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BEVEZETES

A fotoaktiv ketrec (cage) vegyiiletek felszabaditasanak két-foton mikroszkopos technikakkal
(két-foton uncaging) nagy hatasa volt a sejt- és idegtudomanyok szamos teriiletére.
Jelentsége abban rejlik, hogy a hordozo vegyiiletekhez kotott neurotranszmitterek (vagy a
tetszOlegesen kivalaszthatd molekuldk) inaktivak maradnak gerjesztésiikig, gerjesztéskor
pedig lokalizaltan és gyorsan lehet levalasztani hordozojukrél és igy aktiv allapotba hozni
6ket. Ez igen sokoldalti eszkozz¢ teszi ezt a modern technikat, amely 6nmagaban vagy mas
modszerekkel kombinalva szamos kérdés megvalaszoldsara alkalmazhatd sikerrel. Ilyen
kérdés példaul az idegsejtek dendritikus integracidja, amely a modern idegtudomany egyik
forrpontja. Egy idegsejt egyetlen dendritagara is rovid id6 alatt rengeteg bemenet érkezik mas
sejtektol, amelyek idozitésiiktl és beérkezési helyiiktdl fiiggden bonyolult mdédon hatnak
egymasra. A két-foton uncaging-el imitalhatjuk a bemenetet ado sejtek szinaptikus
neurotranszmitter felszabaditasat, mivel altalunk meghatarozott helyen, idézitéssel ¢és
mintazatban szabadithatunk fel neurotranszmittereket (Matsuzaki, Ellis-Davies et al. 2001). A
glutamat a kozponti idegrendszer egyik f6 serkentd neurotranszmittere, ezért néhany tipusa
glutamat cage vegyiiletet mar korabban Kifejlesztettek (Kantevari, Matsuzaki et al. 2010;
Warther, Gug et al. 2010). Ezeket leggyakrabban idegélettani kisérletekben hasznaljak a
posztszinaptikus mechanizmusok ¢s a dendritikus jel-integracio kutatasara (Losonczy, Makara
et al. 2008; Katona, Kaszas et al. 2011; Chiovini, Turi et al. 2014). Az egyetlen cage glutamat
vegyiilet azonban, amelyet széles korben hasznédlnak két-foton kisérletekben, az MNI-
Glutamat (mononitroindolil-glutamdt, MNI-Glu). Egyeduralma annak kdszonhetd, hogy az
idealis cage vegyiiletnek szigoru feltételeknek kell megfelelnie, mint a hordozott molekula a)
magas hozamu felszabadulasa, (®) b) gyors felszabadulasa két-foton gerjesztésre, c¢) Kis
aranyl spontan hidrolizis gerjesztetlen allapotban és d) a lehetd legkevesebb és legkisebb
mellékhatas (példaul aspecifikussag, excitotoxicitas) (Fino, Araya et al. 2009; Warther, Gug
et al. 2010).

Az MNI-Glutamat ugyan alkalmas arra, hogy kevés pontban glutamatot szabaditsunk fel
beldle két-foton uncaging-el, azonban kiilonbozé szinkron agyi oszcillaciok, mint példaul a
gamma- vagy a hippokampalis Sharp Wave oszcillacio alatti bonyolult szinkron, nagy
teriileten torténd, nagyszamu aktiv bemenetek mintazatanak reprodukalasahoz tobb okbdl is
elégtelennek bizonyul. Az MNI-Glutamat nagyaranyG gerjesztéséhez sziikséges nagy
lézerenergia toxikus hatdsu a szovetekre, a felszabaditds azonban nem elég hatékony ahhoz,

hogy kisebb 1ézerenergiaval is reprodukaljuk ezeket a szinkron aktivitas mintazatokat. Ahhoz,
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hogy a gerjesztés a toxikus energiaszint alatt maradhasson, nem csak hatékony két-foton
abszorpcid (o) és a fotokémiai reakcid gyors lejatszodésa sziikséges, hanem az is, hogy adott
gerjesztési energiaval a lehetd legmagasabb kvantum hozamot (@) érjiik el. Tehat a gerjesztett
cage molekuldkbol a lehetd legnagyobb aranyban szabaduljon fel glutamat fotokéiai uton. A
glutamat  felszabaditast gyors kinetikdja Ca** tranziensek kisérik a kornyezd
dendritszakaszokban. A Ca** koncentricié gyors valtozasat a dendritekben Ca?* kot
fluoreszcens festékekkel detektalni lehet (két-foton 1ézer szkennelés). A két-foton uncaging-el
torténd reprodukalast a legujabb 3D szkennelési technikdk mar képesek lekovetni (Katona,
Kaszas et al. 2011; Cotton, Froudarakis et al. 2013; Go, To et al. 2013; Chiovini, Turi et al.
2014; Fernandez-Alfonso, Nadella et al. 2014; Quirin, Jackson et al. 2014), azonban a modern
szkennelési moddszerek mellett hatékonyabb cage anyagok is sziikségesek. A cage
molekulaknak, igy az MNI-Glutamatnak is, két f6 része van, amelyek kiilonb6z6 funkciot
latnak el (1. Abra). Az elsé a gyiirlis szerkezetli ’antenna’, amely a fotonok energiajanak
elnyeléséért felelés. Erre a gytliriiben 1évo kettdés kotések révén képes. Minél teljesebb a
gylriis molekuldban a kettds kotések rendszere, annal ’stabilabb’, annal kevésbé hajlamos az
atrendezédésre. A masodik épitékd a gylirthoz kapcsolt “hasznos teher’, amely gerjesztésre

majd levalik a gylirirdl.
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1. Abra: A cage molekulak f6 részei. A: sematikusan. B: Egy példa MNI glutamét cage
molekula. A kapcsolt glutamat (kék) a gerjesztés soran a triggernél (piros) leszakad a

hordozojarol (zold).

Az indol gylirli és a hasznos teher kozotti kotés erdsségétdl fligg, hogy mennyire konnyen tud
a hasznos teher, esetiinkben a glutamat, disszocialni. Ha a kotés tul gyenge, a glutamat
fényenergia kozlése nélkiil is leszakadhat a hordozorol (spontan alapallapota hidrolizis). A
glutamat ily médon torténd felszabadulasa a szabdlyozhatdsag szempontjabol hatranyos, igy

szamunkra nemkivanatos esemény.



A legtobb cage vegyiilet esetében ki lehet mutatni kiilonb6z6 foku spontan hidrolizist €lettani
pH-n és hémérsékleten (Hagen, Dekowski et al. 2008). A spontan hidrolizis a cage vegyiilet
intenziv kicsapddasat, dendritpuffadast, az elektrofizioldgiai tulajdonsagok robosztus
valtozasat vagy akar excitotoxicitast is eredményezhet (Pettit, Wang et al. 1997). A spontan
hidrolizis jelenléte nem mindegyik cage vegyiilet esetében feltiind, azonban hosszi mérések
alatt a folyamatos glutamat felszabadulas spontdn hidrolizisen és a fotokémiai utvonalon
keresztiil megemelheti a sejtkozi alap vagy hattér glutamat koncentraciot. Ez elérheti a
mikromolos nagysagrendet, ami mar aktivalja az NMDA receptorok felét (EC50 ~ 2uM)
(Patneau and Mayer 1990; Herman and Jahr 2007; Moussawi, Riegel et al. 2011),
deszenzitizalja az AMPA receptorokat (Trussell and Fischbach 1989) és aktivalhatja a
metabotrop glutamat receptorokat is (Conn and Pin 1997). Még a széles korben alkalmazott
MNI-Glutamatbol is olyan litemben szabadul fel glutamat, ami megduplazhatja az élettani
sejtkozi glutamat koncentraciot (~25nM) (Herman and Jahr 2007) hosszi mérések soran. Az
eddig felsoroltak mellett fontos még megemliteni, hogy az MNI-Glutamat gatlo hatassal van a
GABAA receptorokra: a gatld posztszinaptikus potencialok amplitudojat mar az uncaging-hez
sziikséges koncentracio toredékénél a felére csokkenti (Fino, Araya et al. 2009). Ez a
mellékhatds komolyan megvaltoztatja az idegsejtek elektrofizioldgiai tulajdonsagait, kétségbe
vonva ezzel az eredmények hitelességét.

Jelen dolgozatban bemutatok harom MNI-Glutamat - analég cage vegyiiletet (3. Abra),
melyeket biologiai kisérletekben teszteltem egér tulélé agyszeletekben. Az egyik tesztelt cage
vegyiilet, a DNI-Glutamat (dinitroindolil-glutamadt, DNI-Glu) a kisérletek soran azonos
gerjesztési 1ézerenergianal nagyobb szomatikus EPSP-ket (serkenté posztszinaptikus
potencial) €és dendritikus Ca®* véltozast produkalt, mint az MNI-Glutamat. Az MNI-Glutamat
szignifikans GABAA, receptor blokkold hatasaval ellentétben a DNI-Glu-nak nem volt hatasa
a gatlo posztszinaptikus aramokra (IPSC). A spontan hidrolizis negativ hatasait glutamat
dehidrogenaz enzim és kofaktora, NAPD" hozzdadasaval sikeriilt teljesen kiiktatni.
Eredményeim alapjan a DNI-Glutamat alkalmasabb cage molekula az MNI-Glutamatnal a

dendritikus integracio és egyéb komplex neuronalis folyamatok vizsgalatara.



MODSZEREK

Tulélé agyszelet-készités

Minden kisérlet az allatok védelmérdl és kiméletérdl szolo 1998. évi XXVIII. térvénynek
megfelelden lett végrehajtva. A 16-20 napos BAC pva/gfp transzgén egereket izoflurannal
elaltattam, majd agyukat kiemeltem és jéghideg vagooldatba helyeztem, amely a kovetkezd
Osszetevoket tartalmazta desztillalt vizben oldva (mM-ban): 2.8 KCI, 1 MgCl,, 2 MgSQ,, 1.25
NaH,PO,4, 1 CaCl,, 10 D-glikoz, 26 NaHCOs3, 206 szukrdz). Ezt kovetéen vibratommal
(Vibratome 3000) tuléld agyszeleteket készitettem a hippokampalis régiobol. A 300 pum
vastag horizontalis szeleteket 25 °C-on taroltam mesterséges agyfolyadékban (artificial
cerebrospinal fluid, aCSF), amely a kovetkezd OsszetevOket tartalmazta desztillalt vizben
oldva (mM-ban): 126 NaCl, 2.5 KClI, 2 CaCl,, 2 MgCl,, 1.25 NaH,PO4, 26 NaHCO3; és 10
gliikoz (Rozsa, Zelles et al. 2004; Katona, Kaszas et al. 2011; Chiovini, Turi et al. 2014).

Elektrofiziolégia

crer

megvilagitassal tettem lathatova. A sejtek membranpotencial valtozasait 32 °C-on teljes sejt
elvezetéssel (whole-cell patch clamp) rogzitettem (MultiClamp 700B, Digidata 1440;
Molecular Devices). A patch clamphez tivegkapillaris elektrodakat hasznaltam (current-clamp
ellenallas: 6-9 MQ, voltage clamp ellenallas: 3-5 MQ) amelyeket az alabbi, intracelluléris
oldattal toltottem fel (mM-ban): 125 K-glukonat, 20 KCI, 10 HEPES, 10 Di-Tri-so
foszfokreatin, 0.3 Na-GTP, 4 Mg-ATP és 10 NaCl. A Ca®" koncentraci6 valtozas méréséhez
az oldathoz alacsony affinitasu, zold Ca® kotd (100 uM Fluo-4) fluoreszcens festéket adtam,
illetve a sejtek dendritdgainak jobb lathatosaga érdekében ezt kiegészitettem piros anatomiai
(ALEXA 594) fluoreszcens festékkel. A késobbi hisztologiai vizsgalatokhoz az intracelluléris
oldathoz biocytint adagoltam (0.008 mM). A -50 mV-nal pozitivabb nyugalmi
membranpotenciallal rendelkez6 sejteket nem vettem figyelembe a kisérletekben. Az 6sszes
mért sejtet hippokampdlis interneuronokként és piramissejtekként azonositottam
elektrofiziologiai és anatomiai tulajdonségaik alapjan (4. Abra). A GABAA receptorok éltal
IPSC-ket aCSF-el toltott kapillaris elektrodakkal (6-9 MQ) valtottam ki (10-50 V, 0.1 ms, 1
stimulus) a szoématol 10-15 pm-re, AP5 (60 uM, kompetitiv antagonista NMDA receptor
blokkold) és CNQX (10 puM, kompetitiv antagonista AMPA/kainat receptor blokkold)



jelenlétében (Tocris Bioscience). Az adatokat pClamp8 vagy pClamp10 (Molecular Devices)
¢s MES (Femtonics Ltd.) szoftverekkel rogzitettiik.

Két-foton képalkotas

A két-foton képalkotast a teljes sejt elvezetés elérése utdn 15-20 perccel kezdtem, miutan a
fluoreszcens festék teljesen szétterjedt a sejt dendritagaiban. A képalkotashoz két-foton
szkenneld rendszert hasznaltam (Femto 2D Alba, Femtonics Ltd.)(2. 4&bra),
femtoszekundumos pulzalé 1ézerrel, 830-850 nm-es hulldmhosszon (Mai Tai HP,
SpectraPhysics). A hosszll dendritszakaszok leképezése tobb egyenes szakasz egymast kovetd
szkennelésével tortént (Multiple Line Scanning Method). Minden kisérlet végén nagy
felbontast képsorozatot készitettem kiilonbozo szoveti mélységekben (z stack) a mért sejtet
tartalmazo térfogatban (4. Abra). A mérések kivitelezését, a valds idejii adatgyiijtést és

kiértékelést egyedi, MATLAB alapu szoftverrel (MES, Femtonics Ltd.) végeztem.

2. Abra: Két-foton mikroszkop

A: 2D két foton mikroszkop. B: Két foton mikroszkop sematikus felépitése (FL: Femtolézer,
BE: Nyalab tagito, GM: Galvo tiikor, SL: fokuszlencse, DM: Dikroikus tiikor, OBJ: objektiv,
PMT: detektor, HAL: szamitogépes vezérlés). Forras: Denk W. et al. Photon upmanship: Why
multiphoton imaging is more than a gimmick, Neuron, 1997.



Két-foton uncaging

A kisérletek elején két-foton képalkotassal meggydzodtem rola, hogy a teljes sejt elvezetett
piramissejt vagy interneuron (tovabbiakban: toltott sejt) feltoltodott a teljes sejt elvezetéshez
hasznalt iivegpipettadban 1évé 100 uM Fluo-4 Ca®" kotd zold és 100 uM ALEXA 594
anatoémiai piros fluoreszcens festékekkel (Invitrogen). Ez utan a perfuzios aCSF oldathoz 2.5
mM koncentracioban MNI-Glu*TFA-t vagy DNI-Glu*TFA-t vagy MNI-Ulg*TFA-t vagy
DNI-UlgeTFA-t adtam. A glutamatot a cage vegyiiletekbdl ultragyors, pulzalé 1ézernyalabbal
szabaditottam fel 690-830 nm-es hullamhosszon (Mai Tai HP, SpectraPhysics vagy
Chameleon Ultra II, Coherent). A 1ézerintenzitast elektro-optikus modulatorral szabalyoztam
(350-80 LA, Conoptics). A képalkotasi periodusok kozben, rovid (<60 ps) uncaging
periédusok soran 15-25 kivalasztott helyen glutamatot szabaditottam fel (5. Abra). A glutamat
felszabaditas helyeit a hattérrdl készitett képek alapjan vélasztottam meg, ugy, hogy azok
csoportosan helyezkedjenek el a dendritek menték, egymastol ~ 0.8 um-re, a dendrittél ~ 1
um-re. A minta kis elmozdulasait (0.1-0.2 upm/perc) a szoftveren keresztiil kézzel
kompenzaltam.

A cage vegyiiletek paros Osszehasonlitasa soran minden esetben azonos id6- és térbeli
mintazatot hasznaltam, ugyanazon sejt ugyanazon dendritszakaszan. A perfizid sebessége
6ml/perc volt. A perfizidhoz a cage anyagokkal egylitt L-glutaminsav dehidrogenazt (Sigma-
Aldrich) és B-nikotinamid adenin dinukleotid foszfitot (NADP™) (200 uM, Sigma-Aldrich) is

adtam.



A cage vegyiiletek szintézise

A cage vegyiileteket szoros kollaboracios partnerek szintetizaltdk. A szintézis 1épéseinek
részletes ismertetése meghaladja e dolgozat kereteit és céljait. A részletes szintézis elérhetd

lesz a hamarosan kozlésre keriilo publikacidoban (Szalay et al., el6készités alatt).

A szintézisek dsszefoglalasa

NO, R, R,

/ ! / a,J\/\(u\ _
N N N s Ot-Bu

1. AgNO3 AcCl NO,BF, HN
- -—_———
2. TFA o) o)

OzN b ‘ZLJ\(\/U\
OMe OMe OMe . Ot-Bu

2a MNI-Glu la 3a DNI-Glu o) o)

2b MNI-Ulg 1b 3b DNI-Ulg R, ‘Ek/\(u\
a - OH

3. Abra: A cage vegyiiletek szintézisének osszefoglalasa.

1a: metoxi-indolil szarmazék. 2b: MNI-Ulg*TFA.
1b: metoxi-indolil szarmazék. 3a: DNI-GluTFA.
2a: MNI-Glu-TFA. 3b: DNI-UlgTFA.

Ria: C5- termindlisnal kapcsolt glutamat, a C1- terminalison €s N-terminalison véd6csoporttal.
Rip: C1- terminalisnal kapcsolt glutamat, a C5- termindlison és N-terminalison véddcsoporttal.
Rza: C5 - terminalisnal kapcsolt glutamat.

Rzp: C1 - terminalisnal kapcsolt glutamat.

Az aminosav szarmazékok a Bachem-t6l (Bubendorf, Svajc) szarmaznak. Minden mas
vegylilet és reagens a Sigma-Aldrich-t6l (Seelze, Németorszag) szarmazik. Minden

felhasznalt reagens az elérhetd legnagyobb tisztasagl volt.

Az MNI-Glu*TFA szintézise

A referenciaként hasznalt MNI-Glutamatetrifluoracetat (2(S)-2-amino-5-(4-metoxi-7-nitro-
2,3-dihidro-indol-1-il)-5-0x0-pentansav trifuoracetat) (2a: MNI-GIusTFA) szintézise az
irodalomban korabban kozoltek szerint tortént (Matsuzaki, Ellis-Davies et al. 2001; Fedoryak,
Sul et al. 2005; Papageorgiou, Ogden et al. 2005). A kristalyos végtermék helyett azonban az
MNI-Glutamat izolalasa trifluoracetat sdjaként tortént, preparativ HPLC —vel.



A DNI-Glu*TFA szintézise

A 2(S)-2-amino-5-(4-metoxi-5,7-dinitro-2,3-dihidro-indol-1-il)-5-oxo-pentansav trifuoracetdt
(3a: DNI-GIu*TFA) szintézise a kiinduldé molekula (1H-indol-1-pentdinsav, o-[[(1,1-
dimetiletoxi) karbonil] amino]-2,3-dihidro-4-metoxi-o-oxo-, 1,1-dimetiletil észter, (Fedoryak,

Sul et al. 2005) egylépéses dinitralasaval tortént.

Az MNI-Ulg*TFA szintézise

A 4(S)-4-amino-5-(4-metoxi-7-nitro-2,3-dihidro-indol-1-il)-5-oxo-pentansav  trifluoracetdt
(2b: MNI-UlgeTFA) szintézis kiindul6 molekuldja metoxi-indolil szarmazék volt. Az L-

Glutaminsav a karboxil-terminalasanal kapcsolodott az indolgytirithoz.

Az DNI-Ulg*TFA szintézise

A 4(S)-4-amino-5-(4-metoxi-5,7-dinitro-2,3-dihidro-indol-1-il)-5-o0xo-pentdnsav trifuoracetdt
(3b: DNI-Ulg*TFA) szintézisének kiindulé molekulaja az MNI-UlgeTFA volt. A metoxi-
indolil szarmazék egylépéses dinitralasa a karboxil terminalisnal kapcsolt glutamat esetében

nem volt lehetséges.

Ab initio kvantum kémiai modellezés

A kvantum kémiai modellezés a DALTON 2.0 szoftverrel tortént (Angeli 2005). A
reakcioutak egyes 1épéseihez tartozo energiaszint értékeket Gaussian09 szoftverrel lettek
kiszamitva (Frisch 2003). A modellezést kollaboracios partnerek végezték, igy annak menetét
¢s eredményeit e dolgozatban nem targyalom. A kvantum kémiai modellezés menetének
részletes bemutatdsa ¢és eredményeinek ismertetése a hamarosan kozlésre Kkeriild

publikacidban (Szalay et al.) lesz elérheto.

A szabad glutamat koncentracié becslése

A DNI-GluTFA spontan hidrolizisének becslése kozvetleniil a szabad glutamat
koncentraciobol tortént, az orto-ftalaldehid (OPA) konvertadlt termék (OPA-Glutamat)
mérésével (HPLC-UV, 280 nm). A szabad glutamat koncentracio becslését OPA-val

kollaboracios partnerek végezték, igy annak menetét és eredményeit e dolgozatban nem



targyalom. A glutamat koncentracio becslésének részletes bemutatisa és eredményeinek

ismertetése a hamarosan kozlésre keriilé publikacidban (Szalay et al.) lesz elérhetd.

Statisztika

Minden adat atlag + az atlag standard hibajaként van megadva, amennyiben nincs kiilon
feltiintetve. A statisztikai Osszehasonlitdsokhoz Student-féle paros t-probat haszndltam,
kivéve, ahol azt kiilon jeloltem. A fotokémiai hatékonysag kiszamitasa (7. Abra) kotetlen
nemlinearis optimalizalassal tortént, amely a hamarosan kozlésre keriild publikacidban kertil

részletes ismertetésre (Szalay et al.).
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EREDMENYEK

A biologiai kisérletek soran egér akut, tuléld agyszeletekben vezettem el piramissejtek €s
interneuronok membranpotencial valtozasait teljes sejt elvezetéssel (whole cell patch clamp),
4 és ALEXA 594 fluoreszcens festékekkel toltottem fel (4. Abra).

A Fluo-4 egy alacsony affinitasu Ca* kot6 zold fluoreszeens festék, az ALEXA 594 pedig
piros anatémiai festék. A sejt elektromos tulajdonsagainak tesztelése céljabol a pipettan
keresztiil &ramimpulzusokat juttattam a sejtbe, amellyel kimozditottam a membranpotencialt a
nyugalmi értékébdl (ramp teszt). Az egymast kovetd dramlépcsdk egyre jobban depolarizaltak
a sejtmembrant, bizonyos mértékii depolarizacio felett, a kiiszobértélet elérve pedig a sejt
akcios potencialokat generélt (4. Abra). Az aramlépcsokre adott vélaszok, illetve az akcids
potencialok alakja jellemz6 az adott sejttipusra (PING 2008). A ramp tesztre adott valaszok
alapjan az 0sszes mért sejt hippokampalis piramissejt vagy interneuron volt. Azutan, hogy a
Fluo-4 és az ALEXA 594 fluoreszcens festékek feltoltotték a sejt dendritagait, nagyfelbontast
képeket készitettem a sejtrél kiilonboz6 z sikokban (z stack). A képeket a méréshez hasznalt
szoftverrel (MES) egymasra vetitettem, igy a sejt teljes térfogatat lefedd képet kaptam,
amelyen nagy felbontasban latszodott a toltott sejt szomaja és legtobb dendritaga (4. Abra).
Ezt kovetden a toltott sejteket a kiilonbozd cage vegyliletekbdl torténd glutamat

felszabaditasaval ingereltem a dendritagaik mentén (5. Abra).
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4. Abra: Téltott piramissejtek és interneuronok a CAl-es régioban.

sejtekrdl kiilonbozd z sikokban késziilt sorozatfelvétel egymasra helyezve, egy képen. B: A

toltott sejtek membranpotencial valtozasai elektromos stimulaciora.
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5. Abra: Glutamat felszabaditas toltott sejt dendritje mellett.

Fent: Egy példa a whole cell patch clamp technikaval mért sejtekre. Fluo-4 és ALEXA 594-el
toltott interneuron z stack-je. Kozépen: A fenti képen 1évO piros négyzeten beliili teriilet
kinagyitott képe. A dendritikus Ca?* valtozas mérésének helyét (region of interest, Rol) a
dendriten 1évé vékony piros vonallal jeldltik ki. A piros pontok a dendrit két oldalan a
glutamat uncaging helyeit jelolik. Alul: Egy példa a Ca’®* koncentraci6 valtozasanak mérésére
a mérésre kijelolt dendritszakaszon (Rol)(y tengely: 1d6, x tengely: a mérésre kijelolt

dendritszakasz). A haromszdgek az uncaging idépontjat jelolik.

Minden cage vegyiilet esetében azonos lézerenergiaval, azonos 1d6- és térbeli mintidzatban
szabaditottam fel glutamatot, ugyanannyi pontban. A glutamat uncaging egyedi EPSP-ket és

dentritikus Ca®* valaszokat valtott ki, amelyeket a toltdpipettan keresztiil (EPSP) illetve két-
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foton lézer szkenneléssel mértem az uncaging-el egy id6ben, szimultan. A kiilonb6z6 cage
molekulak jelenlétében kapott egyedi EPSP-ket (WuEPSP) és dendritikus Ca®* vélaszokat az
MNI-GlusTFA jelenlétében kapott adatokhoz hasonlitottam (6. Abra), mivel az MNI-
GluTFA tulajdonsagai mar jol ismertek az irodalomban (Matsuzaki, Ellis-Davies et al. 2001;
Fedoryak, Sul et al. 2005). Azonos lézerintenzitason a glutamat felszabaditas MNI-GlusTFA-
bol (EPSP: 1.43 + 0.15 mV, dCa®": 1.22 + 0.11 AF/F) kisebb amplitadéju EPSP-ket és kisebb
dendritikus Ca?* (dCa*") koncentracié ndvekedést valtott ki, mint DNI-GlusTFA-bol (EPSP:
15.22 + 0.28 mV, dCa?*: 7.95 + 0.25 AF/F)(6. Abra).

uEPSP dendritikus Ca?*
DNI-GlusTFA
/ | 150%
12mV AF/F
\
A MyNLGIwTFA A
DNI-UlgeTFA 150%
I AF/F
l 2mv
A
MNI-UlgeTF/ I 100%
AF/F

| 1mv

50 ms 200 ms

6. Abra: Uncaging-el kivaltott uEPSP-k és dendritikus Ca®" valaszok Kiilonbozé cage

molekulak esetében.

Uncaging-el kivaltott UEPSP-k (mV) (bal) és a szimultan mért dendritikus Ca®* vélaszok
(AF/F) (jobb) DNI-GlusTFA, MNI-Ulg*TFA és DNI-Ulg*TFA esetében, MNI-Glu*TFA-hoz
hasonlitva. Minden cage molekulat 2.5 mM-os koncentracidban adtam a perfuzidhoz. A

haromszogek az uncaging idépontjat jelolik. Vékony vonalakkal jeldltem a kiilon mérési
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egységeket, vastag vonallal pedig ezek atlagait. Kék: MNI-GlusTFA, zd6ld: DNI-GluTFA,
lila: DNI-UlgeTFA, barna: MNI-Ulg*TFA.

Mivel azonban a dendritikus €s szomatikus membran kompartmentek képesek a nagy
amplitddéju  EPSP-k nemlinearis felerdsitésére (Yoneyama, Fukushima et al. 2011), a
fotokémiai hatékonysagot nem lehet egyetlen lézer intenzitds érték alapjan meghatarozni.
Ezért tobb kiilonbozd 1ézerintenzitdson is 0Osszehasonlitottam az uncaging-el kivaltott
szomatikus EPSP-k amplitadojat, illetve a dendritikus Ca®* véltozast (7. Abra). Ugyanakkora
sejtvalasz kivaltasahoz glutamat uncaging-el MNI-GlusTFA-bol 7.17 + 0.84-szer nagyobb
két-foton gerjesztési energiara volt sziikség, mint DNI-GlusTFA-bdl (kotetlen nemlinearis
optimalizalas, p <10, n=10). MNI-Ulg*TFA-t hasznalva az EPSP-k 51.07 + 6.76 %-al
csokkentek (p <0.001, n=4), DNI-UlgeTFA hasznalakor pedig mérsékelten, 125.3 = 4.1 %-ra
emelkedtek (p = 0.003, n= 3) az MNI-GluTFA altal kivaltott EPSP-khez képest (6. Abra).
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7. Abra: Az UEPSP-k és a dendritikus Ca®" valaszok az uncaging-hez hasznalt 1ézer
hullaimhosszanak és intenzitasanak fiiggvényében.

A-B: Az UEPSP-k (A) és a dendritikus Ca®* véltozas (B) a hullamhossz fliggvényében a négy
tesztelt cage molekula esetében (Kék: MNI-GlueTFA, zold: DNI-GlueTFA, lila: DNI-
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Ulg*TFA, barna: MNI-UlgsTFA). C-D: Az EPSP-k (C) és a dendritikus Ca®* valtozas (D) a
lézerenergia (intenzitas) fliggvényében. A toltott sejteket elészor MNI-GlusTFA uncaging-el
stimulaltuk (kék négyzetek), majd a perfuziot DNI-GlusTFA-t tartalmazodra cseréltiik és igy is
rogzitettiik a sejtvalaszokat (z6ld haromszdgek). Ezek utdn a perfuzidt visszacseréltiik az
MNI-GlusTFA-t tartalmazora. Ugyanakkora sejtvalasz kivaltasahoz glutamat uncaging-el
MNI-GlueTFA-bol 7.17 £ 0.84-szer nagyobb két-foton gerjesztési energidra volt sziikség,
mint DNI-GlusTFA-bol.

Az MNI-Glu*TFA az irodalom szerint mar 300 pM-os koncentracioban felére csokkenti az
IPSC-k amplitadogjat (Fino, Araya et al. 2009), az uncaging-hez sziikséges 2.5 mM-0s
koncentracioban pedig teljesen blokkolja azokat. Ennek teszteléséhez a hippokampusz CAl-
elektrodakkal IPSC-ket valtottam ki elektromos stimulacioval (10-50 V, 0.1 ms, 1 stimulus) a
sejt szomajatol 10-15 um-re. A stimulacios protokoll soran a glutamaterg szinaptikus
transzmissziot AP5-el (60 uM) és CNQX-al (10 uM) gatoltam. MNI-Glu*TFA (350 uM)
jelenlétében, az irodalmi adatoknak megfelelden a kivaltott IPSC-k amplitadoja
szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll esetében (53.4 + 4.0, p=0.03, n=5; 8. Abra). Ezzel
szemben DNI-GlusTFA (350 uM) jelenlétében a kivaltott IPSC-k amplitidojaban nem volt
valtozas (6.1 + 5.0, p=0.28, n=11; 8. Abra).
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8. Abra: A DNI-Glu*TFA és az MNI-Glu*TFA hatasa az IPSC-kre.

A: Szemléltetd IPSC-k konroll koriilmények kozott €s 350 uM DNI-GlueTFA jelenlétében. A
GABAerg aramok izolalasahoz a sejtvalaszokat fokalis elektromos stimulacioval valtottam ki
a glutamaterg szinaptikus transzmisszi6 gatlasa alatt (10 uM CNQX és 40 uM AP5). B: Az
IPSC-k amplitaddja az id6 fiiggvényében. A nyil a DNI-Glu*TFA hozzaadasanak idépontjat
jeloli. C: Az IPSC-k maximum amplitidéjanak atlagai kontroll koriilmények kozott és 350
uM DNI-Glu*TFA jelenlétében. D-F: Az A-C abrak az MNI-GlueTFA-ra.

A glutamat felszabadulas fotokémiai reakcidjanak modellezése mind a négy vegyiilet
esetében ab initio kvantum kémiai modellezéssel tortént. A reakcioutak egyes 1épéseihez
tartozo energiaszint értékeket Gaussian09 szoftverrel lettek kiszamitva (Frisch 2003). A
kvantum kémiai modellezés eredményeit és a 1épésekhez becsiilt energiaszinteket e
dolgozatban nem keriilnek részletes bemutatasra (lasd Modszerek: Ab initio kvantum kémiai
modellezés). A modellezés alapjan a DNI-GlueTFA ¢és az MNI-Glu*TFA kozott jelentds
kiilonbség van a fotokémiai reakcio egyik 1épésében (9. Abra: E - F atalakulas). A kérdéses
Iépésben az aktivalasi energia a DNI-GlueTFA szamara ~ 18% -al kisebb, mint az MNI-
Glu*TFA szamara, igy kisebb az esélye annak is, hogy a szamunkra kedvezodtlen
legerjesztédés (E - H) iranyaba haladjon tovabb a reakcio, amelynek vége igy egy
nemkivanatos végtermék (I) Ilétrejotte. Emiatt DNI-GluTFA-bol a modell szerint

hatékonyabban lehet glutamatot felszabaditani fotokémiai gerjesztéssel, mint MNI-GlusTFA-
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bol. Az MNI-Ulg*TFA ¢és a DNI-Ulg*TFA fotokémiai reakcioutjai és a reakcid 1épéseihez
tartozd energiaszintek a modell alapjan kozel azonosak, mint izomerjeik, az amino terminalis
fel6l kapcsolt MNI-GlueTFA és DNI-GlusTFA reakcioutjai €s energiaszintjei. A kvantum
kémiai modell szerint a DNI-Glu*TFA egyetlen hatranya a megnovekedett spontan
alapallapot hidrolizis (9. Abra: A-> 1), amely a szabad glutamat koncentracio

megemelkedését okozhatja a sejtkdzi térben.

DNI-Ulg

Jul = T
% N—%

N\ /
\ #
\\A.<7 ol /

9. Abra: A cage vegyiiletek kvantum kémiai modell altal becsiilt fotokémiai és

alapallapotu reakciéutjai, sematikusan.

A vonalvastagsag az adott irany nagysagrendi valdszintiségét szemlélteti az el6z6 allapotbol.
A\: gerjesztés, *: spontan hidrolizis. A szinek a folyamat kiilonb6z6 szakaszait jeldlik. Piros:
gerjesztett allapot, kék: legerjeszt6dés, zold: alapallapoti atrendezddés. A betik (A-1) a
folyamat egyes stadiumainak felelnek meg. *A’: a cage vegyiilet kiindulasi szerkezetben,
alapallapotban. C: az A’ allapotbdl fotokémiai gerjesztés hatdsara létrejovo gerjesztett allapot
(a ’B’ 1épés nincs abrazolva). ’D’: a ’C’ allapotbdl energialeadassal 1étrejovo, alacsonyabb
energiaju, &m még mindig gerjesztett stadium. ’E’: ’D’-bdl belsd atrendezddéssel kialakulo
allapot. ’F’: a kulcsallapot, melyben a glutamat méar nem kotddik a hordozohoz. *G’: a
hasznos termék (inaktiv hordozo6 és szabad glutamat). H’: *F’-bdl energialeadéssal 1étrejovo
reaktiv intermedier. ’I’: Masodlagos, nemkivanatos termék, amely az A’ vagy a
"H’allapotbdl jon 1étre, a glutamat spontan, alapallapott hidrolizisével. A modellezés alapjan

a DNI-GIu*TFA ¢és a tobbi cage molekula kozotti 6 kiilonbség az ’E” = "F’ 1épésében van.
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A nagyaranyu konstans spontan hidrolizis szdmos negativ hatassal bir, mint pédaul a spontan
EPSP-k frekvencianak novelése. Ezek a hatasok akadalyozzak, a fotokémiailag hatékonyabb
cage vegyiiletek, igy a DNI-Glu*TFA hasznalatat is. A negativ hatasok k6zombositéséhez L-
glutamat dehidrogenazt és NADP'-t adtam a perfuzidhoz, amely szelektiven csokkentette a
dehidrogenazra, mert kofaktorat, a NADP" -t nem termeli az agyszovet (David, Deli et al.
2008). A sziikséges enzim és kofaktor mennyiségének meghatarozasahoz meg kellett becsiilni
a spontan hidrolizisbdl felszabadulod szabad glutamat mennyiségét. A sziikséges eliminacids
sebességet 0.2 uM/percre becsiilték (lasd Modszerek: A szabad glutamat koncentraciod
becslése). A Michaelis-Menten modell alapjan az alap glutamat koncentracio 1 uM alatt
tartasahoz 200-520 puM/L glutamat dehidrogenaz sziikséges (Frieden 1959). A glutamat
dehidrogenazzal egyiitt telitési koncentracioban adtam a perfiiziohoz NADP*-t (200 pM/L).
Ahogy az koztudott, az enzimek rendkiviil szelektivek szubsztratjaikra és nagyon alacsony
koncentracidban is hatékonyan miikddnek. Ennek megfeleléen nem tapasztaltam, hogy a
hozzéaadott glutamat dehidrogenaznak barmilyen mellékhatasa lenne az agyszeletek élettani
tulajdonsagaira. A szabad glutamat koncentracigjat igy a nélkiil sikeriilt cs6kkenteni, hogy a
DNI-GlusTFA koncentraciojat csokkenteni kellett volna (DNI-GlueTFA koncentracio 136
perc utan enzim nélkil: 2.4 £ 0.019 mM, enzimmel: 2.39 + 0.019 mM, p = 0.66). A DNI-
GlueTFA stabilitasat enzim jelenlétében megerdsitette az is, hogy a mért sejtekben uncaging-
el kivaltott EPSP-k amplituddja nem valtozott a mérések soran (8.2:107+ 4.1-10° %'s, p =
0.84). A glutamat enzimatikus bontasa az elektrofiziologiai kisérletek megbizhatésagan is
javitott, mivel az alap glutamat koncentracidé novekedése aktivalja az NMDA receptorokat,
fokozva az idegsejtek serkenthetOségét (Sah, Hestrin et al. 1989). Az altalanosan nagyobb
serkenthetség megnovekedett szinaptikus tevékenységben nyilvanul meg (10. Abra). Az
EPSP-k gyakorisaga nagyobb volt a legtobb CAl-es piramissejtben, ha a perfiziohoz DNI-
GlueTFA-t is adtunk (2.5 mM)(kontroll: 1.64 + 0.34 Hz; DNI-Glu*TFA: 3.87 + 0.67 Hz, p
<0.01, n = 8, 10. Abra). Glutamat dehidrogenaz és NADP® hozzdadasa az EPSP-k
gyakorisagat a DNI-GlueTFA hozzédadésa el6tti kontroll szintjére csokkentette (DNI-GlusTFA
+ glutamat dehidrogendz + NADP™: 1.71 + 0.29 Hz; p=0.01, n=8; 10. Abra). Az EPSP-k
frekvencidjanak novekedését nem okozhatta a sejtre érkezé bemenetek dendritikus szlirése
vagy egyeb valtozas a kisérleti koriilményekben, mivel az EPSP-k amplitaddja nem valtozott
a kisérletek soran (kontroll: 1.07 & 0.16 mV; DNI-Glu*TFA: 1.11 £ 0.28 mV, p = 0.9, n=4.
DNI-GlusTFA + enzim + NADP™: 1.05 £ 0.21 mV, p=0.93, n = 3).
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10. Abra: A cage vegyiiletek spontin hidrolizisének enzimatikus kompenzicioja.

crer

kontroll koriilmények kozott (kék), DNI-GlusTFA jelenlétében (zold) ¢és glutamat
dehidrogenaz + NADP" hozz4ad4sa utan (piros). B: A spontan EPSP-k frekvenciaja n=7 CA1l
piramissejtben kontroll koriilmények kozott (kék), DNI-GlusTFA jelenlétében és glutamat
dehidrogenaz + NADP" hozzdadasa utan (piros). C: A rogzitett EPSP-k szdma amplitadojuk
fiiggvényében.

Bar a mérések soran DNI-Glu*TFA hozzaadasa a perfuziohoz megnovelte a spontan EPSP-k
frekvenciajat, amelyet glutamat dehidrogenaz és NADP® hozzaadasa a kontroll, DNI-
GlusTFA hozzdadasa el6tti szintre csokkentett (10. Abra). Hosszabb mérési idétartamok
(~150-200 perc) esetében azonban a modszer hatékonysaga (a szabad glutamat koncentracio
mérése alapjan) csokkent. Mivel sok laboratoriumban, ahol cage vegyiileteket hasznalnak, a
beoldott cage vegyiileteket lefagyasztjak és tjra felhasznaljak, fontos, hogy hosszabb
iddtartam esetében is jol miikodjon a glutamat lebontasa. Ezért a méréseket 10x mennyiségii

glutamat dehidrogenazzal (2000-5200 uM/L) is megismételtem. A magasabb enzim
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koncentracié gyorsitotta a glutamat lebontasat, bar teljesen nem volt képes megsziintetni a
felhalmozddast. Fontos megjegyezni, hogy az enzimatikus modszerrel egységnyi id6 alatt
eltavolitott glutamat mennyisége kiirdlbeliil hat nagysdgrenddel kisebb, mint a tuléld
agyszeletekben tapasztalt glutamat felvétel sebessége (Dzubay and Jahr 1999), igy azokban
nem zavarhatja meg a necuronok sajat glutamat felvevé rendszereit, csak a karos
felhalmozodast kiiszoboli ki. A glutamat enzimatikus eliminaciojaval a négy cage vegyiilet
(MNI-GlusTFA, DNI-Glu*TFA, MNI-Ulg*TFA ¢és DNI-Ulg*TFA) fotokémiai hatékonysagat

az alap glutamat szint emelkedésének modositd hatasai nélkiil hasonlithattam Gssze.
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KONKLUZIOK

Az eredmények alapjan a DNI-Glu*TFA hatékonyabb fotokémiai reakcioval rendelkezik,
mint az MNI-Glu*TFA (6. és 7. Abra). Ez feltehetSlen abbol fakad, hogy a fotokémiai reakcid
soran (9. Abra) a hasznos reakciout aktivalasi energiaja kisebb, mint az MNI-GlusTFA-nak.
Ennek koszonhetden kevesebb 1ézerenergia sziikséges a fotokémiai gerjesztéséhez, amely igy
mar elég alacsony ahhoz, hogy koncentralt, sok pontban térténd uncaging esetében se legyen
karos hatasu a szovetre (Chiovini, Turi et al. 2014). A forditva kapcsolt glutamat cage
anyagok (MNI-UlgsTFA ¢és DNI-UlgeTFA) hatékonysaga nem kozelitette meg a DNI-
GlusTFA hatékonysagat (6. és 7. Abra). A hatékonyabb fotokémiai reakcioval egyiitt azonban
a DNI-GlusTFA-b6l spontan hidrolizisen keresztiil felszabadul6d jelentds mennyiségii
glutamat megndvelte a spontan EPSP-k frekvenciajat (10. Abra), az NMDA receptorok
aktivacidjan keresztiil (Sah, Hestrin et al. 1989). Ezt a glutamat enzimatikus bontasaval
kompenzaltam, glutamat dehidrogenaz és NADP* hozzaadasaval (10. Abra). Az itt bemutatott
enzimatikus glutamat eliminacioé egy jelentds adalék a kutatok uncaging eszkdztarahoz, mivel
lehetévé teszi a kordbban hasznalhatatlannak tartott jobb fotokémiai hatékonysagu, am
nagyaranyu spontan hidrolizissel rendelkezd cage vegyliletek hasznalatat. A modszer
alkalmas nem csak a DNI-Glu*TFA, hanem altalanossagban a glutamat cage vegyiiletek
spontan hidrolizise soran 1étrejovO, nemkivdnatos mennyiségli glutamat jelentette probléma
kezelésére. Az MNI-GlusTFA ismert GABAA blokkolo hatasaval (Fino, Araya et al. 2009)
ellentétben a DNI-Glu*'TFA nem csokkentette az [IPSC-k amplitaddjat azonos
koncentracioban (8. Abra).

Osszefoglalva, dolgozatomban bemutattam, hogy a DNI-GIU-TFA a hidrolizis enzimatikus
korrekcidjaval egyiitt hatékonyabb glutamat cage vegyiilet, mint az MNI-Glu-TFA. Nincs
hatassal a GABAA receptorokra, ugyanakkora hatas kivaltasdhoz pedig kevesebb lézerenergiat
igényel, ezaltal mind az elektrofiziologia, mind a két-foton uncaging szempontjabol jobb
valasztas az MNI-Glu-TFA-nal.
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Tételes szerz6i hozzajarulas

Alulirott Madardsz Miklds kijelentem, hogy a dolgozatban leirt munkafolyamatok kozil a(z)

— Tuléld agyszeletek készitését
— Elektrofizioldgiai méréseket
— Két-foton képalkotast
— Két-foton uncaginget

végeztem.

................................................ Budapest, 2015.01.06.
Madardsz Miklds



