a részletes nsikkdpos analizis altal
részletesebben megismehatHit vegyulet hatasmechanizmusa is [47, 49] |0,

A leirtakbdl lathatd, hogy a modern gyégyszerkigaidlja a nagy ateregkepesség
mellet, a minél tdbb és pontosabb informéacié kiggeregy adott mintapontbél, hogy
ezaltal novelhét legyen a biztos talalati arany, azaz a hatéangpesktés kudarcanak
valoszirisége csokkenjen. A hasznos informacio kinyerésélefleti'ségei kozé
tartozik, az olyan kis mdélsulyd szignadlmolekuldak nkentracido szintjeinek

meghatarozasa, mint amelyek k6zé a glutamat szilart

7. Invitro neurdlis tenyészetek és felhasznalasuk a modernzgnti
idegrendszeri gyogyszerkutatasban

A gyogyszerkutatdk szdméara szamos modell &ll réedébre egészen a molekuléris
méretekdl az dsszetett kisérleti allatokban vizsgalt betggsiodellekig. A megfelél
hatoanyag-drési feladatra komplex kihivas a megfélebtodell vagy teszt és az annak
alapjat képé organizmus kivalasztasa.

A gydgyszerkutatdasban cellularis szinten vald \étskra elterjedten
alkalmazhatéak az immortalizalt sejtvonalak vagydifferencialodni képesbsssejt
vonalak is. Ezek kulonbdz induktor vegylletek hatasara képesek homogén
sejttenyészetet vagy akar heterogén szovet tertpészéétre hozni.

Masik lehebség a primer tenyészetek hasznalata. A primer seeyeket alkoto
szOveti részek adott vizsgalati allatbdl, ritkablsetekben emberi forrasbol
preparalhatoak ésn vitro kontrollalt koérilmények kozott tenyeésztbek. Az igy
létrehozott sejt vagy szovettenyészetek a sejtébmeraz aktivitasuknak é€s mar
meghatarozott differenciaciés programjuknak koseiifgn korlatozott ideig tarthatéak
csak fenn, de ez azddzovettipustol és tenyésztési korilmeén§iekiggéen valtozhat.

A HCS rendszerekben hasznalt sejt alapu vizsgalesekén el kell donteni, hogy
primer kultarak, sejtvonalak vagy differencialodésikésztethét o6ssejtvonalak
képezzék-e a vizsgalat alanyat. Mindegyik esetlzémes elny és hatrany emlithét
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meg [52]. A HCS és egyeb hatdéanyagrési modszerekhez hatékonyabban
alkalmazhat6ak a kiulénbézsejtvonalak, hiszen azok kezelése egyddeies kdnnyen
automatizalhat6. Ezaltal koltség, 6idés laboratérium kapacitds szempontjabdl is
elonydsebbek. Tovabba a korlatlanul szaporithatoaktadzarmekkora mennyiségben
rendelkezésre allnak, hosszu ideig ugyanolyanssdéigben fenntarthatéak, valamint a
sejtvonalak barmikor lefagyaszthatéak, tarolhatdedid felvehaiek. Ezzel szemben a
primer, azok kozul is az &ltalam alkalmazott nesrdkenyészetek Killtetése és
fenntartasa komplex feladat, amelyhez gyakorlothota személyzetre, specialis
tenyészé edényekre és médiumokra van szikség. A tenyésigtekak korlatozott
ideig tarthatéak fent, azokat alkoté neuronok ajéd®se miatt. Az idegsejtek
vizsgélatdhoz sokszor olyan tenyészeteket kelkehéizni, amelyek asztroglia tartalma
igen kicsi, mivel az asztroglia sejtek nagy metaikols kapacitdsuk révén igen nagy
mértékben, és csak nagyon nehezen @ligimet® modon, befolyasolhatjak a tenyésztek
kezelését. A gliasejtek atalakithatjdk a kezelgarstvasznalt molekuldkat vagy attol
fuggetlen neuroprotektiv hatasukkal befolyasoltkagateszteket. Az asztroglia sejtek
fenti hatdsainak vizsgalatara kilon kisérletesal@dan in vivo) teszteket kell
kidolgozni.

A fentieknek megfelélen mi is és mas laboratériumok torekednek array tabgl
ez lehetséges sejtvonalakkal potoljak a primerikakat.

A primer idegsejt kultarak ugyanakkor fiziologiasaokkal relevansabb modellt
alkotnak az agyban sejt szintjén lezajlé eseméngleikz a szempont a legfontosabb,
ahhoz hogy hatékony, az elvaltozast a valdsaghgipdban modellez bioassay-t
alkothassunk meg. Ezért a kdzponti idegrendszéeatésokban sok esetben megtéril
befektetés primer tenyészeteket alkalmazni, a fiailldg kevésbé relevans sejt- vagy
6ssejtvonalak helyett, ezzel ndvelve adtds vizsgalatokban is sikeres Hit molekulak
taldlati valoszifiségét. Tovabba a imzaki megoldasok rohamos tajEsével (az
automatizalhatésag és a képalkotas tertletén) meprikultirdk HCS szifit

alkalmazasa is egyre hatékonyabba és elterjediebiig4. abra) [48, 52].
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4. dbraPrimer tenyészet alapi HCS sematikus folyamat alj&k.

Az elmult évtizedben az elmondott okok miatt megi@dett a primer neuralis
tenyészetek alkalmazdsa a modern gydégyszerkutatasha idegsejt-tenyészetek
megjelentek a modern HCS rendszerekben is. Koziligigjelentsebb alkalmazasuk a
kilonbd® neuron morfoldgiai valtozasokon alapuld vizsgdtatezeknek a méeréseknek
az alanyai lehetnek, az axonok ndvekedése vagyzadss szama, lehet a neuronok
mar nagy ateresitépesséfy modszerek, amelyek a neurodegenerativ
megbetegedésekben kulcs szerepet jatsz6 korosmagigregaciok kialakulasan vagy a
mar kialakult aggregaciok szdmanak cstkkenéséenlalzk illetve olyan modszerek is,
amelyek a sejt fenotipusanak komplex megvaltozasapulnak [53]. Ezenfelll meg
kell emliteni a primer neurdlis kultirdkon HCS é8Ad(High Content Analysis, nem
hatoanyagdirésre hasznalt HCS rendszer) technikakkal végketiémiai kutatasokat
is, amelyek legfontosabb példaja az interferencidSfek keresése, ezaltali gén

csendesitések vizsgélata [54].
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8. Glutamat mennyiségi meghatarozasanak lehéségei

Az elozéekben leirtaknak megfetin, a glutamatszint valtozasa fontos szerepet
jatszik szamos normal fiziol6gids vagy patoldgiézpgonti idegrendszeri eseményben.
Ezért mar koran felmerilt az igény a glutamat meagl meghatarozasara kulonboz
neurdlis kdzegeld). A mintavétel torténhet preparalt agyszoveti rakitol, in vivo
mikrodializis alapu kisérletek eredményeként vaghogy az altalam végzett
kisérletekben, neuralis tenyészetek fellluszojabdkvantifikalas mindegyik esetben
igen komplex analitikai feladat, hiszen a glutamllett szamos zavaro kis és nagy
molekulatomed§ vegytlet is alkotja a biologiai matrixot. Tovable& glutamat
koncentracié varhato értéke is szélgh] alatti és a mM-os tartomanyban valtozhat.
Ezen okok miatt nagy hangsulyt kell fektetni a naghozas szelektivitdsara és
erzekenységeére, a valds értékek determinalasadakédyen.

A gyakorlatban szamos eléérmodszer alkalmaznak a glutamat mennyiségi
meghatarozasara. Ezek kozott talalunk enzimes idakdapuld technikakat. Ezek a
biokitek tartalmaznak L-glutamat-dehidrogenadz emtjmami megfelél reakcio
kortilmények kozott nikotinamid-adenin-dinukleotitNAD®” adasa mellett, az L-
glutamatota-ketoglutaratta oxidalja, emellett NHés NADH keletkezik. A NADH
mennyisége pedig fotometriasan méshf5]. Masik leheiség az enzimes reakcid
soran képédott H,O, detektdlasa fluoreszcens Amplex Red® reagenssetrfigen),
tovabba lehetséges kéubtt o-ketoglutarat glutamat-piruvat transzaminaz altali
visszaalakitdsa glutamatta, a létrehozott kdrfobtaeredmeényeképpen a fluoreszcens
jel felessithed.

Komplexin vivo mérésekre érzékeny elektrokémiai bioszenzorokiasettek ki.
Ezek kozé tartoznak az enzim alapu elektrodas ieetknamelyek segitségével helyben
példaul in vivo allatmodellek vizsgalni kivant agyteriletein vagy vitro
idegsejttenyészetek tetdeges kornyezetében mérbed valik a glutamat
koncentricidja. Az enzim reakcié sordn a glutamatagéen jelenlétben a glutamat-
oxiddz enzim oxo-glutaratta alakitjia €sQd is keletkezik, aminek mennyiségét az
elektréda mérni képes [56, 57].

Az in vitro idegsejttenyészetek vizsgalatara léteznek gerletikakddolhato
nanoszenzorok is, ez esetben a neuronok genetlkangmyaba transzfekcidval kell
bejuttatni a bioszondat kédolé DNS szakaszt. Aaghétra érzékeny szonda tartalmaz

egy MGIUR eredét glutamat kodszakaszt, valamint a glutaméat &bdése utan
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bekovetke# térszerkezet valtozas miatt FRET (fluoreszcensgmmdranszfer) elven
aktivalodo fluorofor molekulat [58]. Ez a moderrchaika alkalmas a neuralis kultirak
glutamat szintjének HCS szinvizsgélatara is.

A kilonboz kromatografias modszereket is elterjedten hasana#t glutamat
koncentracié méréseére kulontsdziologiai mintak esetén. A kromatografias eljakago
feloszthatjuk szarmazékképzéses és anélkili méelgmerA szarmazékképzés nélkili
modszerek esetében a rutin forditott fazisl, az&HRLC-s megoldasok nem
alkalmazhatok, mivel a polaros aminosavak, mintl@aginsav az eluens fronttal
egyutt, § idopontban elualédnak. Ezért ezek elvalasztasara hdéanidlu (NP-HPLC)
vagy ioncserd (IEX-HPLC) kromatogréafias oszlopokat alkalmazasgett el. Tovabbi
problémat jelent detektélas is, hiszen a nem aroammosavaknak alacsony UV
elnyelése van, amely hullamhosszon a szerinyeamponensek nagytobbsége is
abszorbanciat mutat, ezért a detektéalas szeldéddevihehezen biztositott. A detektalas és
az azonositds a legszelektivebben tomegspektrasetfMS) és tandem MS
modszerekkel oldhaté meg, ugyanakkor az aminosikexionos tulajdonsaga miatt
szarmazékképzeés nélkuli ionizaciojuk sokszor nedgedeoe Utkozik [59].

A szelektivitas novelésére a gyakorlatban kilowbozzarmazékképzéses
technikakat léteznek. A szarmazékképzés torténhesaop eltt vagy utan. Az oszlop
uténi technikdk hatranya, hogy specialisaerezettséget igényel (specidlis termosztat
€s pumpa, amely hozza keveri a reagenst az oskéex mintdhoz) és nem kivant
csucsszélesedést és ismétélbeyi problémakat is okoz. Ezért az oszlopttel
szarmazékképzés valt elterjedté az aminosavak kogréids meghatarozasaban. A
szarmazékképzés felé szamos kdvetelményt kell #aramk, koztik hogy a reakcio
gyors és kvantitativ legyen és lefleg vizes kdzegben is lejatszodjon, a képzett
szarmazék stabil legyen, a reagens feleslege eé$ekmealkcioi ne zavarjak az
elvalasztast vagy a detektalast, a szarmazékkdégzésleg automatizalhat6 legyen és,
hogy érzékeny, lehéleg fluoreszcensen gerjeszihieizarmazek kégdjon. Az egyik
legelterjedtebb megoldas erre az orto-ftalaldeHid@@PA) és elté oxidalhatd

kénvegyulettel képzett izoindol vazas termeket kapakcio (5. abra).
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5. abra O-ftalaldehid reakcioja primer aminosavakkal N-dcistztein jelenlétében

A szarmazékok stabilitasat figyelembe véve a medeipnol és szulfit anion alapu
szarmazékképzeést felvaltotta a sokkal stabilabindket képé N-acetilcisztein (NAC)
reagenssel végzett eljaras [60]. Ez tovabba deketette az aminosavak kiralitas
szerinti tovabbi elvalasztaséat is. A glutamat koniceio meghatarozaséara a stabil és
intenziv fluoreszcenciaju termékképzése miatt jeltken alkalmazzdk az NAC/OPA
alapu szarmazékképzést fluoreszcens vagy elektiakéetektalassal.

Aminosavak elvalasztasara még hasznalhatéak egs@hakografias modszerek,
mint a gazkromatografia (GC), ahol az aminosavaknkén elparologtathaté formaba
alakitasat két l|épéses szarmazékképzéssel oldjag, riletve a detektalasra
langionizaciés vagy elektronbefogasos detektor@tkalmaznak [61]. Egyszésége
miatt kvalitativ és szemi-kvantitativ mérésekre zZmédhatéak a vékony réteg
kromatografias (TLC) mobdszerek is, amelyek altabdbainhidrines dlhivoszer
segitségével UV fényben detektalhatd szines jdiwdla

A toltéssel rendelkézaminosavak elvalasztasara alkalmasak a kuldhképillaris
elektroforézisen (CE) alapulo technikak [62]. ExékUl a legelterjedtebben kdzulik a
kapillaris zonaelektroforetikus (CZE) és a micedlarelektrokinetikus kapillaris
kromatografias modszerek terjedtek el. A detektalasegfeled lehetséget nyujtanak
a lézerindukalt fluoreszcens (LIF) detektorok, tiee a tomegspektrometrids
megoldasok is.

A felsorolt modszerek mindegyike mellett szamaénglés hatrany szol, ezért a
modszer kivalasztdsahoz pontosan meg kell hatantzaunérés egyéni, meghatarozo

igényeit. A kivalasztasnal szempontként kell figggebe venni az olyan kritériumokat,
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mint érzékenység, szelektivitas, robosztussagpdepalhatosag, koltség-, személyzet-
és laboratoriumigény, valamint az eléthigtgnagyobb ateresiképesseég.

A legérzékenyebb és legprecizebb moédszernek ameglektroda és a bioszonda
alapu technikak mondhatéak, hiszen ezek segitsegéddlis glutamatszint
valtozasokrél kaphatunk kozvetlen és gyors jelelydhakkor hatranyuk, hogy Uj
technoldégiakrdl [évén sz6 koltségigényik edyel jelents. Az ateressképesség
szempontjabol az enzim elektréda csak egyedi sejytay tenyészetek lokalis
kornyezetének glutamat mérésére alkalmas. A biakzonddszer korlatja a szonda
transzfekcidja az adott cél organizmusba, afteg primer neuronok esetén alacsony
hatasfoku lehet. A szondat stabilan expresszatomsgjlak esetén is kérdéseket vethet
fel a szonda jelenléte okozta sejktidés megvaltozasa, amely akar fals eredményekhez
is vezethet. Viszont ha ennek ellen&jérsl megbizonyosodtunk, akkor az igy kapott
sejtvonalra alapozott glutamat meérési technikalad&ahato lehet akar a modern HCS
képalkot6 rendszerekben is.

Az enzimes rendszerek hatranya szintén koltségyidden és szelektivitdsuk
alacsony hatasfokaban rejlik. Mivel az enzimes cedkkdveten kapott NADH
detektalasa fotometriasan térténik 220 nm-en, ab@mos magas koncentraciobarblév
zavar0 agens is elnyelést mutat. Ugyanakkor ez alsmed Kivitelezése és az
eredmények monitorozasa konnyen automatizalhat@el eeleget téve a nagy
ateresziképesség kdvetelményének.

A kromatografias modszereknek 6eye a szelektivitasban van, hiszen itt a
glutamétot hatékonyan el lehet valasztani a tobbimniatdkban fellelhét zavard
komponensil. A hatékony szeparacié az érzékenységre is pohitassal van. Az
erzekenység és a szelektivitas a rendelkezésral@léktorok variacios lehiégeivel
tovabb novelhét A modszer hatranya a készulékigény, illetve ataviétel €s az offline
tortérs minta-ebkészités és az eblb kovetked stabilitdsi és reprodukélhatosagi
kérdések.

A gyakorlatban hasznalt modszereérgleit illetve hatranyait a 1. tAblazat 6sszegzi.
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1. TabldzatGlutaméat mennyiségi analizisének léisgéigeinek 6sszehasonlitasa
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V. Ceélkitiizés

Az EGIS Gyogyszergyar Molekularis Farmakolégiai &otsoportban célunk olyan
komplex neurotoxicitasi tesztek megalkotasa, ankebl&almazasaval neuroprotektiv
hatéanyagjel6lt molekulak kivalasztdsa torténhet. hatdanyagjeldlt molekuldk
hatdsmechanizmusarél és a kidolgozott modell sHagairél a talalati arany
maximalizalasa érdekében minél tobb informaciotretnénk kapni. Védgs soron a
modern gyogyszerkutatasi trendnek megéeléligh Content Screening rendszert
létrehozni.

A kidolgozott neurotoxicitasi tesztekben az exciititas szerepének vizsgalatara
az extracellularis glutamat koncentracié valtozéggnatarozasa adhat magyarazatot,
hiszen a primer stresszor okozta endogén glutagteldd lehet a mért citotoxicitas akar
jelents részéért. A kulonbdzneurotoxikus kezeléseknek Kkitett tenyészetek giata
szintjének meghatarozasahoz a kovetkadokat tiztik ki:

* A glutamét koncentricié valtozdsanak detektalddkalmas analitikai
mérési eljards kidolgozasa, amely alkalmas a koxmplenagas
fehérjetartalmd médiumbol  tortén glutamat meghatarozasara is. A
meghatarozasi mobdszer kidolgozasanal o6zetesen analitikai
kovetelményeket tamasztottam (ismétalkét, érzékenység, szelektivitas,
stabilitasi) a mérés megbizhatésaganak biztoséta€&é tovabba, hogy az
informacio kinyerése ne zarja ki mas, mar korabkaolgozott meérési

mobdszer eredményeként kapott informacio elérését.

* A Kkidolgozott analitikai modszer segitségével jplezzem az Aaltalunk
kidolgozott in vitro neurotoxicitasi tesztekben felszabadulé glutamat
szerepét, hogy az egyes betegségektro modelljei hatékonyabba teléek
legyenek: meghatarozhatova valjanak azok a mérdsillrkények,
amelyeket alkalmazva az étleges toxikus hatast a masodlagosan

megjelerd additiv excitotoxicitastol elkilonitve tudjuk vg&lni.

29



V. Anyagok és modszerek

1. Primer neurdlis tenyészetek

A Kkisérleteim vizsgalati alanyaul primer patkany urddis tenyészeteket
alkalmaztam. Az 17-18 napos kora embridk prefrastdérgi allomanya kerult
preparalasra. Az agyszovetet egyedi sejtekre miedhamikusan, mind enzimatikusan
is disszocialtam. A triturdlt sejteket 6sszetaghérje molekulak elbontaséara tripszines
emésztést alkalmaztam. A preparédlas soran elhgiekbdé kiszabadult DNS a
sejtszuszpenziot viszkdzus masszava alakitja, @llapot megszintetésre DN-az I.
(Sigma) enzimatikus bontast végeztem. A sejttérkeiiét a centrifugalassal (300g, 10
perc), a nagyobb nem disszocialt strukturakat (étiok) s#réssel tavolitottam el a
preparatumbdl. A homogén sejtszuszpenziét 40 O@rs@ siriiségben Ultettem ki 24-
es és 96 lyuku tenyégzédenyekbe (Grenier).

A sejteket el két napig 10% fotalis borja szérum (FCS, Sigmal7 Badalék
(Invitrogen), Glutamax (Sigma) és antibiotikum (jdlin és sztreptomicin, Sigma)
tartalmi NeuroBasal-A (Invitrogen) médiumban tdetjumajd a harmadik naptol a
szérumot elhagyjuk a meédiumbol. Ahhoz, hogy a neekat elkilonitve vizsgalni
tudjuk neuronokban gazdag ugyanakkor asztrogliteldegn szegény tenyészeteket
szikseéges létrehozni. Ehhez citozin-arabindz (C3i8ma) nukleozid analdgot adunk
10 uM végkoncentraciéban a tenyészetekhez ai mégpon (DIV1, Days In Vitro). A
kezelés az osztdédasban dégliasejteket elpusztitja. DIV2-on a tenyészetekeljes
tapcsere torténik a CAR eltavolitasanak érdekébeivel az hosszabb tavon a
neuronokat is karositja. Ezt kdgen a tenyesatmedium felének levétele és Gjjal valo
potlasa torténik két naponta. Ezzel a tapcserétésiégiaval megfelélhatékonysaggal
tavolitjuk el a kdros anyagcsere termékeket ésljpkta kimerilt tapanyagforrasokat
anélkul, hogy a tenyészet altal bedllitott kémiainkyezetet megbontanank, illetve igy
nem tesszik ki a teljes tapcsere okozta mechamilkassznek sem az idegsejteket. A
neuralis kultardkat 37°C-on, 100%-o0s paratartalm®b®% CQ tartalmi termosztatban
(Thermo Scientific HERAcell 150i) tartottuk. A seit DIV14-DIV21 koz6tt jutnak el
abba az érési szakaszba, amikor mar az altalunkelierdi kivant elvaltozasokban
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szerepet jatszd receptorok (példaul az NMDA reagpioegfeleb mennyiségben

megjelennek, illetve az élettanilag fontos neurenfon kapcsolatok kialakulnak.

2. Neurotoxikus tesztek

Az idegsejt-tenyészeteket kiulonkiogtressz faktorok altali kezeléseknek tettik ki,
ezzel modellezve a kilonb&®neurodegenerativ elvaltozasokat és azok részfatyain
A stressz forrdsok kozul éldépésben az oxidativ stressz modellezésaten ki célul,
amelyet a hidrogén-peroxid £8,) oldat a médiumban tortérhigitasaval értem el. A
H,O, oldat az oxidativ stressz modellezésére alkallh&szen az a viz molekulahoz
nagyon hasonlo fizikokémiai tulajdonsagokkal rekdele, a vizre permedbilis
sejtmembran csatornakon at a sejtbe diffundélhatnakol az egyébként
intracellularisan képamé ROS molekuldk hatasat imitalhatjak [63]. A®3 oldatot
12500 és 10QuM kozott vizsgaltam, Ugyelve, hogy az oldat frisserkisérlet it
készuljunk, igy elkerllve a reagens bomlasa okiatseeredmeényeket. A stresszor oldat
hozzdadasa mindig 50% végtérfogat mellett tortéagltal biztositva a kénnyebb
keveredést, hogy megakadalyozzuk a lokalisan mhbasxidativ agens okozta
toxicitast

A B-amyloid 1-42 (A1.42) (SZBK) kezeléshez 2pM PBS (Foszfat puffer) oldatban
peptid térzsoldat [64, 65] feléAigitasat 10 % végtérfogatban adtam hozza.

Az excitotoxicitds létrejottének bizonyitasara exog glutamat kezelést
alkalmaztam, amely a soran kalium-glutaméat s6 (S)gkilénb6sd koncentraciodit
adagoltam a tenyészetekhez, ezzel viszonyithatévé &z endogén és az exogén
glutaméat felszabadulas okozta a sejtpusztulastexcdtotoxicitas blokkolasara MK-
801-et (dizociplin, 6. 4bra) adtam 2-10@®! koncentracidban a tenyészetekhez, ezzel
indirekt bizonyitva az endogén glutamat felszabaslwkozta toxicitast. Az MK-801
sejtbiol6giai  vizsgalatokban elterjedten hasznaltMDM\ receptor antagonista
(ioncsatorna blokkol6), amely az excitotoxikus fotyatokat a tulzott Gabearamlas
megakadalyozasan keresztiil blokkolja.
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6. abraMK-801

3. Eletképesség mérések

A neuronok életképességi vizsgalatdhoz és a tésisiizsgalatahoz MTT, azaz 3-
(4,5-demetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bmddot (Sigma) alkalmaztam. A sarga
tetrazol forma redukalodva lila formazanna alakulgbra), ami oldhatatlan kristalyokat
képez a sejtek belsejében. A reagens segitségésajtek életképességét azok redox
kapacitasa (NAD(P)H szintek) alapjan lehet mérnyaina sejt mitokondrialis reduktaz

enzimeinek kapacitasa 0sszefiigg az idegsejtekeplesiségével.

e '
| Mitokondridlis reduktaz
e o o

7. &braMTT reagens enzimatikus redukcidja

O~k

A mérést 96-lyuku tenyészt edényekben végeztem|yakiee az MTT reagens 0,3
mg/ml végkoncentracioban kerilt, majd ezt kfeet a tenyészetet 37°C—on 1 oOran
keresztil, gyakori mikroszkdpos kontroll melle¢zrhosztatban inkubaltam.

Ezt kbveben a sejtekben képdott kristalyokat tenyésztési médiumnal haromszoros
mennyisé§ izopropanol (Thomasker) hozzaadasaval oldjuk Aeiméréseket 570nm
meért hullamhosszon (630nm referencia) abszorbai@pdical Densitity O.D.) alapjan
fotométer (BioRad Microplate Reader) és szoftver ic(bplate Manager)

alkalmazasaval végeztem.
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A ABi42toxicitasi kisérletekhez az MTT teszt nem alkalnzahmivel az amiloid
oligomer befolyasolja az MTT reagens redukcidjatiddpesség cstkkenés hianyaban is
[66]. Ezért mas életképesség mérési eljarast k&keesniink, hogy az amiloid okozta a
neurotoxicitast meérni tudjuk. Erre elterjedten Hadz modszerek a kulonbéz
adenozin-trifoszfat (ATP) szint kvantifikalo kit-eknivel az intracellularis ATP szintje
jOl korreldl a neuronok életképességével. Munkaméarsa Promega vallalat kit-jét
hasznaltam (CellTiter-GfoLuminescent Cell Viability Assay). A kit ikddési elve: a
sejt lizalasa, hogy az intracellularis ATP oldatkertljon, az ATP mennyiségének
detektalasa rekombinans luciferaz enzimes reakeigjén. Az enzim a szubsztratot, a
luciferint &talakitja oxiluciferinné, amely reakaéran ATP-AMP atalakulas soran fény
szabadul fel melynek mennyisége Iumineszcensen ktd#étatdé (8. éabra). A

detektadlashoz FlexStation 3 (Molecular Devicies) Itifunkciés spektrofotométert

hasznaltam.
Ultra-Glo™ Recombinant
HO s N]/CODH Luciferase -0 SHN]/O_
\C:NHS +ATP+0, T N s' +AMP+PP.+CO,+Light
Luciferrin Oxiluciferrin

8. &bra ATP assay enzimesitkddésének elve

4. A HPLC-s rendszer

Glutamat felszabadulas méréséhez Agilent Techrnedodi200-as tipusu HPLC
rendszert hasznaltam. Ennek része egy kvaternempguegy online gazmentasit
egység, egy kolonna termosztat és egy termoszfathgbmata mintavévegység. A
detektdlashoz didédasoros 1200-es Agilent fluoreszcaes UV-VIS detektort
hasznaltam. Az elvalasztas biztositasahoz ZorbagdecXDB 4,6 mm atméji és 150
mm hosszi 5 mikron szemcse atéper C18-as reverz fazisu kolonnat (Agilent
Technologies) 22C°-os kolonna termosztalas melédkialmaztam. A mintakat a
fényérzékenységik miatt fénysé polipropilén vial-okban (VWR International)
tartottam. A HPLC-s mérés vezérlését és merésinaraygek kiértékelését is Agilent
ChemsStation szoftver segitségével végeztem. A HPLElvalasztas kidolgozasat

részleteiben az Eredmények c. részben ismertetném.
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5. Felhasznalt vegyszerek

A felhaszndlt vegyszereket Sigma Aldriéth-$zereztik be, kivéve a kromatografias
eluensek készitéséhez hasznalt szerves oldoszeésketegyszereket (MAPOy,

Metanol, Acetonitril, Merck).

6. Alkalmazott statisztikai vizsgalatok

A kapott eredmények kiértékelésekor a szordsokaizéstlagokat abrazoltam és a
kisérlet tulajdonsagainak megféledtatisztikai prébakat végeztem. Annak igazolasara,
hogy két kiulénbd& minta azonos tekinthée Student-féle két mintas t-probat
alkalmaztam, ugyanerre kérdése tdbb mérés esejentagy ANOVA tesztet végeztem
és 95%-0s konfidencia szinten vettem szignifikakssma eredményeket. A statisztikai
vizsgalatok elvégzésére és az eredmények abraml@saphpad Prism 5.00 szoftvert

hasznaltam.
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VI. Eredmények

1. Modszer kivalasztasa és kidolgozasa

A neurdlis tenyészetekben toxikus kezelés kovedhert felszabadulé glutamat
mennyiségi meghatarozasdra alkalmas technikdt ngéita mennyiségének
determinalasara gyakorlatban hasznalt médszerdl kdizok eltéd elonyeit és korlatait
mérlegelve kellett kivalasztanom.

A mobdszer kivalasztasanal figyelembe vettem azairod adatok alapjan varhato
glutamét koncentraciot, ami normal fiziolégias é@soogias kortlmények kozott 0,5 és
200 uM kozott valtozhat [67-69]. A vizsgélataim soranshiaalt idegsejt-tenyészetek
asztroglia tartalma igen alacsony (1-2% asztrogéa)ely kis szamuk mellet is jelést
valtozékonysagot tudnak generalni (5-15% metabslikattér produkalasa). Mivel ez a
kilonbség a glutamat koncentraciékban is megjekenhe 6sszehasonlithatésag
érdekében a glutamat tartalom kisérletenkénti %attezasat hasonlitottuk 6ssze.

A médium megadott 6sszetételét tanulmanyozva, vataszamitasba véve a
tenyészetek altal a feluliszoba szekretalt kenoaaponenseket, feltételezighogy a
végsd felhasznalas soran alkalmazott matrix (teny@éatyadék) tartalmaz szamos kis
és nagy molekulasulyl zavar6 komponenst (NBA-B2gdeiékek). Ezért és mivel
alacsony koncentracio szinteket is kimutatni kikdaomegfelgl szelektivitas elérése
kulcskérdése a mérésnek.

A kisérletek sok parhuzamos mintaponttal végzailyrelemszama miatt a mérés
megfeleb atereszitképességére és gazdasagossagara is nagy hangdlfgktetni. A
nagyszamu minta miatt ezek egyitlepéréseét vagy, ha az nem lehetséges a megfelel
tarolasat meg kell oldani.

A kulénb6s modszerek kozil a legérzékenyebb és legszelektimetanoszenzor
és a bioszonda nem allt rendelkezésemre. A nanoszenzimelektrédas rendszer sok
minta egy idd} mérésére csak igen nagy anyagi befektetés arat &kalmas. A
bioszonda hasznalata a primer neuralis tenyésatédekony transzfekcios hatékonysaga
miatt korlatolt. A hatékonyabb virus alapu trankeféhoz szilkséges megféielirus
vektor eballitdsa igen koltség-, laboratérium- és szakkémzaamélyzetigényes, amely

feltételek jelenleg még szintén nem alltak rendedsemre.
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Az ateresziképesség szempontjabol az enzimes technikak akédgelsabbak a
modern nagy elemszamu plate alapu kisérletekrezo¥tsa forgalomban lévkit-ek
szelektivitAsa azok kozvetett valaszjele miatt kbééidealis. Legtobbjik ikodésének
alapja egy glutamatot konvertalé enzim produkalsDP)H vagy annak valamilyen
tovabb alakitasan keresztul keletkezett reakcid&rnjpéldaul ATP) fotometrias
kvantifikaldsa. Ugyanakkor az igy képzett molekuld&lentts mennyiségben
megtalalhatéak a tenyészetek fellliszojaba, ejélaits hatteret adva a mérésnek. A
kit-ek felhasznalasa ellen szél tovabba azok magasi ara is. Ugyanakkor a
tenyészetek glutamat valtozasat enzimes modszalinmekasaval 8lsejtes kultirakban
folyamatosan is lehet monitorozni, ami részletesetfbrmaciot adhat a glutamat
szintvaltozasairol.

A szelektivithAs a HPLC-s rendszerek legnagyobbnyd, ezt a kulonbdz
elvalasztasi modszerek és a felhasznalhatd detdktsréles skalaja biztositja. A
hatékony szelektivitassal 6sszefliggésben a modszékenysége is maximalizalhato.
Hatranya a hosszas mintadledszitésben, mintavételezésben és az atékegrsség
korlataiban rejlik. A levett mintak lemérése ésotasa ismételhéségi és stabilitasi
feltételeket allit, amelyeknek az analitikai modszeneg kell feleltetni. Az
ateresziképességet megszabja a mintalkébzitési és lemérési ideje.

Mérlegelve az emlitett modszerekmyeit illetve korlatait, a glutaméat mennyiséqgi
meghatarozasara kolonna 6l szarmazékképzést és forditott fazisi HPLC-s
elvalasztast és a termek fluoreszcens detektaliddtain a legalkalmasabbnak a feladat
megoldasara. A modszer mellett szélt a hatékonynktografids elvalasztas okozta
szelektivitAs maximalizalasa, illetve az @6bbkovetkedd mérési érzékenység
megnodvekedeése. &y, hogy a mintak futtatdsa és szarmazékképzastasnatizalhatd
ezzel csOkkentve az emberi hibakat és novelveragtedhebség megbizhatésagat. Az
is fontos szempont volt, hogy a laboratériumunk jélszerelt kromatografias
muszerekkel rendelkezik, illetve tapasztalt és nagpkértelnti analitikus munkatarsak
segitették munkamat.

A szarmazeékkeépz kivalasztasanal dldleges szempont volt az elvalasztas
hatékonysaga valamint szelektiv és érzékeny dédskbiztositasa. A nagy mintaszam
és a mérési il (run time) miatt fontos szempont volt tovabbé, ynay keletkezett
szarmazék hosszu ideig stabil, bomlas nélkil aladtlegyen. Irodalmi adatok alapjan
[70], az OPA mellett hasznalt kéntartalmd szarmkepik kdzul a natrium-szulfitot

és B-merkapto-etanolt nem talaltam alkalmasnak medfesthbilitasu és intenzitasu
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fluoreszcens szarmazék képzésére, ezeért a kisérledgabbi részében NAC-t alapu
derivatizaciot hasznaltam.

A szarmazékképzési korulményeket, a reagensek ktrac@it és aranyait, primer
aminok (mint amilyen a glutamat is) reverz-fazisPllL-s meréseét leird irodalmi
forrasok alapjan hataroztam meg [71]. A minta mke&lésbé vald kihigitasa miatt az
eredeti 4 mg/ml OPA és 5 mg/ml NAC reagens konéeitdt megdupladztam, valamint
a reakcio puffereként hasznalt 1 mM-os natriumatedrat oldatot, a jobban oldédé 1,5
mM-os kalium-tetraborat pufferre cseréltem, megtaez eredeti 10,4-es pH-ju reakcio
kozeget.

A sza&rmazékképzést 30 minta és 52ul reagens aranyaban végeztem, a korébbi
minta-ebkészitési protokollnak megfeten [71]. A mérések soran a szarmazékképzeést
online, azaz a mintavé\egységben automatizaltan végeztettem. Igy csokkeanyag-
és munkafelhasznalas, valamint az emberi hibaktalkszoras is redukalhatd, novelve a
méres ismételhéségének megbizhatésagat.

A reakciot kdvaten kapott termék fluoreszcens spektruma alapjan r3dées
gerjesztés mellett 422 nm-en detektalhatéva valdeket a hullamhosszukat a termék

spektrumanak elemzésével allapitottam meg (9 abra).

[ “CAD1, 2090 E79 mal, - ) Ref=7 796 & 2316 of 0040301 .0
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9. dbra A glutamat szarmazék diddasoros (DAD) detektoebidtt elnyelési spektruma 200 és 600 nm
kozott, 225 nm-en az irodalmi adatoknak megéalela glutamat szénlancanak van elnyelése, mig a

masik elnyelési maximumot, 346 nm-en az izoindaagiszarmazék okozza

A 346 nm-es abszorbcios maximumot valasztottanegeigsi hullamhossznak, mivel
a szénlanccal ellentétben az izoindolvazas szakndzé&ettis kotést is tartalmaz,
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amelyek megfelél gerjesztés (346 nm) mellett j6I mémdtuoreszcens jelet ad. A

kovetked lépésben a legintenzivebb emissziés hullamhosdldtkmegtalalnom, ezért

346 nm excitacié mellett multiemisszids spektrumettem fel. Az eredmények alapjan
a sikerdlt kijelélndm a 326 nm-es gerjesztési é8 Ad-es emisszids hullamhosszt is,
igy maximalizalva a glutamat szarmazék fluoreszc@@iének intenzitasat, ezzel

novelve az érzékenységet.

A HPLC-s elvalasztas alapjat irodalmi adatok [73 &z EGIS Biztonsag
Farmakologiai Laboratériumanak mar kidolgozott rélga adtak. Mivel ezek a
modszerek mikrodializis mintak elemzésére szolgadtikség volt az elvalasztast a
megvaltozott matrixra optimalizalni. A hatékony gaeicié érdekében gradiens ellciot

alkalmaztam, amely menetét az 2. tablazat ismerteti

Idépontok Eluens (V/IV%)
(min) A B C

0 100 0 0
5 94,7 5,3 0
10 69,7 26,8 3,5
20 47,5 45,5 3,5
40 45,5 45,5 5
50 43 45,5 7,5

2. TablazatGradiens ellci6 igbeli lefolyasa V/V%-okban 6sszesitve, A=50 mM
NaHPQ, x 2 H,0O pH=6,7 — 5% Metanol, B= Metanol, C=Acetonitril,

A NagHPQO, puffer pH-jan a glutamat molekuldk varhatdéan azotittségi
allapotban vannak, mivel a glutamat lancvégi kaibcsoportjanak pKa értéke 4,07.
Ezért a glutamat az elvalasztds utdn egy csucsbhmij meg. A szeparacio
hatékonysagat az élgradiens szakasz biztositja, a tovabbi szerveisbida gazdag
eluens a ké&bb elualédd komponensek kolonnarél valé lehajtdsderel. A
felhasznalas soran hasznat tenyesfilyadékban (NBA-B27) a glutamat mellett
jelens szamban és a glutamat sokszoros mennyiségéb&hatébk az azonos
hullamhosszon emissziét mutatd vegytletek (10.)alkaszamos zavaré komponens

miatt egy minta futasi idejét 55 percben sikerthimalizalni.
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[ FLD A, Ex=340, Em=422 (GLUTAMAT201 208040 208044 2012-08-04 15-53-51'010-1001.1)
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10. &braNBA-B27 médiumban oldott QC 18M-0s minta kromatogramja 25C°-0s kolonna
termosztalas, 346 nm-es excitacio és 422 emisseii@tt jelolve rajta a glutamat retencios ide@dive
rajta a kovetkaz abran kinagyitott részt

3 FLDA1 A, Ex=348, Em=422 (GLUTAMATIZ2012002811200286 2012-00-28 19-43-18012-1201.0)
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11. abraGlutamat adta csucs kinagyitva a 10. abran latraidatogrambol QC 1pM koncentracio
esetén NBA-B27 kdzegben

39



[ FLDA A, Ex=34G6, Em=422 (GLUTAMATZO1Z02822 208224 201 2-08-22 16-21-500006-0601.00
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12. dbraGlutamat (Glu) NBA-B27 médiumban oldvadebeknél kisebb, 0,25M), jelélve a glutamat
szarmazék retencios ideje és a szomszédos cslicsok

A 12. 4bra az alacsony 0,28/ koncentracioju spike-olt minta kromatografias
csucsa €s a szomszedos csucsok hatékony szepdraméjonstralja. Az aelsés a
harmadik csucs és glutamat adta csucs kozotti 'edbostasai értékek (R) egyarant
nagyobbak 1,5-nél (1,75; 1,77), azaz a csucsok tk@ elvalasztas alapvonalinak
tekinthed.

A glutamaton kivil, sikerllt valosisiteni tobb aminosavak jelenlétét is. Ezek
mindegyike jol elkllonithét volt a glutaminsavtél (13. abra). Lemért aminosav
standardok a kdvetkéek voltak: aszparaginsav (Asp), glutaminsav (Gdagrin (Ser),
glicin (Gly), y-aminovajsav (GABA), glutamin (GlIn) és triptofanrg). A glicin és a
GABA az eluens puffer 6,7-es pH-jan valéssitheben két toltottségi allapotban van
jelen, ezért ezek a kromatogramon két csucs adhakizes koze§ mérés utan a

tenyészi folyadékban is azonosithatéak voltak a fenti ams@vak (14. abra).
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13. abraKulénboz standard mintak (10@M) eredményeinek egymasra masolasa desztillalsvize
kdzeg esetén OPA/NAC szarmazékképzéssel ex:322mm22 nm
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14. dbraKilénb6z aminosav standardok NBA-B27 kézeg esetén, OPA/NA&mazékképzéssel
ex:322 nm, em:422 nm

A kromatogram alapjan elmondhaté, hogy az altaladolgozott szeparaciéval a
vizsgalt aminosavakat hatékonyan el tudtam kulang&e kidolgozott médszer alkalmas
lehet egyéb aminosav meghatarozasara is.

A glutamét felllisz6 mintdk mérésre alkalmassddébzetes minta-ékészitést is
igényel. Ezért feladatom volt a mintaskészités optimalizalasa a specidlis bioldgiai
matrixra. A minta fehérjementesitése kulcskérdészem a kilonbdz fehérje
molekulak, amelyeket jelefd mennyiségben tartalmazza a tenyiesaédium (NBA -
B27, Fuggelékek), zavarhatjak a detektalast, valaenmagasabb szerves fazis tartalmu
eluenssel taldlkozva kivalasokat okozhatnak a merben. A fehérjementesitéshez az
irodalmi adatoknak megfelgdn perklorsavas (PCA) oldatot hasznaltam [73]. AAPC
oldat mennyiségének meghatarozasakor figyelembestern a minta higulasanak
minimalizalasat, valamint a maximalis fehérje kmdsi hatasfokot. Ezért frakcionalt
kicsapast végeztem a 4 N-os PCA oldat alkalmaz&dlettn Meghataroztam, hogy 5%
PCA hozzdadasan felll tovabbi savas oldat adasa newdr okoz tovabbi fehérje

kivalast. A tovabbiakban ezt a koncentraciot eészhadasi aranyt hasznaltam, ami

42



15000 fordulatszamon (Thermo Scientific Ultracdaga) jol Uleped csapadékot
képzett. A mintdk visszasemlegesitését NaOH oldiasaval vegeztem.

A kovetked |épés a mennyiségi meghatarozas koncentracié ntartganak
kijelolése volt. Az irodalmi adatokn vivo és in vitro kisérletekben is eltér
koncentracié értékeket kozolnek mind egészséged senilt neuronok esetében [67,
74, 75]. Tovabba a glutamat koncentracio valtozakdrat a tenyészetek kora, valamint
Osszetételik kulonosképpen a gliasejtek aranyachiedy és munkatarsai altal neuralis
kultarakon végzett kisérletei soran a glutamatdzatt sejtek esetén akar 50-1001 is
lehet, ezért a meghatarozas dblstarat 100uM-ban allapitottam meg. A legkisebb
meghatarozasi koncentraciot a NeuroBasal-A B27 korapst tartalmazo tenyéézt
médium névleges glutamat tartalmanak megfelel0,25uM-nak vélasztottam (lasd
Flggelékek). A 0,25 és 1QMM altal kdzre fogott tartomanyban a megfél&hlibracio
elérésének érdekeben 8 pontos koncentracié saenvéel. A pontok 0,25; 0,5; 1,5; 5;
10; 25; 50 és 100M voltak. A kalibracidés egyenes pontjait deszttiMizes oldatokbol
készitettem, mivel az alap médium glutamat sziatjeultirék fiziolégids rikodése
soran esetenként csokkenthet is. A kalibracios regydlesztésenél a kiugré értékeket
nem vettem figyelembe, illetve az egyenest linearisllesztettem és kvadratikus
sulyozéast alkalmaztam. Minden meérés esetén kébréaiibs egyenest vettem fel a
mintak ebtt (kal 1.) és utan (kal 2.).

A kalibracié és ezaltal a meghatarozas megbizhgadsaiatt mitsegellewdrzo
(quality controll, QC) mintakat készitettem minddlalt vizes mind médiumos kbzeg
esetén. Ezek koncentracio szintje 3 ésulb volt, amelyek kelben reprezentaljak a
kalibracios tartomanyt. Az adott meérést akkor tetem eredményesnek, ha a QC

mintak 75%-nak eltérése a nominalis koncentradgkél kisebb volt, mint a +20%.

2. A kidolgozott analitikai médszer validalasa

A kidolgozott HPLC-s modszert - az analitikai feddih valo alkalmassaganak
bizonyitdsara - szamos kovetelménynek kellett nmelggenem. A validalas soran
vizsgaltam a modszer napon belili és napok komittételheiségét, megbizhatésagat,
illetve a mérési technika sajatossagai miatt a dkirgtabilitasat szobémeérsekleten
(22C°) és —80C°-on.
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A biologiai ereddt mintak, mint amilyenek az altalam vizsgalt idegsej
tenyészetek fellluszéi is, 6nmagukban a biologaidszerekre jellendz nagyobb
heterogenitassal és ezéltal nagyobb szoOrassal Ikeadek. Ez azin vitro
sejttenyészetekre is igaz, hidba térekszink a nyegédorilményeket biztositasara,
valamilyen szinten minden vizsgalati pont kulonkoéfy. Ezért is fontos, hogy a
biolégiai mintdk mérése megfeteln ismételhét legyen, hogy ezzel se okozzunk
tovabbi szorasnovekedést, ami alnegativ vagy &ipaaiedmeényekhez és fals bioldgiai
kovetkeztetésekhez vezethet.

Ennek a feltételnek bizonyitasara napon belllirdhaissay) €s napok kozotti
ismételhebségi (inter-assay) vizsgalatot végeztem. Az ingsag soran hat parhuzamos
QC mintat mértem két koncentracié (3 és d¥) szinten. A mérés napon bellli
ismételheiségét akkor fogadhattam el, ha a QC mintak legal@8h-a a relativ hiba
nem tér el (a kalibracio alapjan visszaszamolt dgyeért koncentracié (Ci) szazalékos
eltérése) nem haladta meg a + 20 %-ot.. A 3. tablazutatjia az eredményeimet,
amelyekidl latszik, hogy 15uM-0s koncentracio szinten 75%-auBl-os koncentracio
szinten 100%-a egyezett meg a nominalis konceltigitekével. Tovabba a 4. tablazat

eredményei alapjan a mintak Ci-nak relativ széresa haladta meg a 20%-ot.

Ch C Eltérés %
15| 15,02 0,133333
15| 14,72 -1,86667
15| 15,47 3,133333
15| 18,35 22,33333
15 16 6,666667
15| 17,47 16,46667

3| 3,17 55
3| 3,47 15,8
3| 3,17 57
3| 3,131 4,366667
3] 3,39 12,9
3| 3,18 5,833333

3. TablazatIntra-assay eredmények, a kalibraciés egyenesélapgszaszamolt koncentraciok (Ci) és
széazalékos eltérésiik a nominalis koncentraciéhpetgCn) 3 és 1pM-o0s glutamat koncentracié

szinten
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Cn Ci Atlag Sd Rsd
15 15,02 14,72 15,47 18,35 16,00 17,47 15,78 1,21 7,64
3 3,17 3,47 3,17 3,13 3,39 3,18 5,80 0,97 16,77

végeztem haromszor két kalibracids egyenes feltetehlamint két parhuzamossal két

4. TablazatAz intra-assayben kapott Ci-kN1) atlag, szoras és relativ széras értékei.

A napok kozotti ismeételhéség meghatarozasara harom kilégbdzapon

koncentracié szinten QC mintak mérését. Az ismétédiéget akkor tekintettem

megfelebnek, ha a QC mintak, valamint a kalibraciés egyegmsjai legalabb 75%-a

esetén a relativ hiba nem haladta meg a + 20 %% dtapott eredményeket az 5. és 6.

tablazat szemlélteti.

Meresi 1, 2. 3.
napok
Cn Ci Eltérés % Ci Eltérés % Ci Eltérés %
Kal 1.
0,25 0,26 2,40 0,26 3,20 0,22 -12,40
0,50 0,50 0,80 0,53 5,80 0,40 -20,80
1,50 1,30 -13,33 1,33 -11,33 1,33 -11,67
5,00 4,43 -11,36 4,70 -6,00 4,32 -13,70
10,00 9,44 -5,60 9,38 -6,20 9,58 -4,25
25,00 | 22,78 -8,88 22,90 -8,40 23,02 -7,92
50,00 | 44,46 -11,08 50,25 0,50 48,31 -3,38
3,00 2,65 -11,67 3,17 5,50 2,55 -15,00
15,00 | 14,97 -0,20 14,72 -1,87 14,71 -1,93
Kal 2.
0,25 0,24 -2,80 0,26 2,40 0,30 18,40
0,50 0,52 4,00 0,44 -12,00 0,53 5,20
1,50 1,53 1,73 1,60 6,60 1,87 24,80
5,00 5,08 1,60 4,81 -3,80 5,56 11,20
10,00 | 10,58 5,80 10,81 8,11 11,75 17,50
25,00 | 30,58 22,32 29,02 16,08 21,91 -12,36
50,00 | 66,35 32,70 53,00 6,00 49,69 -0,62
3,00 3,41 13,67 3,17 5,70 3,42 14,00
15,00 | 17,09 13,93 15,02 0,13 15,77 5,13

5. TablazatInter-assay eredményeit sszefoglalo tablazat,d@mmélis, Ci a kalibraciés egyenes altal
visszaszamolt értékeket jeleptl-olban, az eltérés % pedig a Ci eltérését a CnkBeest %-ban, a 1-3.
az egyes mérési napokat jelolik, n=2x3
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Ci

Cn 1. 2. 3. Atlag |Sd Rsd
0,25| 0,256 0,26 0,22| 0,243 0,26 0,30| 0,26 0,03| 10,21
0,5| 0,504 0,53 0,40 0,52 0,44 0,53| 0,49 0,05| 11,18
1,5 1,3 1,33 1,33 1,526 1,60 1,87| 1,49 0,22| 14,83
5| 4,432 4,70 4,32 5,08 4,81 556| 4,82 0,45 9,42
10 9,44 9,38 9,58| 10,58 10,81| 11,75| 10,26 0,95 9,28
25| 22,78| 22,90| 23,02| 3058 29,02| 21,91| 25,04 3,74| 14,96
50| 44,46| 50,25| 48,31| 66,35 53,00 49,69| 52,01 756| 14,54
3 2,65 3,17 2,55 3,41 3,17 3,42| 3,13 0,32| 10,19
15| 14,97| 14,72| 14,71 17,09 15,02| 15,77| 15,44 0,9 5,84

6. TablazatAz inter-assay tovabbi eredményei Ci értékeinekgdt] szérasa (sd) és relativ szorasa (rsd),
1-3. az egyes mérési napokon, n=2x3

Az 5. és 6. tablazatban feltlintetett eredményegja@aa mérés ismétellisege
megfelel az €lzetesen tdmasztott kovetelményeknek. A kalibraggdQC mintak tobb
mint 75 %-ara teljesilt, hogy a relativ hiba nenatiia meg a £ 20 %-ot. Tovabba a
kilonbd®d napokon meért kalibracios pontok és QC mintak dsgamolt értekeinek
relativ szérasa (Rsd) sem haladta meg a 15%-ot sem.

A neurotoxicitdsi kisérletek menete nagyszamu, zgys vett tenyészet fellliszo
mintat eredményez. Ezek lemérése egy méréssorozgftum-ban”) nem lehetséges,
ezért a mintak a méreésig -80C°-agdszekrényben kerllnek tarolasra. Ezért meg kellett
bizonyosodnom arrdl, hogy a mintak glutamat tartalanlefagyasztas és tarolas alatt
valtozatlan marad. Ennek bizonyitdsara két konéeittr(3 és 1uM) szinten spike-olt
mintakat készitettem NBA kozegben, melyeket frissibgtve 24 éra és 1 hét elteltével
is lemértem. A kromatografias csucs alatti terldeéetékét hasonlitottam Ossze (7.
tablazat). Stabilnak fogadtam el a mintat, ha aitépontban és a tarolast kogen
mért csucs alatti tertletértékek kozotti szdzalékttsés nem haladta meg a + 20 %-ot.
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Ch Atlag  |Eltérés Oh-tol %
Oh 671 -
- 80C°24h 15 641,5 -4,40
- 80C°1hét 641,5 -4,40
Oh 147.,5 -
- 80C°24h 3 138 -6,44
- 80C°1hét 141 -4,41

7. TablazatStabilitasi vizsgalat eredményei 3 ésiil-0s mintak esetén -80C°-0s tarolas esetén,

abrazolva a kapott csucs alatti terilletek atlag&t&rés %-at mutatja a Oh-as, friss mintatél [n=3

A mintéak tarolasa a stabilitasi vizsgalat alapjaegoidhatod, a fenti tarolasiddes
kordlmények kdzott a glutamat stabilnak tekinghet

Tovabbi stabilitdsi kérdéseket vetnek fel a hoséatasi idbk. A hét pontos
kalibracios egyenesek és QC mintak felvétele onimeagd 0-12 drat vesz igénybe. Az
éles mintak pedig egyenként tovabbi egy 6ras futiijelentenek. igy a mintak az
automata mintavévegységben 22C°-on tarolodnak, mig lemérésre neitnek. Nagy
mintaszdm esetén az utols6 mintdk akar 48 Ooratllisatdak 22C°-on, miékt
szarmazékképzést koven injektalasra kertlnek. Ezért meg kellett bizasognom a

mintak glutamat tartalmanak valtozatlansagarol 28824 és 48 oraig NBA koézegben.

Ch Atlag Eltérés % Oh-hoz
Oh 598,67
22C°24h 15 601,43 0,42
22C°48h 629 5,01
Oh 151,7
22C°24h 3 153,42 0,93
22C°48h 177.,5 16,78

8. TéablazatStabilits vizsgalat eredményei 22C°-os tarolagesa kilonbda idspontokban lemért
mintak csucs alatti terllet értékei és eltérésQkidsponttol %-ban (n=3).

A 8. tdblazat eredményei alapjan lathatd, hogytakk@centracio szinten spike-olt
mintak csucs alatti terllet értékei tarolastte{0. idspont) és utan nem térnek el +20%-
nal nagyobb mértékben. Kijelenttidehat, hogy a mintdk 48 6raig néegik glutaméat
tartalmukat, ezért a ,run”-ok hossza lehet akao#ésis.

A kidolgozott eljaras tesztelésére advanced dMEMv@hced Dulbecco Modified

Minimum Essentail Medium, sejtvonalak tenyésztézéhasznalt médium) névleges,
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azaz 10QuM-os glutamat koncentraciojat mértem meg, mintegyzétettebb standard

mintaként (15. abra).
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15. dbraAdv dMEM kromatogrammja em: 326 nm; ex:422 nmjlje rajta a glutamat adta csucs és
retencios ideje

A kapott csucs alatti terilet megfeleltetheblt a glutamat 10QM-os desztillalt
vizes minta csucs alatti tertiletének (n=2).

Osszefoglalva a kidolgozott analitikai modszer magzelili és napok kozotti
pontossag valamint relativ hiba tekintetében is felely az ebzetesen tamasztott
feltételeknek. A mintak lefagyasztasa soran glutataéalma nem valtozik, ezért a
bioldgiai mintak a tenyésztés folyaman ossigihetoek és —80C°-on tarolhatéak és a
késsbbiekben akar kilénbéznapokon mérhéek le. Tovabba a hosszu akar 48 éras
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mérési idk is megengedhéek, hiszen ez iglalatt a mintak glutamat tartalma 22C°-on
nem valtozik.

A kisérletek soran az analitikai médszer 20%-osanggdett eltérésé és a bioldgiai
mintakra jellemd heterogenitas miatt a kisérleti eredmények kilaédegét 30%-0s

eltérés esetén fogadtam efiéek.

3. Glutamatszintek valtozasa kiulonbos neurotoxikus kisérletekben

Az analitikai kritériumok teljesitését koven a kidolgozott eljaras alkalmassa valt a
neurotoxikus kezeléseknek kitett neuralis kultufékiliszéjanak glutamat meéréseére.
Az idegsejteket glutamétszint valtozaséat vizsgaltamagnovekedett reaktiv oxigén
vegylletek koncentracidja és amiloid-béta kezelésllath. Az excitotoxicitas
szerepének indirekt bizonyitasara, annak kulcgtecgnak blokkolasan keresztil, MK-

801 NMDA receptor antagonista mellett vizsgéaltam.

3.1. Az excitotoxicitas szerepe oxidativ stressz okozteeurotoxicitasi

kisérletekben

A kovetked kisérleteimben a reaktiv oxigén gyokok koncengjaciak
megnovekedéseét vizsgaltam, kilon tekintettel azt@xxicitas szerepére a kidolgozott
neurotoxicitasi tesztben.

Ahogy azt az élz6 TDK dolgozatomban [76] részletesebben taglaltarmearalis
tenyészetek egyre érzékenyebbé valnak a toxikusséggee abban az dthrtamban
(DIV14-18), amikor az teszteket végezzuk. Ezértdamkisérletben #D, koncentracio
sort vettem fel annak meghatarozdsahoz, hogy ar tetiyészetek (sejisiseg,in vitro
kor stb.) melyik koncentracidban bizonyulnak toxskak. Az eredmények alapjan az
12500 uM mindig teljes toxicitast ért el, mig az adott éiietben 600QuM-0s csak
13+0,85%-0s sejtpusztulast eredményezett (16/A)aAr&ontroll és a 300QM kozott
nem volt szignifikans kilonbség.

Annak a kérdésnek a tisztazasara, hogy a toxikuslése hatasara felszabadul-e
valamilyen masodlagos stressz agens, a kezeltdeetgk fellllszoit (F) atmértem egy
masik tenyészetre. Annak bizonyitasara, hogy axklges toxikus agensnek hasznalt

H.O, hatasat, annak gyors lebomlasa miatt nem kdzwatititvitt fellliszé, az azonos
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H.O, koncentracioju meédiumot parhuzamosan sejtmenteyésefiedényben is
inkubaltam 37C°-on 24 ¢raig, majd ezt a médiumoétimértem a fellluszot kapott
tenyészetek testvértenyészeteire (intakt). A tthstiexogén glutaméat koncentracié sor
hatasahoz viszonyitottam. Tovabba azéltenyészetben negativ kontrollnak hasznalt
25 puM-os glutamat koncentraciot is atmértem, hogy byiisam toxikussaganak

maradandé hatasossagat (16/B abra).
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16. abraMTT mérések eredményei, kontroll mintak O.D. értékk %-0s ardnyaban (A, n=12, B, n=6)
A: elgidleges kisérlet kD, okozta életképesség csokker@sfelliliszo és intakt médiumok okozta
életképesség csokkenés

Az eredmények alapjan az egyébként markansan ®©xiR600uM-0s HO,-ot
tartalmazo intakt médium 24 ora inkubacié utan rekozott életképesség csokkenést,
toxikus tartalma az inkubacio alatt elbomlott. Hzseemben az azonos kiindulasi
médium idegsejtek felliliszojaként toxikusnak bizdhyEblbl kdvetkeztethdt, hogy a
ROS kezelés kovetkeztében elpusztuld sefiekiaisodlagos stressz agens szabadul fel.
Az toxicitas mértéke a 2mM-0s azaz teljes meértékben toxikus koncentracioval
megegyed. A 6000 uM-os és az atvitt kontroll tenyészet sem okozottdpcsere
kovetkeztében kialakuld életképesség ingadozasnétl0%, [76]) nagyobb
életképesség csokkenést.

Arra a kérdésre, hogy ez a felszabadult masodlagfessz agens a glutamat
vagy mas toxikus vegyilet, egyarant végeztem faabdgikai és analitikai vizsgalatokat.

A excitotoxicitds farmakologiai indirekt bizonyitim MK-801 NMDA
antagonistat alkalmaztam 100 nM koncentracidébarelharmlokkolja NMDA receptor
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ioncsatornajat, ezaltal megakadalyozza a glutamddkialta a kation bearamlast. A
H,O, koncentraciosort vettem fel 125QM-tél 500 uM-ig (17. 4bra). Az MK-801
hatdsossdganak bizonyitdsaraibbBos glutamat kezelést is alkalmaztam.
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17. &braMTT mérés eredményei a kontroll tenyészet O.D kéitéeek %-ban KO, koncentracié sor MK-
801 mellett és anélkiil (vehicle) (n=6)

Az MK-801 a kozbuls toxikus tartomanyban (csillaggal jel6lt koncenid&ban)
szignifikansan novelte a tenyészetek életképessapatz kivédte a D, okozta
toxicitas egy részeét. A viabilitas 60QM1 esetén 31+4,8%, 300tM esetén 48+6,8%,
1500uM esetén 58+2% volt. Itt érdemes ismét kihangsuipoz, hogy a tenyészetek a
vizsgalati iddszakban egyre inkabb érzékenyebbé valnak a kuléntmdakus agensek
okozta stressz behatasokra. Az MK-801 teljes e@pésekivedte az 5QM-os glutamat
kezelést, ami igazolja a referens vegyllet hatékaggt. Ugyanakkor az MK-801
kezelés kontroll tenyészetek esetén is okozott BB4ds toxicitast, ami az NMDA
receptorokon keresztili szinaptikusikdéséenek blokkolasa okolhat6

A kovetkez lépésben a D, toxicitasanak idbeli felbontasanak felderitésére
végeztem kisérletet. A korabbi eredmények alapf/adott idszakban toxikus 6000-
3000-1500uM koncentracidkat valasztottam a®} toxicitasanak idbeli lefolyasanak
vizsgélatdhoz (18. abra). A kisérletet MK-801 NMD#@ceptor antagonista mellett
végeztem, hogy az excitotoxicitas szerepének fanidglai bizonyitasara (n=6, 18. ,B”
abra). A tenyészetek B, kezelését egy éjszakan keresztiil (over night: ©/Bl} 3 - 1

- 6ran és 30 és 10; percig 100 nM MK-801 jelefiétéés anélkil végeztem.
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18. dabraAz elzo kisérlet alapjan kivalasztott toxikus 15081-os B) és 600QuM-os (A), H,O,
koncentracio és itbeli hatasa a tenyészetek életképességére kamtngltszet O. D. értékeinek %-ban
MK-801 mellett és hianyaban (vehicle) (n=6)

A 6000 uM-os koncentracio még 10 perces kezelés esetérarkams toxicitast
okozott (87+3,7%-0s életképesség csokkenés) az NMiMagonista jelenlétit
fuggetlendl. Az 150QM koncentracioju HO, idébeli felbontasa esetén 1 6ras és annal
rovidebb kezelési ittartam esetén az MK-801 a toxicitasnak csak cselgdyeét volt
képes kivédeni. Mig a hosszabb kezeléskidsetében - jellenéen 3-5 éranal - a
tenyészetek életképessége a kontroll tenyészettmzskakar 5 6ra esetén 41+12,2%-
ban és 3 6ra esetén 50+3,4% megmaradt, a legtomi@nyeikus oxidativ agens esetén
ez az érték csak 23,2+8,2% volt.

Mivel MK-801 O6nmagaban befolyassal van a tenyégzeaietképességere az
excitotoxicitas farmakolégiai igazolaséara csak riekli bizonyitasképpen alkalmazhato.

Az elozéek miatt a glutamét felszabadulas direkt bizongitadellett torekednem,
hogy a toxicitasi tesztet ne befolydsoljam az etoiicitds szerepének meghatarozasa
kozben. Erre az ét6ekben kidolgozott HPLC-s eljarast alkalmaztam. sékietemben,
amit az 19. abra szemléltet, adz8ekben is alkalmazoti,O, koncentracio sort vettem

fel.
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19. 4bra,A” . H,O, koncentraciésor hatasa az életképességre (MTT)kezZHIés esetén 15 napos
tenyészeteken, életképesség értéke kontroll O.Bné&k-értékben abrazolva (n=6", a csillaggal jel6lt

mintak felildszéjanak HPLC-s glutamat meghatarofasg)

A mérésem soran a teljesen toxikus 6Q@0-0s, a részlegesen toxikus (14+2,6%)
1500 uM-os koncentracié és a kontroll tenyészetek fekkdjnak glutamat tartalmat
mértem le. A kapott eredményeket a kontroll mingédkban &brazoltam, hogy az
életképesség csokkenés és a glutamatszint-valtkdasetlenll dsszehasonlithatd
legyen. A 19. abran lathatd, hogy a teljesen taxitulO, koncentracio tizszeresére
novelte a glutamat extracellularis szintjét, mig részlegesen toxikus B, is
kétszeresére novelte ezt a koncentraciot.

A Kkovetked kisérletemben a 20. abrdn bemutatott kisérlet -&0C tarolt
fellluszoéinak glutamat szintjét mértem le, igazohzaelédleges (HO,) toxikus agens

okozta glutamat felszabadulast az MK-801 jelenignék.
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20. abra,A” dbra szemlélteti az MTT mérés eredményeit a kdinenyészet O.D. %-ban (n=6)B’, a

csillaggal jelolt mintak felliliszoinak glutamatmsize abrazolva a kontroll tenyészet glutamat

e

Az 12500 puM-os koncentracidban a kontroll glutamatszint 4xa@ MK-801
jelenlétéél fuggetlendl, a 600QM-os H,O, esetén szignifikans eltérés van az MK-801-
el kezelt és kezeletlen tenyészetek kozott, denteganistaval kezelt tenyészet még ez
esetben is 2,5x-e a kontroll tenyészetek glutamAntjének. A 1500 pM-o0s
koncentracié MK-801-el kezelt és a kontroll tenygdsk koz6tt nem volt szignifikdns
kilonbség. Az eredmények igazoltak, hogy addiges toxikus hatast kdven igen
jelentbs meértékben jarul hozza az idegsejtek pusztulasahozméasodlagosan
felszabadulé glutamat, azaz aQ4] direkt toxikus hatasat az egysizegletképesség

mérés nem hitelesen mutatja meg.

3.2. Amiloid-béta okozta glutamatszint valtozasok

Az ABi-42 kezelés segitségével az Alzheimer-kor molekulpa®mechanizmusat

kivantam modellezni.

Az el kisérletben ;.42 koncentracio sor vettem fel 2,84-t0l 0,15uM-ig felezé

higitasban 100 nM MK-801 jelenlétében és anélkéhiale) (21. abra).
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21. abraATP szint mérés eredményg £, koncentracio sor mellett a kontroll tenyészet heszcens
valaszainak %-aban, a csillaggal jeldlt mintaporfedidliszéi keriiltek a glutamat mérésre (n=5,6),-KO
val jeldlt tenyészetek az ozmotikus sokkal teljesktt kultarakat jeldli.
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22. abraA kivalasztott A, 4, koncentraciok glutamatszint valtozasai a kontentlyészetek Ci glutamat

Az ATP meérés eredmeényei alapjan api4e koncentracidval aranyos toxicitast
mutat, amelyet a toxikus &agenssel kezeletlen teeyiész képest szignifikAnsan
(p<0,05) kivéd az MK-801 100 nM koncentracidobawékie a 2,51M-0s koncentraciot,
ahol csak 78+18%-ban védi a toxikus fehérje hatasatcsillaggal jel6lt mintak
feliliszénak HPLC-s glutamat meghatarozasat aal®2 mutatja. Az 0,3; 0,18M-0s

mintak glutamat szintje nem tér el szignifikanspx(,05) a kontrolltol. Mig az 1,2M-

55



0s minték esetében 2,5x-ére novelte 2.4 a glutamatszintet a kontroll és az MK-801

kezelt esethez képest.
A kovetked kisérletben 2uM APi.4, hatasat vizsgaltam dtben, arra kérdésre

keresve a valaszt, hogy a toxicitas mechanizmuséati&ar jelenik a megemelkedett

extracellularis glutamat szint.

1000+ -

Glutamat Ci (Kontroll %)

AB1.42 2 UM - kezelésiid 6

3. abra A kivalasztott 2uM A4, hatdsa az ithen dbrazolva a glutaméatszint valtozésai a kalibrac
alapjan visszaszamolt értékek alapjan (fekete,4)=% a tenyészetek életképessége az ATP
lumineszcencia intenzitas (szirke, n=6)
Az eredmények alapjan a kontroll tenyészethet képesgemelkedett glutamatszint
csak 24 orat kovéen jelenik meg 650,62+74,7 kontroll %-ban, mig Etké&pesség-

csokkenés mar a negyedik kezelési orat kimretmegjelenik.

56



VIl. Diszkusszio

A TDK dolgozatom eredményeinek élggszét a kémiailag igen dsszetett tenygszt
folyadékbdl a glutamat kimutataséra alkalmas akalitnédszer kidolgozasa képezi, a
masodik felében pedig a mddszer alkalmazasavallegsejt-tenyészetekben endogeén

modon felszabadul6 glutamat vizsgalata szerepel.

1. Az analitikai HPLC-s mddszer kidolgozasa

“ sz

HPLC modszer kialakitasa soran sikerllt kivalasatan a legalkalmasabb
szarmazékkérz reagenst, valamint optimalizalni a szarmazék&egarilményeket,
beleértve a reagensek és pufferek Osszetételérapydh is. A képzett szarmazék
spektrum analizise segitségével meghataroztam areflmcens detektalasi
paramétereket, ugymint a 322 nm-es gerjesztési B8 #Am-es excitacios
hullamhosszokat. Ezzel optimalizalva a mérés érniégét, mivel igy maximalis
intenzitdsu valaszjelet kaptam az OPA/NAC glutaszarmazék esetén.

A szelektiviths maximalizalasaért felelhatékony elvalasztasi rendszert dolgoztam
ki, a megfeled gradiens program alkalmazasaval. Az eredményehjaalacbben az
eluens rendszerben a mérés ideje NBA-B27 kdzegreseim csokkenth&b5 percnél
tovabb.

A minta ebkészités beallitasa soran sikertlt egy hatékorgrfeimentesitési eljarast
kidolgozni. Husz (V/IV%) 4N PCA hozzaadasa mellélt ¢entrifugalhatd csapadék
képadik, tovabba a minta kihigulasa is minimalizalhanemben mas deproteinizacios
eljarasokkal, mint példaul a szerves old0szerey kapzasos modszerek.

Mivel az alkalmazott késziulék automata mintaadggoléhetvé teszi, online
szarmazékképzes alkalmaztam, igy csokkentvesaauglka és idraforditast és novelve
a merés pontossagat.

A Kkovetked lépésben a kidolgozott mérési eljaras alkalmazda@nak
bizonyitdsara torekedtem. Az ismételisgty kritériumanak bizonyitdsara napon beldli
eés napok kozott ismeételldsegi vizsgalatokat végeztem. A intra- és intra;yassa

eredményei alapjan a 20%-nal jobban kiugro értézagina 75% alatt maradt, a merés
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pontossagat jellenézrelativ széras pedig nem haladta meg a +15 %-dtidalgozott
mobdszer napon bellli és napok kozotti ismétébege tehat megfelel azéektes
kovetelményeknek.

A neurotoxicitasi tesztek soran keletkezett nagysz@akar tobbszor 96) feltiliszo
lemérése egy méréssorozatban nem lehetséges. Eneg&ldasara a parhuzamos
kezelést kapott mintapontok felliluszoit 2-3-as&ysdzegijjtottem, feltételezve azok
megegyedségét. Tovabba az azonnal nem lemérineintak -80C°-o0s tit6szekrénybe
kerlltek tarolasra a mérésig. Ezért a glutamat akirgtabilitasat -80C°-on kellett
vizsgalnom. Valamint tovabbi stabilitasi kérdéseket fel a hosszu futasidt okozta
akar 48 6ras mérésiddami alatt a mintakat és a szarmazékképz22C°-0os automata
mintaadagol6 egységben taroljuk. Ezért vizsgaltamirdék stabilitasat 22C°-on 24 és
48 oras tarolasi iit koveten. Mindkét stabilitasi vizsgalat eredménye aztatjat hogy
a mintak stabilithsa megfelelt aebtes kdvetelményeknek, hiszen a két koncentracio
szinten (3; 15uM) spike-olt mintak csucs alatti terllet értékaiotas ebtt (0. idspont)
és utan nem tértek el £20%-nal nagyobb mértékben.

Az altalam kidolgozott analitikai modszer tehat adtkas az éles mintadk, azaz
neurotoxikus behatasoknak kitett tenyészetek fefidinak glutamat szintjének

meghatarozaséara

2. A kidolgozott analitikai moddszer alkalmazasa masodgosan
felszabadulé glutamat igazolasara eidglleges oxidativ stressz esetén,
in vitro idegsejttenyészeteken

Az el lépésben a HD, toxicitds és az excitotoxicitas lehetséges kaptdbl
vizsgéltam az 4ltalunk korabban kidolgozott neuximitasi tesztekben. A toxikus B,
koncentracié érteke 12500 és 5QM kozott mozgott, ellentétben az irodalmi
adatoknak, amelyek a 1QMM kérnyékére teszik ezt, ennek hatterében a NBAiuméd
és B27 komponens tartalmazta antioxidans koktglFélygelékek). Tovabba a toxikus
koncentracié egyre csokkent a tenyészetek 6regeeléd2500 uM-t6l 500 uM-ig
DIV14 és DIV18 kozott. Ezért minden esetben tobbtddyO, koncentracié sort
szikseéges felvenni, hogy az aktualis toxikus kotrée® meghatarozhato legyen.

Masodlagos toxikus agens jelenlétét #Dkkezelésnek kitett kilénbézmertékben

elpusztult tenyészetek felluluszéjanak toxicitasagaroltam: a médiumokban beoldott
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H.O, bomlasa utan az intakt médium nem, mig az azonbésadeti 6sszetétel
kondicionalt médium nagy mértékben toxikusnak byazdin Az életképességiiket
megtartott tenyészetekrszarmazott médium szintén nem volt toxikus, ama atalt,
hogy a toxikus agens a sérult, elpusztult idegsajleszarmazik.

Az elpusztult tenyészeteéb felszabaduld agens hatasa az NMDA receptorok
blokkolasaval teljes mértékben kivédheblt, ami arra utalt, hogy a masodlagos hatast
az idegsejtektl felszabadulé glutamat okozta. Ez a toxicitds 5@%6képes volt
kivédeni, ami arra enged kodvetkeztetni, hogy aztetaxicitasnak jelerits szerepe van
a H0O, indukalta neurotoxikus stressznek. Azédleges HO, okozta toxicitast és a
masodlagos sejtpusztulast az NMDA receptor bloldélal és kulonbd@e ideji
kezelésekkel sikertlt &ben is elklldniteni. A kD, okozta életképesség csokkenés 1
Ora idtartamig kizarolagos, ebben a periddusban a tertdszletképességét nem
javitotta a masodlagos toxicitast gatlo NMDA recepntagonista. A tovabbi mérési
idépontokban az MK-801 hatasosan védte a toxicitdshfes hanyadat, a MK-801-el
kezelt tenyészetek életképesség Osszentémetvalt a 1 oOrds D, kezelt
tenyészetekhez. Ez arra utal, hogy a tenyészélitekb,O, kezelés hatasara 1 6ra utan
toxikus mérték glutamat szabadul fel és ez azbédleges toxikus kezelést tulélt vagy
csak részlegesen karositott neuronok pusztulasarzeak

A NMDA receptorok blokkolasaval kapott eredményeim glutamat
felszabadulasara utalnak, igy a rendszer alkalmas laogy segitségével bedllitsuk a
kidolgozott HPLC modszert @tenyészetek fellliszojanak analitikai vizsgalaigra

A kidolgozott HPLC-és mérési technika segitségéviebgaltam a tenyészetek
glutamat szintjét. A teljesen toxikus koncentrdegetén a fellliszéban a kontrollhoz
képest négyszeres glutamat koncentracié volt téplastd, mig részlegesen toxikus
esetben is kétszeres. Ez j6l példazza, hogy amgéitzint és az életképesseg egymassal
forditott aranyossagban all. Ez igaz az MK-801 kanintdk glutamat szintjére is, ahol
a glutamatszint ugyan a kontroll tébbszorosére kedeltt, de a tovabbi excitotoxikus
folyamatok eredményeként bekdvet&eeljes sejtpusztulas (ami a vehicle mintakban
megfigyelhed) nem kovetkezik be.

Igazoltam, hogy a pD, kezelés okozta életképesség csokkenés, egy része a
kozvetlenil az oxidativ agensnek kdszohagyanakkor a tovabbi toxicitas hatterében
valéban a sejteki felszabadul6 masodlagos toxikus agens a glutathd sejtekiél a
glutaméat a kornyezetilkbe a mar emlitett médokorymiigt a lizis, exocitozis és a

glutamaterg transzport fehérjék reverzikidésén keresztil keril. Ennek tisztazasara
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jovébeli kisérleteim soran szeretnék fényt deritenioklibZd glutamat transzporter
blokkol6 referens vegylletek alkalmazésaval, iketa sejtlizist bekdvetkezésének
nyomon kovetésével. A lizis vizsgalatara propidjonfid festék alkalmas lehet, amely a
dezintegralt membranokon képes csak keresztul jamia sejt DNS allomanyat

fluoreszcensen jeldini.

3. A felszabadulé glutamat jelenéségének vizsgalata Py.., kezelés
eseténjn vitro idegsejttenyészeteken

Miutan a kifejlesztett HPLC maodszerrel sikeriltagini a farmakoldgiai kisérletek
alapjan megjosolt glutamatszint novekedést vitro tenyészeteken, olyan
neurotoxikolégiai modellben vizsgaltuk a glutamaérepét ahol a glutaméat receptorok
szerepe mar az édleges hatasban is fontos lehet. Az Alzheimer kbdrerepet jatszo
AB:14, hatdsa maig nem tisztazott, de szamos adat mugatj@eurotranszmitter
receptorok, koztiik az NMDA receptorok szerepét. AB:.4> kezelt tenyészetek
életképesség valtozasat és a fellluszok glutaméatszltozasat oxidativ stressz
modellben alkalmazott kisérletes protokoll szeviasgaltuk.

Az ABi14, kezelés az életképesség és a glutamatszint kogjlacsak a
maximalisan toxikus koncentracié esetében igazbhitkevesbé, de még 40-60%-0s
életképesség csokkenést okozd toxik(ss-A koncentracio esetén a glutamat szint nem
vagy csak alig névekedett a kezeletlen tenyészdt@pest. Tehat a glutamat nem jelent
meg a rendszerben mégis tapasztalhaté egy olyawtoricitas, amelyet az MK-801
telies egészében kived. Ez ala tamasztja azokabdalmi forrdsokat [29], amelyek
szerint a szolubilis Bq.4> oligomer direkt aktivalni képes az NMDA receptaatkA
folyamatosan ingerlésben tartott NMDA receptorokjtrahogy azt kordbban taglaltam
igy a glutamat jelenléte nélkal is excitotoxikusjtis@lalhoz vezethetnek. Ezt
alatamasztjak azon eredményeim, hogy a megemetkedétacellularis glutamat
koncentracid markansfA.4, kezelés esetén is csak 10 orat kdsmetjelenik meg, mig a
tenyészetek életképességének cstkkenése markboedten beindul.

A tovabbi célom az B;.s, toxicitdas hatasmechanizmusanak részletesebb dedtar

kUlonos tekintettel a glutamat rendszer szerepérgy ezaltal részletesebb informaciot
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nyerhessek az Alzheimer-kér molekularis patomeamansarol, valamint
gyogyszerjeldlt molekulak szamara molekularis taaspontokat jelélhessek ki. igy a
teljesiteni azt a célt, amit a kutatocsoportunkiditt, azaz Alzheimer-kor asszocialta
cellularis neurotoxicitds modellezésevitro neuron kultirakon. Az alslleges 414,
hatas egyertelthelkulonitése a masodlagosan felszabadulé toxikutsirgat hatasatol
lehetivé teszi olyan modell létrehozasat, amely alkalied®et neuroprotektiv-jel6lt

molekuldk s#résére vagy részletes hatdsmechanizmusuk feltarasar

4. Az in vitro neurotoxicitasi tesztek informacié tartalmanak nowelése
a glutamatszint valtozas analitikai meghatarozasarabeillesztéseével

A HPLC-s mddszer kidolgozas altal a tenyészetalldezojabdl képesek vagyunk
informaciot nyerni anélkil, hogy a tenyészetekraassal lennénk, ezaltal egy
mintapontbol még tébb informéaciét tudunk kinyerigy az adott neurotoxikus agens
hatasanak lefolyasat vagy éppen a neuroprotektbahgag hatasmechanizmusat tudjuk
részletesebben feltérképezni. A masodlagosan fedsizad toxikus glutamat folyamatos
vizsgalata lehéwé teszi, hogy meghatarozzuk azokat a paraméte(kptentraciok,
kezelési idk) amelyek alkalmazasaval tisztan azédlsges hatas vizsgalhatd. A 23.
abra mutatja be az adott mintapontbdl szimultaryednet informéacidkat, amelyek
kozé 0j pontként kertl fel a glutamatszint valtorérése. A dolgozatomban ismertetett
modszer dnye, hogy a sejtek fellluszéjat vizsgalja, ami dahl nagy tenyészetek
esetén folyamatos dtbeli mintavételezeést is leliete tesz, és parhuzamosan vizsgalhato

szamos mas paraméterrel (24. abra * jelolt modkxere
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Eletképesség meérések Extracellularis szigna | faktorok

Glutamat

*
ATP, MTT teszt \ /

Immuncitokémiai festések Fehérje expresszié

—p vizsgalatok

\

Neuron m Gikodési tesztek

Morfoldgiai vizsgalatok
Egyéb jeldlhetd *
Western Blot, ELISA

biomarkerek

Gén expresszi6 vizsgalata
Flipr assay, Ca2+ imiging, Patch Clamp *
Q-RT-PCR

24. abra Molekularis Farmakologiai Laboratériumban kidolgtizoérési technikak, amelyek
alkalmazasaval informéaciot nyerhetiink a neuronésmgtekBl, csillaggal vannak azok a médszerek,

amelyek a glutamat meghatarozas mellett is alkdiatdak

A kidolgozott neurotoxicitasi tesztekben tetten effh masodlagos toxikus
folyamatok szerepét tovabb szeretném vizsgalni,6rikid tekintettel a ROS
megndvekedett szintjére az egyes neurodegeneciyaniatokban.

A tovabbi céljaim kozott szerepel a glutaméat HPLGreghatarozas tovabbi
fejlesztése, hogy az univerzalisan alkalmassa satiman vitro sejttenyészetek mérése
mellett akarin vivo mikrodializis mintak elemzésére. igy 6sszehaduatiftva valjanak
az in vitro és in vivo kisérletes eredmények. Valamint az esetleges félthe
igényeknek megfeléen akar egyéb fontos neurotranszmitter aminosatozédait

vizsgalni, mint amilyen a D-szerin vagy az aszparta
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VIIl. Osszefoglalas

A célkitizésekben megfogalmazott célokat a kisérleteim ssikénilt elérni.

o Sikerilt kidolgozni egy glutamat koncentracidészimaltozasanak
detektalasara alkalmas RP-HPLC-s mddszert, amelgegitségével a
tenyészetek fellliszéjabadl jutunk ugy Uj informdma, hogy a korabban
alkalmazott vizsgalatokhoz mintat szolgaltatdo sejieem sérilnek, a
kisérletek folyamatan nem Kkell valtoztatni. Az dtildi vizsgélatok
ismételhetség, szelektivitas, érzékenység és stabilitds komasaban

az ebzetesen tamasztott kovetelményeknek megfeleltek.

* A kidolgozott mddszer alkalmazasaval sikerult azdattv és ABi.42
toxicitasi tesztben meghatarozni a masodlagos @reititas szerepét.
Mig az oxidativ stressz alkalmazédsa soran 1 6ra otégnovekedett
glutamat szintet mértem, addig af}:4, kezelés soran sikerilt olyan
koncentracié tartomanyt meghatarozni, amely szignis életképesség
csokkenést eredményezett, de csak 24 orat &énejelenik meg a
jelents glutamat koncentracido novekedést. Ezaltal meghetem azon
koncentracié és il paramétereket, ahol a kérdéses toxicitasok
gliasejtekben szegény idegsejt tenyészeteken wégiirletekben az

additiv excitotoxicitas torzitd hatasa nélkil viabmtoak.

63



IX. Koszbnetnyilvanitas

EzGton szeretném, megkdszoni Dr. Herberth Baldzs Késifmanné Boijti
Erzsébetnek témavesdannek, hogy a Molekularis Farmakoldgiai
Kutatolaboratériumban szakmai iranyitasuk alatt zkésttem el a OTDK
dolgozatomat. Valamint, hogy dtl és faradsagot nem sajnalva mindenben segitették
munkamat.

Tovabbéa szeretném megkoszonni Dr. Antoni Ferenatésit igazgatd helyettesnek,
hogy biztositotta a leh&téget, hogy az EGIS Gyogyszergyar Nyrt. Preklinkatatasi
Féosztalyanak munkajaba bekapcsolodhassak.

Kdszonettel tartozom Kovacs Gabornak és Hajdunési GErikanak, hogy
k6zremikodott a neuronok preparalasaban, valamint labovatd kisérleteim soran
mindenben segitséget nyujtott.

Szeretnék kdszonetet mondani tovabba Dr. Marké d&kstinek és Alapi
Ferencnének és Jarasi Andreanak, hogy segitetwdldtes analitikai munkaimat,
valamint hélas vagyok az EGIS Preklinikai KutatB§osztaly 6sszes munkatarsanak,
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XI.  Fuggelékek

1. NeuroBasal-A médium dsszetétele [77]

Komponens Végé mg/L
Szervetlen sok
CaCb (vizmentes) 200.0
Fe(NG); x 9H,0 0.1

KCI 400.0
MgCl; (vizmentes) 77.3
NaCl 3000.0
NaHCO 2200.0
NaH,PO, - H,O 125.0
ZnSQ, - 7THO 0.19
Egyéb komponensek
D-Glukoéz 4500.0
HEPES 2600.0
Fenol voros 8.1
Na-piruvat 25.0
Aminosavak

L-Alanin 2.0
L-Arginin x HCI 84.0
L-Asparagin x HO 0.83
L-Cisztein 1.21
L-Glutamin 73.5
L-Glutamat

Glicin 30.0
L-Hisztidin HCI x HO 42.0
L-1zoleucin 105.0
L-Leucin 105.0
L-Lizin HCI 146.0
L-Metionin 30.0
L-Fenilalanin 66.0
L-Prolin 7.76
L-Szerin 42.0
L-Treonin 95.0
L-Triptofan 16.0
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Komponens
L-Tirozin
L-Valin
Vitaminok

Végé mg/L
72.0

94.0

D-Kalcium-pantotenat4.0

Kolin-klorid
Folsav
i-Inosztol
Niacinamid
Pirodoxal HCI
Riboflavin
Tiamin HCI
Vitamin By,

2. B27 komponens Osszetétele [77]

Komponens
Aminosavak
L-Alanin
L-Glutamat
L-Glutamin
L-Prolin
Vitaminok
Biotin
Vitamin By,
Hormonok
Kortikoszteron
Progeszteron
Retinol (A vit.)
Retinol, acetat
Inzulin
T3 (trijodo-L-tironin)
Antioxidansok
Na-piruvat
Liponsav

4.0

4.0
7.2
4.0
4.0
0.4
4.0
0.34

Végé mg/L

2.0
3.7
441.0
7.76

0.10
0.34

0.02
0.0063
0.1
0.1
4.0
0.002

25.0
0.047

D,L-a-Tokoferol (E vit.)1.0
D,L-a-Tokoferol acetat|1.0

Katalaz

2.5
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Komponens
Glutation (redukalt)
Superoxid dizmutaz
Egyéeb
L-Karnitin
Etanolamin
D(+)-Galaktoz
HEPES
Putreszcin
Penicillin
Sztreptomicin
Szelén
Zink szulféat
Linolsav
Linolénsav

Végé mg/L
1.0
2.5

2.0

1.0

15.0
2600.0
16.1
50 IU/mL
0.5
0.016

0.194

1.0

1.0

Albumin, szarvasmarh2500.0

Transzferrin

5.0
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