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1. Bevezetés
1.1 Az excitatoros aminosavak, receptoraik és a tanulasi folyamatok

ismertetése

Régota ismert, hogy a glutamat és az aszpartat a tobbi szovethez képest a kozponti
idegrendszerben (KIR) rendkiviil magas koncentracioban van jelen. Els6ként 1959-ben
Curtis és Watkins irta le a glutamat és az aszpartat gerincveldi neuronokon tapasztalt
ingerld tulajdonsagait és vetették fel annak lehetdségét, hogy e két fehérjealkotoként
ismert aminosav az agykéregben serkentd hatdsu jelatvivd molekulaként is
funkcionalhat. A kdzponti idegrendszerben az excitdtoros aminosavak koziil a glutamat
tekinthetd a fontosabbnak [68]. A glutamat az els6dleges mediator a szenzoros
informacidok kozvetitésében, a motoros koordinacidban és a memoria kialakulasaban,
valamint a tanulasi folyamatokban. Az agyi neuronok 80-90 %-a glutamatot hasznal,
mint neurotranszmittert és koriilbeliil 80-90%-a a szinapszisoknak glutamaterg [49, 68].
A szinaptikus résbe {iriild glutamatot a kdrnyezd asztrocitdk membranjaban talalhato
excitatoros aminosav transzporterek (EAAT) wveszik vissza. A  glutamat,
neurotranszmitter 1évén a szinaptikus vezikulakban tarolodik, ahol magas koncentraciot
(60-250 mmol/L) ér el, szemben a citoszolban talalhato néhany mmol/L-el. A
glutamaterg szinapszis az egyik legfontosabb kommunikaciés uUtvonal a pre és
posztszinaptikus kapcsolatban. Megtaldlhaté az axo-dentritikus és az axo-axonalis
szinapszisokban, illetve nem neurondlis sejtekben, mint példaul asztrocitdk és
oligodendrocitdk sejtmembranjadban is irtak le glutamat receptorokat, melyeket

stimulalhat az idegvégz6désbol felszabaduld glutamat [68].

A glutamat és az aszpartat is képes felszabadulni kdlcium dependens mddon kalium-
klorid hatasara a sejtb6l. Feltételezik, hogy létezhetnek kiilon csak aszpartaterg,
valamint glutamaterg neuronok. Az aszpartat kémiailag nagyon hasonlit a glutamat
molekuldhoz, azonban aszpartat tartalmt vezikuldkat eddig nem sikeriilt azonositani,
ezért klasszikus értelemben nem nevezehetd neurotranszmitternek. Az egyik lehetséges
felszabadulasi mechanizmusa az idegvégzddések citoszoljabdl torténhet direkt tton,
tehat nem vezikuldrisan. Az aszpartat koncentracidja a citoszolban meglehetésen magas

a GABA-erg neuronokban, azonban még felderitésre var, hogy fizioldgias koriilmények
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kozott felszabadul-e az aszpartait ezekbdl a neuronokbol. Az aszpartit képes a
késébbiekben ismertetésre keriild6 NMDA receptorok aktivalasara, mig a masik, szintén
késébb ismertetendd, un. AMPA receptorokon nincs hatasa [183]. Az aszpartat szerepét

a neurotranszmisszidban még homaly fedi €s jelenleg is a kutatasok részét képezi.

Az excitatoros aminosavak szerepe létfontossagl a tanulasi folyamatokban, valamint a
memoria formacidban. Jelenlegi ismereteink szerint a kozponti idegrendszerben
szinaptikus szinten végbemend valtozasoknak koszonhetéen alakul ki az informaciod
tarolasa, melyet szinaptikus plaszticitdsnak neveznek. Ennek mélyebb megértéséhez két
szinaptikus folyamatot kell megismerni, melyek elengedhetetlenck a tanulasi
folyamatokhoz. Az egyik az Gn. long-term potentiation (LTP), mig a masikat long-term
depressionként (LTD) emliti a szakirodalom. A glutamaterg szinapszisoknal
megfigyelték, hogy nagy frekvencidn torténd stimulalds a tovabbiakban konnyebb
ingerelhetdséghez vezetett, mely képesség jelentds idon keresztiil megmaradt (akar
honapokig is), ezt a folyamatot 1966-ban irta le Limo és nevezték el LTP-nek. LTP
esetében az akcids potencidl konnyebben és nagyobb mennyiségben valt ki glutamat
felszabadulast. LTD soran pont ellentétesen, alacsony frekvencian torténd stimulalas
soran nehezebben ingeriilhetd szinapszisok alakultak ki [68, 163]. Az LTP jelenléte
kimutathatdé az agy jelentds részében, de legintenzivebben a hippocampusban
tanulmanyoztadk, mely esszencidlis az un. explicit memoria kialakulasdhoz és

fenntartasahoz.

Az LTP tovabbi megértés¢hez az excitatoros glutamat receptorainak megismerése
elengedhetetlen. A glutamat receptorok két nagy csaladra oszthatdak, ionotrdp
receptorokra és metabotrop receptorokra. Haromféle ionotrép és nyolcféle metabotrop
receptort ismeriink jelenleg [68].

Az ionotrop receptorok kozos jellemzdje, hogy kation csatornaként funkciondlnak, és
megnyitasukat a glutamat kotddése elosegiti. A metabotrop receptorok G-proteinhez
kapcsolt receptorok, melyek kiilonbozd intracellularis folyamatokat inditanak el
glutamat kotddésekor. Az ionotrdp receptorokat tovabbi harom alcsalddra osztjuk
szelektiv agonistaik alapjan, ugyanis ezek a glutamat receptorok miikodésiikben és
fiziologias szerepiikben is jelentésen eltérnek. A harom f6 tipus tehat az N-metil-D-

aszpratatra nyildé Gtn. NMDA receptorok, az o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-
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propionsavra (AMPA) nyilé tn. AMPA receptorok, valamint a kainatra nyilo kainat
receptorok. Az AMPA ¢és a kainat receptorok az egész kozponti idegrendszerben
sz¢leskorben megtalalhatoak, és gyors ingeriiletatvitel biztositasaban jatszanak fontos
szerepet; a glutamat kotédésekor miliszekundumok alatt deszenzitizalodnak. Az NMDA
receptor aktivalodasa egy lassabb folyamat az AMPA receptor aktivalodashoz képest,
azonban akar tobb szadz milliszekundumig is képes aktiv maradni. Az NMDA
receptorok aktivalodasa a bejovo ingeriiletek térbeli és iddbeli Osszegzésének az
eredménye [68]. Az egyes csaladokon kiviil tovabbi variabilitast jelent a receptorokat
felépitd alegységek variancidja, melyek alapvetden befolydsoljak az egyes receptorok
viselkedését [68]. Mindharom ionotrop glutamat receptor Na*, K* & Ca?* ateresztd
képességgel rendelkezik, mely a Na* és a Ca?* jonnal az intracellularis iranyba torténik,
tehat a sejtet depolarizaljak és akcids potencial kivaltasara alkalmasak. A K* a sejtbl
kifelé az extracellularis tér iranyaba aramlik. A glutamat receptorok alegységeitol
fliggden azonban a kalcium és a natrium ionok vezetése kozott jelentds eltérések
vannak. A GluA2 alegység jelenléte nagy natrium premeabilitast biztosit alacsony
kalcium bearamlds mellett. Ennek az alegységnek a hidnyakor a kalcium
vezetOképessége lesz jelentdsebb. Az NMDA receptorok sajatossaga, hogy nagy
kalcium vezetdképességgel rendelkeznek [33, 99, 109, 197]. Mind az AMPA és kainat,
mind az NMDA receptorok részt vesznek az excitatoros posztszinaptikus potencial
kialakitasaban glutamat kotddésekor. A depolarizacié hatdsara egyéb szinaptikus
bemenetek vagy nem-szinaptikus membran csatornak indithatnak akcios potencialokat
[68]. Az NMDA receptoroknak fontos szerepe van az idegrendszeri fejlédésben, a
szinaptikus plaszticitas kialakuldsaban, a memoria formacioban, valamint a tanuldsban

is [33, 76, 131, 183].

Az NMDA receptorok szabalyozasa nagyon Osszetett, tobb regulacios 1épést is magaba
foglalo folyamat. Nagy kiilonlegessége, hogy aktivalédasahoz egy agonista és egy ko-
agonista egyidejii kotédése sziikséges [68, 91]. Az agonista a leggyakrabban glutamat,
de egyéb agonistak is képesek az NMDA receptor aktivaldsara, mint példaul az L-
aszpratat, valamint ennek tiikorképi parja, a D-aszpartat. Régebben a ko-agonistak koziil
a glicint tartottak a legfontosabbnak [68, 91, 183], azonban az analitikai technikak
fejlodésével kimutattak, hogy a glicin kotohelyhez sokkal nagyobb affinitassal képes

kotédni a D-szerin [50, 155, 198]. Tovabbi fontos regulalé molekulak a magnéziumion,
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ami az NMDA receptor ioncsatornajaban elhelyezkedve fesziiltségfiiggd blokkot hoz
létre, a cink és a hidrogénion [182], melyek gatldo hatast fejtenek ki, illetve a
poliaminok, amik a receptor aktivalasat segitik el6. A pH fiiggé gatlas ischaemia (pl.
stroke) fennallasakor kiemelten fontos lehet, mert meggatolja a tovabbi NMDA
aktivalast. A poliaminok (pl. spermin és spermidin) a protonok megkotésével pH
fliggben szabalyozzak/fokozzak az NMDA receptor miikodését [182]. Az agonista és a
ko-agonista egyiittes kotodésén kiviil részleges depolarizacio is sziikséges ahhoz, hogy
az NMDA receptor magnézium blokkja feloldhato legyen [76, 112, 125, 183]. Az
NMDA receptor antagonistai az anesztetikumként hasznalt ketamin, az MK-801 és a

kabitoszerként ismeretes fenciklidin (1. bra).

Gly/NMDA/ L @ @
és D- Aszpartat

Poliaminok

Glicin/D-Szerin

®

1. dbra: Az NMDA receptort regulaléo molekulak és ionok kotéhelyei (forras:
http://www.mdpi.com/1424-8247/6/2/251/htm)

Az LTP kialakulasnak alapja, hogy a preszinaptikus ingeriilet soran glutamat szabadul
fel, mely a posztszinaptikus AMPA, majd késébb NMDA repceptorokat aktivalja. Az
AMPA receptorok biztositjak a megfeleld depolarizaciot natriumion bedramléasa révén,
mely feloldja az NMDA receptorban talalhatd magnéziumion blokkolo hatasat. Az
NMDA receptorokon keresztiil torténd kalcium bedramlds szdmos intracellularis

biokémiai folyamatot indit el, mely jelentdsen megvaltoztatja az adott neuron
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mikodését. Attol fliggden, hogy milyen intracellularis folyamatok indulnak el, ezek
segithetik, vagy gatolhatjak az NMDA tovabbi aktivaciojat [35, 68, 180].

Az NMDA receptorok aktivalodasa és lassu inaktivalodasa, valamint az elinditott
intracellularis folyamatok képezik az LTP, valamint az LTD alapjait [33, 75, 100, 146].
Ahogy fentebb emlitésre keriilt, az LTP feltétele a megfeleléen hossza ideig tarté nagy
frekvencidji  stimuldlas. Ez a stimuldcié sziikkséges az NMDA receptorok
aktivalodasahoz, ami felel0s az LTP kialakulasaért [68]. A glutamatrendszer korforgasat

a 2. abra mutatja be.

Kapillaris ér

Gliikéz + O,
CO,+ H,0
Aminosavak
Glutamin +
laktat

Axon
terminalis

Mitokondrium

neurotranszmitter tulcsordulas [ 1 EAAT3/4

a kdmyez0 szinapszisokba

2. dbra: A glutamat altal kozvetitett neurotranszmisszio (Az abra forrasa: [68]).
A szinaptikus végkésziilékben a glutamat tartalmu vezikulak akciés potencial
hatasara fuzionalnak a sejtmebrannal és tartalmuk a szinaptikus résbe iiriil. A
glutamat a posztszinaptikus dendritikus tiiskén talalhato ionotrop (AMPA,
NMDA), illetve metabotrop (mGlu-R) receptorokhoz koétéodhet, valamint
felvevodhet a specifikus glutamat transzportereken keresztiil (EAAT 3/4). A
felszabadult glutamatot szinapszis kozelében 1évo asztrocitak specifikus
transzportereik révén (EAAT 1/2) felveszik, majd enzimatikus uton glutaminna
alakitjak. A glutamin az asztrocitakbol transzportereken keresztiil (SA, illetve
SN) ismét a szinaptikus végkésziilékbe Kkeriil vissza, ahol a mitokondrialis
glutaminaz enzim glutamatta alakitja. A glutamat az EAAT2 transzporter
révén kozvetleniill is visszavevodhet a szinaptikus végkésziilékbe. Nagy
mennyiségii transzmitteriiriilés esetén a glutamat molekulak eljutnak a
kornyezo szinapszisokhoz is.

10
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1.2 Excitotoxikus folyamatok, az NMDA receptor szerepe Kiilonbozé patologias

folyamatokban

Az 1970-es években nyert felismerést, hogy a glutamaterg rendszer tilmiikodése
patologias allapotokhoz vezethet. A glutamaterg rendszer aktivalodasa fontos a
neuronalis novekedésben, azonban a tilzott aktivitas excitotoxikus sejthalalhoz vezet. A
tulzott aktivalas az NMDA receptorokon keresztiil bearamloé kalciumionoknak
koszonhetden apoptotikus folyamatokat indit el. Egy masik érdekes tedria alapjan az
NMDA receptorok lokalizacioja is befolydsolja, hogy neurondlis ndvekedést, tehat
trofikus hatast mutat az NMDA receptor aktivalodésa, vagy az apoptézist facilitalja. E
szerint a szinapszisban talalhat6 NMDA receptorok feleldsek a trofikus hatasért, mig az
extraszinaptikus NMDA receptorok felelések azokért az intracellularis folyamatokért,
melyek apoptozist indukalnak [61, 68]. Az utdbbi eset akkor johet 1étre, ha a glutamat
felszabadulas mértéke meghaladja a visszavételét, ekkor a glutamat a szinapszist
elhagyva (spill over jelenség) képes aktivalni az extraszinaptikusan elhelyezkedd
NMDA receptorokat is. Ilyen allapot ischaemias koriilmények (pl. stroke vagy trauma)
kozott kovetkezik be, amikor is a glutamatot a szinapszisbol eltavolitd un. reuptake
mechanizmusok szenvednek karosodast.

A glutamaterg rendszer, valamint az NMDA receptorok hibas miikodésének szerepét
egyéb multifaktorialis neurologiai betegségekben is felvetették, mint példaul az
Alzheimer-kor, a skizofrénia [18, 33, 68, 100, 131, 200], vagy akar az epilepszia [82,
205].

Az Alzheimer-kor egy sulyos demenciaval jar6 progediald neurodegenerativ betegség
[3, 8, 12, 16, 53, 134, 142, 143, 144]. Az Alzheimer-kor korai fazisaban a kognitiv
funkcidkért felelés agyi kéreg, valamint a hippocampalis teriiletek szenvednek
karosodast, melyek a betegség legjellemzdobb tiinet¢hez, a demencidhoz vezetnek.
Ezeknek a teriileteknek a f6 beidegzése glutamaterg [68, 200]. Az NMDA receptorok
szerepét igazolja, hogy az Alzheimer-kor kezelésében gyakran haszndlatos memantin,
mint NMDA-receptor csatorna-gatlo a betegség elején jo hatassal bir.

Skizofrénia esetében is felmeriilt az NMDA receptor szerepe [17, 33, 50, 96], ugyanis
az NMDA receptor gatlo vegyliletek, mint példaul a ketamin, vagy a fenciklidin, a

skizofrénidhoz hasonld pszichotikus allapot eldidézésre alkalmasak. Maga a skizofrénia
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egy komplex heterogén korkép, melynek pozitiv, negativ €s kognitiv tiinetei is vannak.
A skizofrénidban az NMDA receptorok alulmiikodését teszik feleldssé a negativ
tiinetekért (passzivitas), ezért felmeriilt a ko-agonistak (glicin és D-szerin) jotékony
hatasa a betegségben, foleg, hogy e beteg populacidban csokkent D-szerin mennyiséget
irtak le [18, 19, 42, 50, 97, 184, 192]. Tovabbi érdekesség, hogy a Kinurénsav
mennyisége emelkedett e betegeknél, mely az NMDA receptorok endogén antagonistaja
a glicin/D-szerin koétéhelyen [33, 136].

hatasuk, mig az ismert antagonista vegyiiletek skizofréniaszerii tiineteket okoz6 hatasuk
miatt nem alkalmazhatoak [93]. A jovében a szabalyozd, modulald hatasu vegyiiletek
kaphatnak nagyobb szerepet, ehhez azonban sziikséges feltarni a fizioldgias, illetve

patoldgias allapotok mogdtt huzodo szabalyzé mechanizmusokat.

1.3 A D-aminosavak eléfordulasa a természetben

1.3.1 Kiralitas

A természetben az egyes vegyiiletek kozott kiilonb6z6 izoméridk figyelhetok meg. Az
1izoméria gordg eredetli szo, jelentése: egyenld rész. Azon molekulak melyek izomerek
egymassal, azonos Osszegképlettel irhatok le. Fiziologias szempontbol az izoméria
egyik csoportjan, a sztereoizomérian beliil talalhato optikai izoméria tekintheté az egyik

legfontosabbnak.

Az optikai izomerek fizikai és kémiai tulajdonsagai teljesen megegyeznek, az egyetlen
kiilonbség, hogy a sikban polarizalt fényt ellentétes iranyba forgatjak [152]. Ezek a
vegyliletek egymasnak tiikorképi parjai, Un. enantiomer parok (3. abra), melyek a
molekulan beliili szabad rotaci6 segitségével sem hozhatok fedésbe egymassal. Az ilyen
molekuldkat kirdlis molekuldnak nevezziik. Farmakologiai szempontbdl az
enantiomerek jelenléte kiilonosen fontos, hiszen az egyes tiikkdrképi parok eltérd

farmakodinamias hatassal és/vagy farmakokinetikai tulajdonsagokkal rendelkezhetnek.
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3. abra: Enantiomer parok bemutatisa

forras: https://hu.wikipedia.org/wiki/Optikai_izom%C3%A9ria

A kiralis molekulak optikai centrumait altalaban a szénatomok adjak, melyek négy
kiilonb6zd szubsztituenst tartalmaznak, lehetOséget adva igy a kiralitas kialakitasara.
Aminosavak esetében a kozponti szénatom egy karboxil, és egy amino csoporthoz,
valamint egy hidrogénhez és az aminocsoportot meghatarozd R-szubsztituenshez
kapcsolodik. Konnyen belathatd, hogy kémiailag a glicin kivételével mindegyik
természetben el6forduldo a-aminosavnak létezik enantiomer parja. Az elnevezése az
egyes enantiomereknek a latin nyelvbdl ered, attdl fliggéen, hogy merre forgatjdk el a
sikban polarizalt fényt. Amennyiben balra forgatja az adott enantiomer, akkor a laevus
latin ,,balra” szobol eredéen L-izomerrdl beszéliink, mig amennyiben jobbra, gy a
dexter ,jobbra” szobol eredéen D-izomerr6l [50]. A régi homokiralis nézettel
ellentétben ma mar kijelenthetd, hogy az aminosavak D-enantiomerjei is megtalalhatoak
a természetben, azonban az el6forduldé aminosavak L-izomere joval nagyobb
mennyiségben fordul elé a D-izomerekhez képest. Ujabban egyre tobb D-aminosavrol
deriil ki, hogy egyéb funkciokat toltenck be a szervezetben, igy, mint hormon,

neurotranszmitter vagy neuromodulator [21]. Az enanitomerek analitikai
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elvalasztasanak lehetdségeit és nehézségeit az elvalasztastechnika fejezetben ismertetem

részletesen az 1.5.2 fejezet alatt.

1.3.2 D-aminosavak az idegrendszeri szabalyozasban

A D-aminosavak a szervezetben biokémiai Uton keletkezhetnek, vagy a taplalékbol
keriilhetnek felvételre. A taplalékban a nagy mennyiségli L-izomer hd, vagy erjesztés
hatasara képes atalakulni D-izomerré. A D-aminosavak biokémiai keletkezésében az
aminosav-racemaz enzim vesz részt, mig lebontasukban a D-aminosav-oxidaz (DAAO)
a legfontosabb. A racemdzok képesek az L-izomer aminosavbdl D-izomerli aminosavat

eléallitani és vissza. [50, 57].

A D-aminosavak koziil az idegrendszeri szabalyozasban legfontosabb a D-szerin [50,
198], valamint a D-aszpartat. A D-szerin szintézisét a szerin-racemaz enzim katalizalja
L-szerinb6l, mig lebontasaért a DAAO felelés. A D-szerin legfontosabb szerepe az
NMDA receptoron valdé neuromodulator funkcioja [7, 47, 50, 115]. Legel6szor
Hashimoto és mtsai. mutattak ki D-szerint patkdny agyanak a frontalis részébdl, mely az
Ossz-szerin mennyiségének 20-25%-at tette ki [64]. Az emlésok frontalis agyrészeiben
foleg a hippocampalis, hipothalamus, valamint a striatalis részben mutattak ki D-szerint
nagy mennyiségben. Kis mennyiségeket talaltak a cerebellumban, a medulla
oblongataban, valamint a spinalis részeken [67]. Neonatalis patkanyokban és egerekben
a cerebellumban nagy mennyiségii D-szerint mértek, mely a korral folyamatosan
csokken, mig a frontalis részekben a késdbbiekben is nagyobb mennyiségben van jelen
[67]. Mennyiségileg fajtol és agyteriilett6l, valamint analitikai modszert6l fiiggden 7-
340 nmol/g koncentracioban mértek D-szerint bioldgiai mintakbol [172]. A feljebb
részletezett NMDA receptoron betoltdtt neuromodulétor szerepét a D-szerinnek tovabb
erdsiti az a tény, hogy az NMDA receptor disztribuciojaval dsszhangban talalhaté meg a
kozponti idegrendszerben, szemben a glicinnel [50, 66, 155]. A D-szerin képes kivaltani
az NMDA medialta excitotoxikus mellékhatast, mig a glicinnél ezt a hatast nem irtak le,
igy felmeriilt, hogy a glicin szerepe inkabb egy szabalyoz6 funkcid, megakadalyozva

igy a D-szerin NMDA receptoron keresztiil érvényesiilé excitotoxikus hatasat [50, 159].
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Jelenleg is vita targyat képzi, hogy a D-szerin szintézisének szintere neurondlis vagy
glia eredetli. A legjabb eredmények szerint a termelédésének helye foként neuronalis,

melyeket a neuronalis sejt kultraknal kimutathaté D-szerin igazolt [50, 84, 148].

Amig azonban a D-szerin neuromodulator funkcio6jat széles korben tanulmanyozzak, a
D-aszpartat pontos szerepe jelenleg kevéssé ismert. A D-aszpartat szintézisét az
aszpartat-racemaz enzim katalizalja L-aszpartatbol, mig lebontasat a dikarbonsavak
metabolizmusaért felelds D-aszpartat oxidaz (DDO) katalizalja, mely a D-glutamatot és
az NMDA-t is képes lebontani a D-aszpartat mellett [22, 28, 50, 71, 85, 129]. T6bb
vizsgalat is igazolja, hogy endogén modon keletkezik a D-aszpartat [107, 199], valamint
egér agyabol sikeriilt kimutatni a D-aszpartat racemaz enzimet [87, 129]. Bakterialis
jelenléte peptidoglikén lancban, valamint puhatestiieckben vald el6fordulasa régebb ota
ismert [24, 26, 129], mig emlésokben csak késébb keriilt leirasra. Csirkékben [122,
204], patkanyokban [34, 63] és emberben [63] az idegrendszer fejlédése alatt nagy
mennyiségben mutathato ki a D-aszpartdt, azonban felndtt korra a mennyisége leesik,
igy feltételezett, hogy az idegrendszer fejlodésében tolt be kulcs fontossagl szerepet,
mint neuromodulator. Dunlop és mtsai. irtak le eldszor 1986-ban a D-aszpartatnak a
csokkenését patkany agyféltekékben a kor elérehaladtaval [34]. A vizsgalt kisérleti
allatok szdveteiben nagyon kiilonbozé mennyiségben fordul eld, a kozolt adatok 10-500
nmol/g szovet tartomanyban valtoznak [30, 85]. A tudomany jelenlegi allasa szerint a
D-aszpartat az  idegsejtekben  termelédik a  D-aszpartat-racemaz  enzim
kozremiikodésével, és az éretlen neuronokban mutathatd ki nagy mennyiségben [87,
151]. A legljabb kutatdsi eredmények kimutattdk, hogy a D-szerin keletkezéséért
felelds szerin-racemaz enzim is képes a D-aszpartat szintézisére [72, 77]. Ebben az
értelmezésben a szerin-racemdz két NMDA receptor miikodéséhez elengedhetetlen
modulator szintézisérdl is gondoskodik. A neuronok nagy tobbsége embrionalis fejlédés
soran alakul ki. Némely fajnal azonban nem ritka, hogy a posztnatdlis korban is
megfigyelheté még a neuronalis képzédés [55, 195]. Csirkéknél leirtak, hogy a
kikelést6l szamitva még tart az idegrendszeri fejlédésiik néhany hétig [60, 113, 167]. A
fejlodésével. Emellett nagyobb mennyiségben talalhato a nagy proliferacios kapacitassal
biré régiokban [63]. Id6fiiggését jol mutatja a nagy mennyiség jelenléte embrionalis

korban, majd hirtelen esése a sziiletés utan [37]. A D-aszpartat disztribtcidja az egyes
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agyteriileteken eltérd, melyet Sakai és mtsai. immunhisztokémiai moddszerekkel
igazoltak. Lokalizaciojat tekintve intracellularisan talalhato, ahol is eldszor a sejtmag
kozelében észlelték, majd késObb egyre tavolabb, végiil az axonoknal, ami szintén a
neuronalis differenciacioban jatszott szerepét igazolja [151].

Azokon az agyteriileteken lehetett magasabb D-aszpartat koncentraciot kimutatni, ahol a
lebontésért felelds DAO enzim kis koncentracioban volt megtalalhatd. Feltételezett,
hogy ezeken a teriileteken, ahol funkcionalitassal bir a D-aszpartat, kevéssé expresszalt
a DAO enzim [129, 156]. Felszabadulasa Ca®" fiiggd, kémiai és elektromos stimulussal,
tovabba kalium-kloriddal (KCI), nikotinnal, noradrenalinnal és acetilkolinnal is
kivalthato [31, 110, 129]. A fenti eredmények ellenére feltételezik, hogy a D-aszpartat
felszabadulasa spontan és folyamatosan torténik, fiiggetleniil az exocit6zistol. Ezt az
allaspontot szintén tobb vizsgalattal aldtdmasztottdk. A vizsgalatok soran kiilonb6zo
sejtkultarakban mértek allando D-aszpartat felszabadulast, valamint az exocitozisban
nélkiilozhetetlen SNAP-25 fehérjének gatldisa nem befolyasolta a D-aszpartat
felszabadulasat [94, 107].

Szamos kutatd irta le a D-aszpartat feltételezett neurotranszmitter és neuromodulator
szerepét [10, 21, 30, 43, 129, 154, 165]. Kimutattak, hogy a D-aszpartat képes az
NMDA receptorok aktivalasara [188], valamint az AMPA receptorokon
neuromodulator hatasa van, mely esetben csokkenti a receptor aktivalodasdhoz
sziikséges id6t [10]. D’ Anellio és mtsai. emelkedett cAMP szintet mértek patkdnyban
D-aszpartat hatasara, ami az intracellularis jelatviteli szerepét is felveti a D-aszpartatnak
[30]. Egy masik érdekes lehetéség, melyben a D-aszpartat mintegy prekurzor
molekulaként szerepel az NMDA szintéziséhez, hozzdjarulva igy az endogén NMDA
hipotézisé¢hez [23, 27, 29, 129, 153, 179]. Felmeriilt, hogy a D-aszpartat feltételezett
hatésait valgjaban az NMDA kdozvetiti, azonban sok agyteriileten nem talaltak NMDA-t,
ahol a D-aszpartat kimutathat6 volt.

Elettani funkcidkat tekintve tSbb publikacio is beszamol a D-aszpartat kognitiv
funkciokban betoltott szerepérdl, mely az NMDA receptor L-glutamat kotéhelyhez
torténd kotodése €s agonista hatasabol ered [40, 129]. Ebbdl kovetkezik, hogy akarcsak
a D-szerinnek, a D-aszpartatnak is fontos szerepe lehet a tanulasban és a memoria
kialakulasaban, valamint az NMDA receptorhoz kothet6 betegségekben is [85, 129].

Ezeket az Allitasokat kulonbozo allatkisérletekkel és skizofrénia modelleken is
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tesztelték. Az egyik ilyen vizsgélatban kronikusan hoztak 1étre D-aszpartat emelkedést,
mely gyengitette a gyogyszeresen indukalt skizofrénia tiineteket [39], mig egy masik
vizsgalatban per os adagolt D-aszpartat javitotta a patkanyok térbeli tanulasi képességeit
a kontroll csoporthoz képest. Tovabba, amelyik patkdnynak a hippocampusaban
nagyobb mennyiségli D-aszpartatot mértek, azok az allatok kdnnyebben végezték el a
kiilonb6z6 feladatokat [181]. Errico és mtsai. kimutattak egéren, hogy a D-aszpartat
képes volt kivédeni a korral jaro hippocampalis szinaptikus plaszticitdsokban fellépd
gyengiilést, amibdl arra kovetkeztethetlink, hogy képes meggatolni az NMDA receptor
jelatvitel gyengiilését [38]. Egy masik érdekes kimutatast hajtottak végre D’Anellio és
mtsai. 1998-ban  Alzheimer-kéros human betegek agymintaiban (neocortex,
hippocampus és amygdala), ahol is csokkent D-aszpartat szintet talaltak ellenben a
cerebellummal, mely mentes az Alzheimer-kor neuropatologiai valtozasaitol, ezzel is
tovabb novelve az evidenciat a D-aszpartat memoriaképzo és tanuldsi folyamatokban

betoltott szerepére vonatkozoan [25].

1.4  Mikrodializis

A mikrodializis alapjait Delgado és mtsi. dolgoztak ki még 1972-ben, azonban a
technikai fejlodésnek koszonhetéen manapsag rutin eljarasnak szamit [32]. A
mikrodializis célja a kisérleti allatok szovetei extracellularis kornyezetének in vivo
vizsgélata, mely kiilonosen az agyszOvet esetén ad lehetdséget a felszabadulo
neurotranszmitterek és neuromoduléatorok 1d6 fliggvényében torténd monitorozasara. A
mikrodializis soran egy specialis szondat iiltetnek a vizsgalni kivant szovetbe, melynek
a szovetbenyltld vége egy szemipermedbilis membranbol all. A szondan keresztiil
folyamatosan perfuzios folyadék kering, igy az alacsony molekulatomegii komponensek
a koncentraci6 gradiensnek megfelelden a membranon atdiffundalva a perfuzios
folyadékba keriilnek. Ezzel szemben a nagy molekulatomegii komponensek (pl.
fehérjék) tovabbra is az extracellularis kdrnyezetben maradnak, hiszen a féligateresztd
membran barrierként szolgal a makromolekuldknak. A mikromolekuldkat a perfuzios
folyadék frakciokba gytijtik, melyek utana analitikai modszerekkel vizsgalhatoak, és igy
az extracellularis kornyezet Osszetétele és iddbeli valtozasa vizsgalhatd. Az idedlis

perfuzios folyadéknak, melyet gyakorlatban hasznalnak, a fiziologias viszonyokat kell
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utdnoznia. Agyszovet vizsgalata esetén példdul a mesterséges gerincveld folyadékot
(ACSF) perfundalnak, igy megtartva az in vivo szdveti homeosztazist. Tipikusan 1-5
ul/perc atfolyasi sebességet alkalmazva az iddbeli felbontastol fliggben néhany
mikroliter térfogati mintak nyerhetdek. A dializis membranon keresztiil torténé diffazid
alapvetéen nem egyensulyi folyamat [203]. A dializis hatasfoka 20-80% ko6z6tt mozog,
értékét befolyasolja a szonda geometridja, a vizsgalandé vegyiilet, az atfolyasi sebesség,
valamint az alkalmazott membran porusmérete iS. Az extrackios hatasfok in vitro
koriilmények kozott mérhetd, azonban nehezen interpretalhatd in vivo koriilményekre
[135, 150]. Ebbdl kovetkezik, hogy a vizsgalt vegyiiletek extracellularis térbeli abszolut
koncentracidja ezzel a modszerrel pontosan nem meghatarozhat6. Vizsgalhatoé viszont
az egyes stimulusokra bekodvetkezd komponens koncentracid véltozdsa egy adott
kontrollcsoporttal szemben. A valtozast ilyen vizsgalatokndl ezért mindig az
alapkoncentraciohoz viszonyitva adjak meg szazalékosan. Agyszovet vizsgalata esetén
jol  kovethetd ilyen vizsgalati moddszerrel az egyes neurotranszmitterek,
neuromodulatorok felszabadulasa, valamint annak mechanizmusa, illetve ebbol adodoan
a neuronalis folyamatokban betoltott szerepiik. Korldtozza a mikrodializis
alkalmazhat6sagat a szonda nagysaga, ugyanis igy csak szovettanilag egységes nagyobb
agyteriiletek vizsgéalhatéak. Eldnye, hogy éber, mozgdsaban nem korlatozott allatok
vizsgalhatoak vele in vivo. Ebbdl kifolydlag kivaldan alkalmas komplex
mechanizmusok tanulmanyozasara, mint példaul a tanulasi folyamatok, viselkedési
formak neurokémiai hatterének esetleges feltarasara. Gyakorlatban szinte az Osszes
neurotranszmitter vizsgalhat6. Az adott neurotranszmitterek enzimatikus bontdsa nem
mehet végbe a szemipermedbilis membranok barrier funkcidja miatt, ugyanis az
enzimatikus lebontashoz sziikséges enzim tovabbra is az extracellularis térben marad. A
nyert mintdkat ezért nem kell tovabbiakban el6késziteni és fehérjementesiteni. A
neurokémiai hatdsok felderitéséhez egy tovabbi nagy elénye, hogy a diffazid
lehetdséget biztosit vizsgalandd, vagy ismert farmakonok bejuttatasara az extracellularis
térbe, €s e gyogyszerek altal kivaltott hatdsokat is lehet vizsgalni.

A szamos elénye mellett, természetesen szot kell ejteni a modszerkorlatozé tényezdirdl
is. Legfontosabb hatranya, hogy a kinyert mintdk az adott neurotranszmittert nagyon kis
koncentracioban (<uM) tartalmazzak, tovabba a megfeleld id6éfelbontds megtartasa

nagyszamu kis térfogat minta gytijtésével jar, ezért vizsgalatukra nagyon érzékeny, kis
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mintaigényli, kdnnyen automatizalhat6 és specifikus analitikai modszerek sziikségesek
[98]. Igaz az aramlasi sebesség csokkentésével a mintak valamelyest dusithatoak,
ugyanis tobb idé van igy a diffuziora, viszont ekkor a vizsgéalati komponens
koncentraciojanak idébeli valtozdsarol nyert informacidkban kovetkezik be
mindségromlas. Egy kovetkezd jelentds hatranya, hogy akarmennyire kis miitétrl
legyen is szo, a mikrodializis technika egy invaziv eljaras, mely a kornyezd szdvet
karosodasdhoz vezet. A mikrodializis eljarasbol kovetkezik, hogy szamos egyéb
mikrokomponens is atkeriil a perfuzios folyadékba, tigymint metabolitok ¢és fontos
regulacios molekuldk, melyek koncenteraciocsokkenése az adott kornyezetre hatdssal
lehet. Ki kell emelni, hogy az ionkoncentracié természetesen nem valtozik, de egyes
novekedési faktorok, vagy tdpanyagforrasok, mint példaul glikoz ¢és laktat
koncentracioja csokken. Egy masik vitat generald kérdés, hogy a szonda helyzete miatt
a felfedezett valtozasok nehezen interpretdlhatdak szinaptikus szinten. A transzmitterek
visszavételéért és lebontasaért felelés fehérjék folyamatosan jelen vannak és ezek is
ellenére a mikrodializis jelenleg is elterjedt vizsgdlomodszer az idegtudoméanyokban,

alkalmazaséaval a neurotranszmisszidra vonatkozo értékes informacidk nyerhetdek.

1.5 [Elvalasztastechnikai modszerek és osszehasonlitasuk

A leggyakrabban alkalmazott elvalasztechnikai eljarasok a kromatografias modszerek.
Szamos folyadék és gazkromatografias modszer ismert, melyek alapja, hogy egy adott
kozegben az allofazissal eltérd erdsségli kolesonhatasok alakulnak ki a szétvalasztando
komponensek kozott, igy a migraciojuk sebessége kozott eltérés fog kialakulni. J6 példa
a kromatografidss modszerekre a leggyakrabban hasznalt nagyhatékonysagi
folyadékkromatografia (High Permormance Liquid Chromatography, HPLC), a
vékonyréteg kromatografia, valamint a gadzkromatografia. Sokrétii felhasznalhatosaguk,
valamint konnyen automatizadlhatdé mivoltuk miatt a HPLC technikdk tekinthetdek a
legelterjedtebb elvalasztasi modszernek a gyogyszeripar teriiletén. Az irodalomban
szamos biologiai mintakbol torténd aminosav meghatarozas keriilt leirasra HPLC

modszerrel [25, 52, 57]. A klasszikus kromatografia elterjedése a gyogyszeranalitikaban
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annak koszonhetd, hogy nagy variacids lehetdséget kinald technika. Az ijabb irodalmak
attekintése soran leginkdbb HPLC-MS kapcsolt technikak keriiltek leirdsra, amikor is a
HPLC-t egy (vagy akar ketté) tomegspektrométerrel kapcsoljak Ossze [83, 164].
Gyakori, hogy a nagyobb elméleti tanyérszamot ¢&s, ebbdl kovetkezden, szebb
csucsalakot eredményezd UPLC késziiléket kombinaljak a tomegspektrométerrel [202].
Ekkor Ultra Nagyhatékonysagii Folyadékkromatografiarol beszéliink, aminek
kiilonbsége a nagyobb nyomas biztositasaban reljik, ugyanis ekkor az oszlopokban levo
részecskeatméré a HPLC-hez képest joval kisebb (=1,7 um), ami nagyobb nyomasesést
okoz, viszont kisebb a cstcsszélesedés (az elméleti tanyérszadm ekkor megkozeliti a
kapillaris elektroforézisnal tapasztaltat). A HPLC technikdk soran a mozgofazis (eluens)
egy viz-szerves folyadékelegy, mely szallitja a meghatarozandé komponenseket. Az
allofazis pedig az oszlopba toltott szilard részecskékbdl all. A leggyakrabban az Un.
forditott fazist elvalasztasok terjedtek el a gydgyszeranalitika teriiletén, ahol is az
allofazist hossza szénlanct (C18) molekulak alkotjak, és az elvalasztas a komponensek
lipofilitdsanak kiilonbségébdl adodik. A HPLC technikdk esetén a biologiai mintakbol
torténd kiralis elvalasztas torténhet indirekt vagy direkt modon. Direkt elvalaszas esetén
altalaban két oszlop egyidejli hasznalatat igényli, ahol az egyik oszlop a kiralis all6fazist
biztositja, mig a masik a gyakran hasznalt forditott allofazist. Ezek a technikak azonban
bonyolult miiszerezettséget igényelnek, valamint a két oszlop kozotti holttérfogat a
diffizionak, és igy a csucsszélesedésnek kedvez. Indirekt elvélasztis esetén az
elvalasztas eldtt torténik meg az enantiomer parok szarmazékképeztetése valamilyen
kiralis vegyiilettel, mely esetben mar diasztereomer viszonyban allo vegyiileteket
kapunk. A modszer legnagyobb hatranya, hogy az ilyen szdrmazékképzd vegyiiletek
enantiomer tisztasaga nagyban befolyasolja a diasztereomer képzést. A fentebb emlitett
MS detektalas szamos elonye ellenére azonban rengeteg megkotéssel is jar. Megfeleld
csatlakozés, valamint specialis olddszerek hasznalata sziikséges, amely kevesebb
lehetdséget biztosit az analitikus szamdra. Ezen feliil ez a miiszerezettség kifejezetten
draga, valamint a nagy oldoszerigény tovabb emeli az anyagi koltségeket [172].

Az irodalomban gazkromatografias (GC) techinkak is fellelhetdk biologiai mintdkbol
torténd aminosav analizisre. Nevébdl adodoan a GC esetében a mozgo6fizis gaz
halmazallapota. Az allofazis ezesetben szintén lehet szilard, valamint helyhez kotott

folyadék. Ha az 4llofazis adszorbens tulajdonsagli, akkor gaz-szilard, vagy un.
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adszorpcids gazkromatografiardl, ha nem illékony folyadék, akkor gaz-folyadék, vagy
un. megoszlasos gazkromatografiardl beszélink. A mozgdfazis lehetdleg legyen
k6zombos az allofazissal szemben itt is, akar csak a folyadékkromatografia esetében.
Az elvalasztas alapja a mintakomponensek eltérd kolcsonhatdsa a kiilonb6zo
allofazisokkal [5]. A kiralis elvalasztas itt is torténhet direkt, valamint indirekt modon.
Az irodalomban f6leg a Chirasil-L-Val oszloppal értek el aminosav elvalasztasokat
biologiai minakbol [132], de ciklodextrin alloéfazist oszlop alkalmazasra is van példa
[172, 191]. Indirket GC kiralis médszerek is talalhatok az irodalomban, azonban joval
kevésbé elterjedt a direkt eljarasokal szemben. Hasegawa és mtsai. hasznaltak (+)-o-
metoxi-a-trifluorometil-fenilacetil-kloridot ~ diasztereomer képzéshez. Maodszeriik
érzékenysége azonban elmaradt az irodalomban fellelhetd6 HPLC és késObb ismertetésre
keriil6 kapillaris elektroforézis modszerekétdl. Csak a legnagyobb mennyiségben
eléforduld D-szerin vizsgalatara alkalmazhato leginkabb [62].

A gyogyszer és biokémiai kutatdsok soran leggyakrabban hasznalt kromatografias
eljarasok mellett széles korben elterjedt az elektroforetikus technikdk alkalmazasa is.
Kis térfogatban rendelkezésre allo biologiai mintdk esetében a HPLC relative nagy
mintatérfogat igénye és hosszabb analizisideje miatt elényosebb az anyagilag
kedvezObb, kis mintaigényli, gyors elvalasztast biztosito, elektroforetikus modszerii
kapillaris elektroforézist alkalmazni [172]. Az aminosavak vizsgalatat tovabb neheziti,
hogy hidrofil kis molekuldkrol van szo, mely esetben a HPLC soran ismertetett forditott
fazis haszndlata csak valamilyen kémiai reakcidé Utjan érhetd el (szarmazékképzeés,
komplexalodas stb.).

Az irodalomban kiilonb6z6 allatfajok agyteriileteibdl a HPLC-vel [54, 65, 83, 88, 90,
169, 170], GC-vel [11, 157] és kapillaris elektroforézissel [74, 208, 210] torténd

aminosav meghatarozasok dominalnak.

1.5.1. Kapillaris elektroforézis

Az elektromigraciés technikdk soran a migracid6 hajtoereje az elektromos
fesziiltségkiilonbség ¢s nem a nyomadskiilonbség. Ha az elvéalasztds egy kapillarisban

torténik, akkor kapillaris elektroforézisrdl beszéliink. A kapillaris elektroforézis eldnyei

miatt szamos esetben kedvezObb lehet egy adott analitikai feladatra a HPLC-vel
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szemben. Ilyen elénynek szamit példaul a kis mintaigény (10-20 nanoliter), a nagy
hatékonysagu elvalasztas, a gyors analizis, a kdrnyezetkimélo kis szerves oldoszerigény,

valamint az alacsonyabb tizemeltetési koltség [173].

Az elvalasztas altalaban egy 25-150 um belsé atmérdjli, 5-100 cm hosszi dmlesztett
szilika kapillarisban megy végbe, melynek két vége két, egymadstol elvalasztott
pufferoldatba meriil. A pufferoldatokba egy-egy platina elektrod is belemeriil. Az
elektrodokra érkezd fesziiltség hatdsara, mely jellemzden 10-30 kV nagysagu, indul
meg az elvalasztani kivant komponensek eltérd sebességli migralasa az elektrolit
pufferrel toltott kapillarisban. Optikai detektalas esetén egy detektorablakot Kkell
létrehozni a kapillaris kiils6, flexibilitasat ado poliimid rétegének eltavolitasaval [173].

A minta bejutattisa torténhet:

e Hidrodinamikai injektalas Utjan:
o Nem tesz kiilonbséget a mintakomponensek kozott, ezért injektalas utan
nem valtozik a minta Osszetétele, tehat reprodukalhatobb mérést tesz

lehetové.

e FElektrokinetikai injektalas tjan
o Fesziiltségkiilonbség hatasara a minta a kapillarisba vandorol
o A kisebb tomeggel, nagyobb tdltéssel rendelkezd komponensek dusulnak
a kapillarisban, mely érzé¢kenység ndvekedést eredményezhet némely
komponensre nézve.
o A mintakdzeg mérésrél mérésre torténd valtozasa miatt viszont kevésbé

reprodukélhato.

A kapillaris elektroforézis sematikus abrajat tartalmazza a 4. abra.
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4. dbra. A Kkapillaris elektroforézis késziillék elvi felépitése Forras:
http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop412A/2011 0025 vegy 4/ch05.h

tml

A kapillaris elektroforézis fobb tipusai az alabbiak:

Kapillaris zonaelektroforézis

e Kapillaris gélelektroforézis

e Micellaris elektrokinetikus kromatografia
e Izoelektromos fokuszalas

e Izotachoforézis

e Kapillaris elektrokromatografia

e Affinitas kapillaris elektroforézis
1.5.1.1 Kapillaris zonaelektroforézis és elméleti hattere
A kapillaris zonaelektroforézis (CZE) esetén az elvalasztas alapjat a komponensek

kiilonb6z6 vandorlasi sebessége adja az elektrolittal toltott kapillarisban, mely az

elektoforetikus mobilitasuk eltérése miatt all fenn [173]. Mobilitasuk eltérését az egyes
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komponensek eltérd toltés/tomeg aranya hozza létre. Az elektromos teret, ami a

migracio sebességét meghatarozza, az alabbi képlettel szamolhatjuk ki:

1. E= n ahol E: az elektromos térerd, V: az elektrodakra kapcsolt fesziiltség, L: a
kapillaris hossza.

Az elektromos tér hatasara a mintakomponensek zdénaba rendezddnek ¢€s kiilonb6zo
vandorlasi sebességiiknek koszonhetéen egymastol szétvalasztva elhaladnak a

detektorablak el6tt. A komponensek vandorlasi sebessége aranyos az elektroforetikus

mobilitasukkal, valamint az elektromos térerdsséggel.
2. v = n E ahol p: az adott komponens elektroforetikus mobilitasa

Az elektroforetikus mobilitast meghatdrozza a mintakomponens tdltésének nagysaga, a

molekula mérete (Stockes’ sugara), valamint a kozeg viszkozitasa.

3.u S nqn - ahol n: a kdzeg viszkozitasa, r: a komponens Stockes’ sugara

Két azonos toltéssel rendelkezd molekula esetén a kisebb sugarral (gomb alakot

feltételezve) a kisebb tomeggel rendelkezé molekula elektroforetikus mobilitasa lesz a

crer

A természetben el6forduld molekuldk, valamint a gydgyszermolekulak az esetek dontd
tobbségében gyenge savak, vagy bazisok. Ezért a puffer pH-ja jelentdsen befolyasolja a
mintakomponensek toltottségi allapotat [127, 173]. Altalanossagban elmondhatd, hogy
gyors elvalasztds és keskeny csucsalak abban az esetben érhetd el, ha a kérdéses
molekula kozel 100%-ban toltott allapotban van. A megfelelé pH biztositasdhoz
megfeleld puffer megvalasztasa sziikséges. Tul alacsony pufferkoncentracio elégtelen
pufferkapacitdshoz vezet, kiszélesitve igy a cslicsokat, mig a til magas
pufferkoncentracio az aramerdsséget noveli meg, ami a Joule-hé emelkedésével jar,
novelve igy a diffaziés hanyadosat a mintakomponenseknek, amely szintén
csucsszélesedéshez vezet. Optimalis pufferkoncentracio puffertdl fiiggden 5-200 mM
kozott van [127]. Omlesztett szilika kapillarisok esetében a falon talalhato szilanolos
hidroxil csoportok megfelelden ligos kémhatast puffer esetén disszocialtak, egységnyi

negativ toltéssel rendelkeznek. A negativ fal a puffer kationjaival egy elektromos
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kettdsréteget hoz létre. A puffer kationjai katéd irdnyt elvalasztds esetén a katdd
iranyaba tartanak, de a falmentén feldisult kationok miatt nem csak ezek a pozitiv
puffer ionok, hanem a kapillarisba tolt6tt folyadék is vandorolni kezd a katdd iranyaba.
Ezt a folyamatot elektroozmotikus aramlasnak, réviden EOF-nek nevezziik. Az EOF
természetébdl adodik, hogy ez minden komponensre egyforman hat, ezért ha
megfeleléen nagy a mértéke (nagyobb, mint az anionos mintakomponensek t6ltésébol
mértéke), akkor a detektorablak eldtt elhaladnak mind a kationos, mind a neutralis
(EOF-el aramlo), mind az anionos molekuldk. Az EOF aramlasi profilja a kapillaris
teljes keresztmetszetében egyforma, ugynevezett ,,dugohuzé szeri” aramlasprofil (5.
abra), mely nagyon éles csucsokat eredményez a HPLC-ben talalhat6 laminaris dramlasi

profilhoz képest [173].

elektroozmotikus aramlas

R R o S RS SRSt

anod katod

+ @@@%@@@ -

B o I e i S o o S e S R

kapillaris

5. dbra. Dugéhuzo szerii aramlasprofil (EOF), ami a kapillaris elektroforézisre

jellemzo. Forras:http://ttk.pte.hu/analitika/letoltesek/jegyzet/ch08s01.html

Minél lugosabb kémhatasu a puffer, az EOF értéke annal nagyobb. Amennyiben az
EOF nem kivéanatos, ugy savas pH-n térténd meghatarozast vagy nagyobb viszkozitasu
puffert (hidroxipropil-metil-celluloz tartalma puffer), vagy boritott fala kapillarist kell
alkalmazni. A mérés reprodukalasahoz alland6 EOF kell, tehat megfeleléen savas pH,
mely esetében az EOF nagyon kicsi lesz, vagy megfeleléen lugos pH, ami stabil allandé

nagy EOF-et eredményez. Az EOF nagysaga az alabbi képlettel szamolhato ki [173]:

4. Veo = Heo E ahol veo: az EOF sebessége, peo: az elektroozmotikus mobilitas, E:

elektromos térerdsség
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5. Heo = %Z ahol ¢ az elektrolit dielektromos 4llandoja, C: A kapillarisfal

zétapotencialja, 1: Az elektromos kettdsréget viszkozitasa.

A kapillarisfal toltottsége a zéta potencialt hatdrozza meg, mig a puffer viszkozitasaval
az elektromos kettdsréteg befolyasolhatoé az egyenletben. Az EOF figyelembevételével
az adott komponens migracios sebessége a 2. egyenlethez képest az alabbi szerint

modosul:
6.v=_(pn £+ peo) E

Az EOF a fesziiltség megforditasaval (andd iranyu elvalasztas) megfordithatd, ekkor az
anionos komponensek migralnak elérébb a neutralis, vagy kationos tarsaikhoz képest
[173].

1.5.2 Kiralis elvalasztas

Néhany évtizeddel ezeldtt az az altalanos nézet terjedt el, hogy a természet homokiralis,
tehat csak az egyik enantiomer fordul eld természetes koriilmények kozott. Az analitikai
modszerek fejlodésével azonban kideriilt, hogy rengeteg természetben eléfordulod
molekuldnak az enantiomerparja is megtalalhatd a természetben [79]. Biologiai
kozegben az egyes enantiomerek mennyiségi meghatarozasat neheziti, hogy éaltalaban az
egyik enantiomerpar joval nagyobb feleslegben van a masikhoz képest, valamint hogy
az enantiomerek fizikai ¢és kémiai tulajdonsagukban megegyeznek [172]. Az
elvalasztasukhoz az egyik leghatékonyabb modszer a kapillaris elektroforézis, mely kis
mintaigény, gyors futasidé és alacsony oldoszer igény mellett képest biztositani a
nagyhatékonysagu kiralis elvalasztast [152]. Ekkor kiilonboz6 kiralis szelektorokat
hasznalnak, melyekkel az enantiomer parok fizikai és kémiai tulajdonsiagaiban
kiilonbozé komplexeket képeznek. Az enantiomer szelektivitast harompontos
kolcsonhatas modellel szemléltetjiikk, amely legalabb harom kolcsonhatast igényel a
szelektor és legalabb az egyik enantiomer kozott, €s az egyik kolcsonhatdsnak

sztereokémiailag szabélyozottnak kell lennie. Igy stabilabb komplex kialakitasara csak
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az egyik enantiomer képes, mig a masikndl a sztereokémiailag szabdlyozott
kolesonhatds nem lesz. Ebbdl kovetkezik, hogy eltérd stabilitasi komplexet képez a
szelektor az enantiomer parokkal [95]. Amennyiben a szabad és a komplex forma
elektroforetikus migracidja kozott kiilonbség all fenn, 1étrejohet a kiralis elvalasztas. A
két komplex egymassal mar diasztereomer viszonyban van [173]. Az elvalasztas jellege
ezesetben kromatografias alap, de a migraci6 mechanizmusa az elektroforézis. Az

adott komponens effektiv mobilitasat az alabbi képlet segitségével szamolhatjuk ki:

_ [L] [LC] , e,
7. eff = ([L]+[L c]) uL + ([L]+[L c]) uLc ahol pesr az adott komponens effektiv mobilitasa,

[L] a komponens szabadformajanak a koncentracidja, [LC] a komponens
komplexformajanak a  kontentracidja, pn. a komponens szabadformajanak
elektroforetikus mobilitasa, pc a komponens komplexformajanak az elektroforetikus

mobilitasa.

Az optikai elvélasztas torténhet direkt, vagy indirekt modon. A kapilléris elektroforézis
esetén a direkt kiralis elvalasztas a preferalt; ekkor a pufferhez kiralis szelektort adnak
hozza. A direkt elvalasztds soran a kapillarisban alakul ki kiilonbség az egyes
entantiomerek effektiv mobilitdsaban a kiralis szelektorral alkotott eltérd stabilitasu
¢és/vagy mobilitasi komplexeik miatt [173]. Indirekt elvalasztas esetén a kapillarisba
juttatas el6tt torténik meg a komplexképzés, igy alakulnak ki a diasztereomerek, majd
az elvalasztas a diasztereomerek kozotti elektroforetikus mobilitasbol kovetkezik. Ekkor
nincs sziikség kiilon kiralis szelektorra a pufferben. Ilyen diasztereomer képzésre egyes
kiralis szarmazékképzd vegyiiletek alkalmasak, melyek sztérikusan felismerik az egyes
enantiomereket, és az igy képzddott vegyiiletek mar nem egymas tiikkorképei. Hatranya

a modszernek, hogy nagy enantiomer tisztasagu szarmazékképzo sziikséges [173].

1.5.2.1 Kiralis szelektorok

A gyogyszeranalitika teriiletén manapsag szinte kizardlag ciklodextrineket hasznalnak

kiralis szelektornak. Vannak azonban egyéb kiralis molekulak, melyek alkalmasak
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enantiomerszelektivitast ~ biztositani, ilyenek  példaul egyes  makrociklusos

antibiotikumok, epesavak, fehérjék, valamint a koronaéterek [56].

Maguk a ciklodextrinek koriilbelill szdz éves multtal rendelkeznek, gyogyaszati
felhasznalasuk azonban az 1970-es évekig varatott magara. Ennek oka lényegében
hamisnak vélt toxicitdsukban keresendd, amikor French 1957-es publikaciojaban
patkédnyokkal végrehajtott kisérletébdl azt a konkluziot vonta le, hogy amelyik allat
evett a ciklodextrinb6l, az rovidesen elpusztult [46]. Késobb deriilt ki azonban, hogy
nem maga a ciklodextrin, hanem valoszintlileg az akkori korszerlitlenebb technoldgia
miatti oldoszerszennyezés (pl.: toulol, mellyel kicsaphato volt a B-ciklodextrin) okozta a
haladlos mérgezéseket a kisérleti allatokon. A késdbbiekben azonban ez tisztazdodott, és
elkezdddhetett ennek a molekuldnak a sokrétli felhasznaldsa nemcsak a gydgyaszat

teriiletén, hanem szamos mas teriileten is nélkiilozhetetlenné valt.

Maguk a ciklodextrinek alfa D-glukopiranéz egységekbdl allo nem redukalo, gylris
oligoszacharidok, melyek 1,4-es glikozidos kotésen keresztiil kapcsolodnak [158]. A
Bacillus macerans nevezetli baktérium fermentélja keményitdbdl. Alapvetéen harom
fajtajukat kiillonboztetjiik meg attdl fiiggden, hogy hany darab gliikoz molekulabol 4ll a
gyurti (6. abra. Eszerint lehet alfa (6 tagl), béta (7 tagh), vagy gamma ciklodextrin (8
tagu).

! . - W, “H fon, e OH
u-CT¥ [ Irr= = [l i D
W 8 ey L e

-
-
.,
=)

6. dbra: alfa, béta és gamma ciklodextrin.

Forras: https://hu.wikipedia.org/wiki/Ciklodextrin
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A szerkezetiikbdl is lathatd, hogy nem lehet sz6 mérgezd vegyliletekrdl, ugyanis a
szervezetben az amilaz enzim hatasara glilkozra bomlanak (y-cilodextrin), vagy a
szervezet intestinalis floraja fermentalja Oket (a,B-ciklodextrin) [158]. Szerkezetiik
molekuldknak koszonhetden a szerkezet egy csonkaktiiphoz hasonlithatd. Ezen szerkezet
tovabbi kialakitasaban jatszanak szerepet a gliikoz molekuldban talalhatd primer, illetve
szekunder hidroxil-csoportok, melyeknek koOszonhetden a csonkakip két oldalan
talalhatd egy keskenyebb, és egy szélesebb nyilds. A glik6z molekuldk sajatos
elrendez6dése miatt, a keskenyebb oldalon talalhatéak a primer hidroxil-csoportok, és a
szélesebb oldalon a szekunder-hidroxil csoportok. A keskeny oldalon ezen primer
hidroxil-csoportok szabad rotacidja soran csokken az iireg atmérdje, mig a széles
oldalon a szekunder hidroxil-csoportok intramolekularis H-kotések kialakitasa révén
kimerevitik az tlireget, 1étrehozva igy a szélesebb nyilast. Az igy kialakult kiilonleges
szerkezet oka, hogy kiviil hidrofil, beliil pedig lipofil tulajdonsaga a molekula [102]. igy
lathatd, hogy ezek a gylirlis szerkezetli molekuldk belsd apolaris résziikbe képesek
vendég molekulat (vagy molekuldkat) befogadni és veliik un. zarvanykomplexet
képezni. Természetesen a ciklodextrinek €s a vendég molekuldk kozott kovalens kotes
nem alakul ki, hanem gyenge masodlagos kotderdk (H-hid, elektrosztatikus vonzas, Van
der Waals kolcsonhatas stb.) tartjak a molekula iiregében a vendég molekulat. Az alfa
ciklodextrinek inkabb kis molekulatomegii alifas oldallancot tartalmazo vegyiiletek
befogadasara alkalmasak, a béta ciklodextrinek aromas és heterociklusos vegyiiletekkel
képeznek stabil komplexet, mig a gamma ciklodextrinek makrociklusokkal és

szteroidokkal alakitanak ki stabil szarmazékokat [56].

A ciklodextrineknek a vizoldékonysaga nagyon j6. Ez az allitas altalaban igaz, de
vannak kivételek, ilyen kivétel példaul a B-ciklodextrin, melynek a vizoldékonysaga

nagyon gyenge (18,5mg/ml H,0).

A kiilonbozd feladatok ellatasara rengeteg féle ciklodextrint fejlesztettek ki, hiszen a
szabad  hidroxil-csoportok  szubsztiticidja  kiilonb6z6é  csoportokkal — rengeteg

megvaltozott fizikai-kémiai tulajdonsagu ciklodextrin létrehozasat eredményezte.

A ciklodextrinek szdmos kiralitdscentrummal rendelkeznek, optikailag tiszta

vegyliletek, ugyanis enzimatikus Uton keletkeznek. Ha a vendég molekula racém
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vegyiilet, akkor eltérd stabilitasti komplexeket képez a ciklodextrin a két enantiomerrel,
¢s ezek a komplexek mar megvaltozott fizikai, fizikai-kémiai, kémiai tulajdonsaguk
révén elvalaszthatoak egymastol. Manapsag a kiilonb6zo ciklodextrineket hordozéhoz
kotve kromatografias allofazisként hasznaljak (HPLC esetében), vagy a mozgofazishoz
adjak Oket (kapillaris elektroforézis esetében) [56].

A masodlagos kotderok kialakulasa a vendégmolekuldk és a ciklodextrinek kozott a
komplexképzddés iranyaba hat, de masodlagos kotderdk révén ezek reverzibilis
folyamatok, a folyamat egy K¢ egyensulyi allandoval jellemezhet6 (altalaban a komplex
kotédési arany 1:1) [102].

Amennyiben a ciklodextrin a mintakomponensével ellentétes toltéssel rendelkezik, a
komplexképzddés biztosabban megy végbe, azonban tul erds polaros kolcsonhatés
enantioszelektivitastmutatd kolcsonhatas nem fogja biztositani az elvalasztast [158]. A
ciklodextrinek enantioszelektiv komplexképzését szamos egyéb tényezd befolyasolja a
fentebb emlitett toltés mellett, példaul a puffer koncentracidja, szerves additivum
jelenléte az elvalaszto pufferben, a hdmérséklet és a ciklodextrin koncentracidja [158].
Megfeleld koncentracid sziikséges a jo felbontds eléréséhez, azonban tovabbi emelése
altalaban felesleges, javuldst nem mutatdé eredménnyel jar. A megfeleld térerdsség
megvalasztisa szintén elengedhetetlen. Tul alacsony fesziiltség hosszu futasidével jar,
mely a komponensek diffuzidja miatt széles csucsokat fog eredményezni; masik
oldalrol a til nagy fesziiltség alkalmazasa nagyon lerdviditi a futdsidét, nem hagyva
elegendd 1d6t a kirdlis szelektornak, hogy az enantiomereket egymastol teljesen
elvalassza (felbontds > 1,5). A jo kiralis elvalasztashoz altalanossagban az EOF nem
kivanatos, ugyanis jelenlétében a kiralitds centrumokhoz kotheté —specidlis
kolcsonhatasbol adodd migracios kiilonbség marginalis lehet, ellehetetlenitve a kiralis
elvalasztast. A fentiek jol szemléltetik, hogy a pH szerepe rendkiviil fontos az
elvalasztds soran, hiszen azzal biztosithatd a megkivant toltésallapot elérése az
elvalasztand6 vegyiilet, valamint a ciklodextrin részére.

Eléfordul a gyakorlatban, hogy tobb kiralis szelektort tartalmazd rendszereket
hasznalnak [189]. T6bb kiralis szelektor egyidejii jelenléte esetén az enantiomerek
eredd0 mobilitaskiilonbségét az egyes szelektorok hatdsara Iétrejott mobilitas

kiilonbségek sulyozott 6sszegeként kaphatjuk meg:
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(ub—ut) (ki-Kb) [c]
1+(ki+KE) [Cl+KE KL [C;]2

8. Aoy = Nilp; = Yi

Az enantioszelektivitas abban az esetben nd, ha az egyes szelektorok hatasara kialakulo
mobilitas kiillonbség azonos eldjelii. A toltéssel nem rendelkezé szelektorok esetén
akkor érhetiink el novekedést az enantioszelektivitasban, ha minden szelektor azonos
enantiomer felé rendelkezik nagyobb affinitassal. Toltéssel rendelkezd szelektorok
esetében a komplexalt forma mobilitasa akar ellenkezd iranyl is lehet. Abban az
esetben, ha tobb, toltéssel rendelkezd szelektor van egyidejlileg jelen, csak akkor n6 az
enantioszelektivitds, ha az egyes szelektorok eltérd enantiomerek felé rendelkeznek
nagyobb affinitassal, és eltérd irdnyban befolyasoljak az enantiomerek mobilitdsat. A
toltéssel rendelkezd szelektor ugyanakkor betdlthet csupan szallité funkciot is. Ekkor
nem sziikséges enantioszelektivitassal rendelkeznie [20, 102, 118, 172]. Kett6 vagy
tobb enantiomerpar egyidejii elvalasztdsdra gyakran hasznalnak két kiralis szelektort
tartalmaz6 rendszert [45, 103, 175]. Ekkor jellemzéen az egyik szelektor az
enantioszelektivitast, a masik a kémiai szelektivitast biztositja [44, 80]. A gyakorlatban

elterjedt a toltéssel rendelkezd, illetve neutralis ciklodextrinek kombinacioja [102].

1.5.3 Detektalasi modszerek

A kapillaris elektroforézis tobbféle detektalasi modra ad lehetdséget kiilonbozo
eldnyokkel és hatranyokkal. Az analitikus feladata a megfeleld detektalasi mod
kivalasztasa az analitikai feladatnak megfeleléen. A kapillaris elektroforézis sajatsagai
(kis mintamennyiség, detektor csatlakoztatdsa a kapilldrishoz) miatt a megfeleld
detektor megvalasztdsa nem konnyl feladat. A detektalas lehet direkt és indirekt.
Indirekt detektalast abban az esetben lehet alkalmazni, ha a mérend6 komponens nem
rendelkezik detektalhato tulajdonsdggal. Ez esetben inverz modon a pufferhez képest
vizsgalandé komponensek valamilyen detektalhatd tulajdonsagabol nyert kvantitativ

informacio alapjan torténik [133]. A legfontosabb technikak:
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e Optikai detektalas (UV és fluoreszcens detektalas)
e Elektrokémiai detektalas

o Tomegspektrométer hasznalata detektorként

Az optikai detektalas két legismertebb modja az UV detektalds, illetve a fluoreszcencia
mérése. Az UV elnyelés soran feltételezett, hogy az elvalasztand6 komponensek
rendelkeznek kromofér csoporttal, mely a detektalas hulldmhosszan elnyeléssel
rendelkezik. Kapillaris elektroforézis alkalmazasakor elony0s, hogy a kapillaris anyaga
az elvélasztast nem zavarja, azonban a flexibilitast biztosité kiilsé poliimid réteget el
kell tavolitani a detektorablaknal, amely a kapillaris sériilékenységét nagyban noveli. Az
UV elnyelés a legszélesebb korben hasznalt detektdlasi mod, azonban alacsony
koncentracioérzékenysége korldtozza a hasznalatat kapillaris elektroforézis soran.
Specialis technikdkkal ndvelheté az UV detektalas érzékenysége (buborék cella, Z-
cella). E specialis technikakkal azonban a megnovekedett atméré zonakiszélesedéshez,
igy a csucsok torzulasahoz vezethet. A leggyakoribb forrdsa a deutérium ldmpa. Az UV
mérések szelektivitasat noveli, ha nagyobb hullamhosszon torténik a mérés. Ez azonban
csak akkor megvalosithato, ha a vizsgalandd6 komponensek rendelkeznek nagyobb
hulldmhosszon is elnyeld kromofor csoporttal. Minél kisebb hulldmhosszt hasznalnak a
detektalashoz, annal nagyobb lesz a hattér puffer UV-elnyelése is, mely zavarja a
mintakomponensek meghatdrozasat. Némelyik puffer csak kifejezetten alacsony
hullamhosszon rendelkezik elnyeléssel, ezért méréstervezéskor a puffer mindségét,
illetve elnyelési tulajdonsagat (Un. cut-off hulldmhosszat) is figyelembe kell venni
[127]. Az UV detektorok koziil a legmodernebbek a diddasoros (un. PDA) detektorok.
Ezesetben a detekor nem csak meghatarozott hullamhosszon/hullamhosszakon méri
meg a detektorablak el6tt elhaladd vegyiiletek abszorbanciajat, hanem egy adott
hulldmhossz tartomanyban készit felvételt, igy az elvélasztds sordn idd, intenzitds és
hullamhossz gorbéket kapunk, mely a moddszerfejlesztés szempontjabol nagyon

lényeges informaciokat szolgaltat [81].

A fluoreszcens detektalas a legszelektivebb detektalasi forma, ami hasznalatos kapillaris
elektroforézis soran, mellyel az érzékenység altalaban egy-két nagysagrenddel

novelheté az UV detektalashoz képest. Fluoreszcens folyamatok soran egy fluorofor
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(fluoreszcenciat mutaté molekula) alapallapoti © vagy nemkotd elektronja egy adott
hullamhosszt foton elnyelése kovetkeztében gerjesztddik (excitacid), amely sordn egy
magasabb energiaallapota w*-lazitopalyara keriil. A gerjesztett allapotbdl az
alapallapotba valo visszatérés torténhet foton kibocsajtas (emisszid), vagy egyéb, nem
sugarzassal jaro folyamatok sordan. Az emisszidoval jaro folyamatok aranyanak
jellemzésére a kvantumhatasfokot (®@f), mig a fluorofor gerjeszthetdségére a molaris
abszorptivitast (¢) hasznaljuk. Fontos kovetelmény a gyakorlatban alkalmazott
fluoroforokkal szemben, hogy magas kvantumhatasfokkal és molaris abszorptivitassal,
valamint kell6 fotostabilitassal rendelkezzenek. A fluoreszcencia detektalas
hasznalatanak korlatja, hogy csak fluoreszcens molekulak mérésére hasznalhato. Ritka
kivétel, ha az elvalasztando vegyiiletek nativ fluoreszcencidval rendelkeznek, ezért
altalaban felhasznéldsa sordn a vizsgalandé vegyliletbdl szarmazékképzéssel allitjak eld
a mar fluoreszcens tulajdonsadgokkal rendelkezé molekulat (lasd kovetkezd fejezet). A
fluoreszcens detektalas soran a megfeleld gerjesztoforrast altalaban 1ézerfénnyel
biztositjdk, mely az érzékenységet nagyon megndveli. A 1ézerfény eldnye, hogy egy
adott hullamhosszon szelektiven képes gerjeszteni. A legnagyobb hatranyuk, hogy
dragak, valamint csak egy adott hullamhosszon tudnak altalaban gerjeszteni [152].
Bioldgiai mintak kapillaris elektroforézissel torténd vizsgalata soran érzékenysége és
szelektivitasa révén a lézer-indukalta fluoreszcencia (LIF) az egyik leggyakrabban
alkalmazott detektalasi mod [130, 171]. Az LIF soran a leggyakrabban hasznalt

lézerforrasok:

e Ar-ion lézer (488/520 nm)
e He-Cd lézer (325/442 nm)

e Diddalézerek (kiilonb6z6 hullamhossz)

Az amperometrids, illetve a vezetoképességen alapuld modszerek az optikai Uton
torténd detektalas alternativai lehetnek. Ezen modszerekkel ugyanakkor nem érhetd el
jelentds érzékenységbeli javulas, megfeleld kivitelezésiik viszont specialis elektronikai

egyseéget és modositott kapillarist igényel.
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A kapillaris elektroforézis tomegspektrométerrel torténd Osszekapcsoldsa lehetdséget
teremt az elvalasztott vegyiiletek szerkezetének tanulmanyozéasara. A rendkiviil
alacsony injektalt mintatérfogat miatt azonban ez a detektalasi mod alig haladja meg az
UV-elnyelésen alapuldé modszer érzékenységét. Tovabbi problémat jelent a két
berendezés megfeleld csatoldsa, az alkalmazhato segédanyagok és pufferek sziik kore
pedig megneheziti a moddszerfejlesztést. Fehérjék és biomolekuldk analizise soran
értékes szerkezeti informaciokat szolgaltat, ezért alkalmazasa fOleg ezen a teriileten

gyakori [20].

1.5.4 Fluoreszcens szarmazékképzés

Az elvalasztastechnikaban derivatizalasnak neveziink minden olyan kémiai mddositast a
mintan, mely soran a mintdbodl olyan szdrmazékot nyeriink, amely megfelel az analitikai
feladat elvégzéséhez. Kémiai modositas egy fluorofor, kromofor vagy elektroaktiv
csoport/molekula kovalens kotését jelenti a vizsgdlandd vegyiiletekhez és
végeredményben jol detektalhato termék képzddik. Ha a szdrmazékképzd onmagaban is
rendelkezik fluoreszcenciaval akkor fluorofor, ha csak a kialakult termék fluoreszkal
akkor fluorogén tulajdonsagli vegyiiletrdl beszéliink. Leggyakrabban a detektalas
segitését, vagy lehetdvétételét célozzdk meg a szarmazékképzéssel, legaltalanosabban
az UV/VIS spektrumban torténd abszorbancia eldsegitésével. A szarmazékképzés
kapillaris elektroforézis technikdban gyakran hasznalt eljaras, melyet a klinikumban,
biologiai  kutatisban, igazsagiigyben, kornyezettudoméanyi  teriileteken  és
¢élelmiszeriparban is kiterjedten hasznalnak [171, 201]. A szarmazékképzés soran csak
bizonyos vegyiiletekhez kapcsolédik a szdrmazékképzd reagens, és fluoreszcencia

detektalas soran igy elérhetd, hogy a modszer szelektivitasa névekedjen [201].

Négy tipusat kiilonboztetjik meg a szdrmazékképzésnek, attol fliggden, hogy mikor

torténik meg a reakcid az elvalasztas soran.

e Pre-kapillaris vagy off-line szarmazékképzés

¢ In-line szarmazékképzes
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e Kapillarisban torténd szarmazékképzés

e Post-kapillaris szarmazékképzés

Pre-kapillaris szarmazékképzéskor az injektalas elott torténik meg a minta
szarmazekképeztetése. Ennek elénye, hogy nagy rugalmassagot biztosit a
szarmazékképzés idejére, a reagens tipusara €s a szarmazékképzés koriilményeire (pl.
hémérséklet, kozeg). Ekkor a szarmazékképzés jobban kontrollalhatdé a tobbi mdédhoz
képest, azonban a keresztreakciok elkeriiléséhez sokszor mintael6készitést igényel a
szarmazékképzés [201]. Elmondhaté, hogy a legelterjedtebb eljaras kapillaris
elektroforézis soran. Ugyanis a megfeleld id6faktor biztositdsa a reakcio teljes
végbemenetelét eredményezi. Hatranya a kis mintatérfogatok (< 2 pl) nehéz kezelése a
higulas elkeriilése érdekében. Lehetdség van viszont minta-koncentriciora, illetve a

reagensfelesleg eltavolitasara is.

In-line szdrmazékképzEs esetében maga a szdrmazékképzés a kapillaris elektroforézis
futasnak egy szerves része. A szarmazékképzést injektalas eldtt végzik el a késziiléken
beliil. A reakcid egy kiilon kamraban torténik, mely az elvalaszté kapillarishoz
csatlakozik. A reakcid kamra és az elvalasztdo rendszer csatlakoztatisa egy un. T-
csatlakozon  keresztiil  torténhet. In-line  szarmazékképzéskor relativ  gyors
szarmazekképzésre van sziikkség (kevesebb, mint 5 perc), ezért az alibbi
szarmazékképzok johetnek szoba: az NDA (naftalén-2,3-dikarboxaldehid), a FACE-SH
(2-((5-fluoreszceinil) aminokarbonil)etil-merkaptan) és az OPA (orto-ftalaldehid) gyors
reakciokinetikaval képes reagalni primer aminokkal. Akar neurotranszmitterek mérésére
is alkalmazhatok cerebrospindlis folyadékbol az LIF detektalas elétt. Az NDA
szarmazékképzéséhez azonban egy nukleofil, altalaban cianid jelenléte sziikséges,

melybdl veszélyességi hatranya fakad [201].

A kapillarisban torténd szarmazékképzés soran a reakcid elvalasztaskor magéban a
kapillarisban megy végbe, még detektalas el6tt. Konnyen belathatd, hogy a
szarmazékképzést ekkor befolydsolja a diffuzid, valamint az elektromigracioja is a
szarmazékképz6 reagensnek, illetve a vizsgalat targyat képz6 komponensnek. Ezeket,
illetve, ha kell, hidrodinamikus nyomast kihasznalva egy keverd hatas 1¢ép fel a reagens

¢és a célkomponensek kozott. Nagy elonye, hogy a rendszerbe valo bevitel konnyen
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automatizalhato. A pre-kapillaris szarmazékképzéshez képest a reagens €s a mintaigény
sokkal kevesebb ebben az esetben, ezért gyors szarmazékképzés esetén jol hasznalhatd
¢s a higitas is minimalizalhato. Fontos kovetelmény a gyors szarmazékképzés mellett,
hogy a folosleges szarmazékképz6 a vizsgalando anyag-szarmazékképzett komplexétol
valjon el detektalas elott, vagy a szarmazékképz6 dnmagaban ne adjon detektalhato jelet
(fluorogén szarmazékképzok), mely zavarnd a mintakomponensek kvantitativ
meghatarozasat. A szarmazékképzés koriilményeit nagyon alaposan meg kell tervezni
kapillarisban torténd szarmazékképzéskor. A legfontosabb paraméterek koz¢ tartozik a
szeparacios puffer Osszetétele, az injektalasi szekvencidja a kiilonbozo reagenseknek és
a mintanak, a reagens ¢és minta keverésének biztositasa, valamint a szdrmazékképzésre
szant id6. Altaldban a hidrodinamikus injektalasokat (vizsgalandé vegyiilet és reagens)
egy kivarasi periodus koveti, vagy fesziiltség rakapcsolasdval biztositott keverés.
Elényei koziil a legfontosabb, hogy kdnnyen automatizalhat6, azonban nagy hatranya,

hogy a mérések megfeleld reprodukalhatosaga nehezen kivitelezhetd [201].

Poszt-kapillaris szarmazékképzés esetén az elvalasztasra a szdrmazékképzes elott kell
sort keriteni. Ekkor a szarmazékképzés és a detektalas kozott a lehetd legkevesebb 1d6
teljen el. Az elvélasztasra azért lehet elobb sziikség, mert tobbféle (zavard) derivatum is
képzddhet a vizsgdlandd komponensekbdl, valamint a minta matrixbol, melyek
zavarhatjak a detektalast. A szarmazékképzés az elvalaszto kapillaris utan torténik meg
egy kis térfogata reakcido kamraban. Az el6zdekhez képest itt még fontosabb a gyors

szarmazékképzo reakeio. [201].

Az aminosav neurotranszmitterek bioldgiai mintdkbol torténd meghatarozasahoz a
detektalasra az egyik legalkalmasabb moddszer az LIF haszndlata, ugyanis az
aminosavak Onmagukban nem rendelkeznek szelektiven detektalhato funkcids
csoporttal, tovabba a komplex matrixxal rendelkezé bioldgiai mintakban Kkis
mennyiségben eléfordulé D-aminosavak vizsgédlatdhoz egy megfelelden szenzitiv és
szelektiv detektalas sziikséges, melyet az LIF tud biztositani. Az aminosav
neurotranszmitterek esetén a legcélszeriibb az amin csoporton keresztiil torténd
szarmazekképzés, ezért az LIF-ben hasznalatos amin csoporton keresztiil reagélo

szarmazékképzoket foglalom Gssze az alabbiakban.
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Az LIF soran a szarmazékképzok felhasznalhatosagat alapvetden befolyéasolja, hogy
milyen csoportokkal képes reagalni a szdrmazékképzd. A legfontosabb csoportok: amin,
tiol, keto, aldehid és hidroxil csoport. Masik fontos kérdés, hogy milyen lézert hasznal
az analitikus a gerjesztéshez, ugyanis az adott szarmazékképzd csak a megfeleld
hullamhosszon torténd gerjesztés soran mutat fluoreszcencidt. A kereskedelmi
forgalomban a leggyakoribb 1ézer az argonion 1ézer, mely 488 nm-en képes gerjeszteni,
és az igy gerjesztett fluoreszcens vegyiiletek 520 nm-en emittalnak fotont, ami
detektalhatoé [201]. Amin szarmazékképzOkre jellemzO, hogy megfelelé koriilmények
kozott szelektiven képesek a vizsgalandd vegyiiletek primer, vagy szekunder
aminocsoportjaival reagalni. A reakcid feltétele a deprotonalt amino csoport, ezért ezen

reakciok enyhén lugos pH-ji kézegben (pH 8-10) zajlanak.

Az egyik legrégebben hasznalatos szarmazékképzo az OPA, melyet tobb kutatocsoport
is haszndlt aminszdrmazék meghatdrozasara [148-151]. Hashimoto ¢és mtsai. OPA
szarmazékképzd haszndlatdval valasztottak el D-szerint patkdnyagybol HPLC
modszeriik segitségével [152]. Az OPA, fluorogén szarmazékképzo eldnye, hogy gyors
szarmazekképzd reakcidval bir, azonban csak tiolcsoportokkal képes reagilni. A
kutatocsoport ezért az aminosavakat el6zetesen derivatizaltatta N-izobutiril-L-
ciszteinnel. Hatranya, hogy az OPA szarmazékok meglehetdsen instabilak, ami miatt

nehéz pontos modszert fejleszteni.

Az egyik legismertebb amin szarmazékképz6 a FITC. Fluorofor jellege miatt nagy
feleslege, valamint szamos reakcioterméke miatt azonban komplex elvalasztasi feladatot
ad. A FITC-el vald szarmazékképzés koriilbeliil egy napot vesz igénybe és
fényérzékeny volta miatt sotét helyiséget igényel. Szamos kutatocsoport irt le biologiai
mintakbol torténd aminosavmeghatarozast e szarmazékképz6 reagenssel [74, 104, 162,
209, 212] koztik a mi kutatocsoportunk is [190]. Li és mtsai. 13 aminosavat
valasztottak el és kvantifikaltak FITC szarmazékképzés segitségével agyi
mikrodializatumbol, validalt kapillaris elektroforézis segitségével. Kiralis szelektornak
HP-B-CD-t hasznaltak, kozel hasz perces futasidével [104]. Huang kutatocsoportja a
miniatiirizalas iranyaban mikrochip kapillaris elektroforézis modszert dolgozott ki FITC

szarmazékképzovel, mely alkalmas a D-aszpartat és D-glutamat meghatarozasara. A
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modszer nagyon gyors meghatarozast biztosit (kevesebb, mint harom perc) [74],

azonban validalas hijan az eredményei megkérddjelezhetdek.

A FITC-hez hasonld szerkezetli szarmazékképzd a CFSE, mely szintén fluorofor
tulajdonsaggal rendelkezik. A FITC-hez képest viszont kevésbé hajlamosak hidrolizisre
¢s reaktivabbak és a gerjesztési maximumuk 488 nm kozelébe esik, akar csak a FITC-
nek. Kutatocsoportunk hatarozott meg aszpartatot és glutamatot CFSE szarmazékképzo

segitségével [190].

Thongkhao-On ¢és mtsai. CBQCA szarmazékképzo segitségével valasztottak el 17
aminosavat patkany vitrealis perfuzatumbdl. A CBQCA nagy elonye, hogy fluorogén
szdrmazékképzd, azonban hasznélatdhoz cianid ionok jelenléte sziikséges, igy jelentds
vesz€lyforrast jelenthet az analitikai munka sordn. A szarmazékképzés két orat vesz
igénybe. A modszer egy kirdlis MEKC, mely akalmas a 17 aminosav kvantifikalasara
11 perc alatt [177]. Hasonl6 a CBQCA-hoz az NDA szarmazékképzd, mely
érzékenysége jobb a CBQCA-nal. Hatranya szintén a cianiddal valé munka, valamint a
draga lézerforras igénye. Tobb kutatocsoport mellett [52] Miao és mtsai. dolgoztak ki
modszert D-aszpartat meghatarozasara NDA szarmazékképzés segitségével. Modszeriik
kozel huasz perces futasidével bir [114], mely jelentésen hosszabb, mint a
kutatocsoportunk altal kidolgozott modszereknél tapasztalt. Miao kutatdcsoportjanak
modszeréhez hasonldé modszert dolgoztak ki Zhao ¢és mtsai. szintén NDA

szarmazékképzést hasznalva azonos futamidével D-aszpartat meghatarozasra [208].

Masik kozkedvelt szarmazékképzd az NBD-F. Intézetiink mar kordbban is sikerrel
alkalmazta a fluorogén NBD-F szarmazékképzot [174, 190]. Az utobbi években tobb
kutatocsoport is irt le sikeres modszerfejlesztéseket e szarmazékképzo segitségével [57,
73, 92, 126, 185, 186, 207, 211]. Zhao és mtsai. NBD-F-et hasznaltak szerin
enantiomerek elvalasztdsdhoz kapillaris elektroforézissel lugos pH-n. Moddszeriiket
patkanybdl nyert biologiai mintdkon 1is tesztelték, ahol atlagosan 117 nmol/g
mennyiségben mutattak ki a D-szerint [210]. Lorenzo és mtsai. human plazmaban
valasztottak el és hatdroztak meg 14 aminosavat szintén NBD-F szarmazékképzo
segitségével. Modszeriik sordn kirdlis szelektornak [-ciklodextrint hasznaltak fel.
Modszeriik analizisideje azonban kozel harminc perces, ahol az belsé standard

migracioja a leglassabb [108]. Erdekes publikacié Tsunoda és munkatarsai eredménye,
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melyben bioldogiai mintabol heptakis(2,3,6-tri-O-metil)-p-ciklodextrin  (TM-B-CD)
segitségével  valasztott el aszpartdit enantiomereket NBD-F-dal  torténd

szarmazékképzést kovetden, enyhén savas (pH=4) koriilmények kozott [186].

Altalanossagban elmondhatd, hogy a szarmazékképz6k aromas gytirirendszert
tartalmazo szénhidrogének, illetve kondenzalt heterociklusos rendszereket tartalmazo
vegyiiletek. A gylirikh6z kapcsolodd funkcids csoportok ugyanakkor nagyban
modosithatjak a vegyliletek fluoreszcens tulajdonsagait. Alapvetd szabalyként azt
mondhatjuk, hogy az elektronkiild6 csoportok (-NH2, -NHR, -NR2, -OH) jelenléte
magas kvantumhatasfokot eredményez és az excitdcidés maximumot a hosszabb
hullamhosszak irdnyéba tolja, mig az elektronszivé csoportok (-CHO, -COOH, -NO2, -
F) negativan befolyasoljak a kvantumhatasfokot. A fluoreszcenciat befolyasolja tovabba
az oldoszer polaritasa, valamint savas vagy bazikus karakterti funkcios csoportok esetén
az alkalmazott pH is. Természetesen ahhoz, hogy egy fluorofort szarmazékképzdként

alkalmazhassunk, rendelkeznie kell egy reaktiv funkcios csoporttal is.

Elmondhat6, hogy az idedlis szarmazékképzé oldhatdo és kellden stabil abban a
kozegben, amiben a reakcid gyorsan €s enyhe koriilmények kozott végbemegy. Mig a
szarmazékképzd Onmagaban nem fluoreszkal, a képzddd termék stabil és erds
fluoreszcencidt mutat. Mindemellett az idedlis szarmazékképzé nem toxikus és
megfeleld tisztasagban, kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd. A valosagban egyetlen
szarmazékképz6 sem felel meg az Gsszes, itt felsorolt kovetelménynek. A gyakorlatban
torténd alkalmazhatosagukat azonban jorészt e tulajdonsagaik szabjak meg [6, 194]. A
kapillaris elektroforézisben alkalmazott szarmazékképzok esetén fontos, hogy a
képz6dd termék ne legyen talsdgosan lipofil, ekkor ugyanis a kapillarisfalhoz torténd

adszorpcid miatt csucstorzulas kovetkezhet be.
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2. Célkitiizeés:

Munkamat tudoméanyos  diakkorosként kezdtem a  Semmelweis Egyetem
Gyogyszerhatastani  Intézetben, ahol egy olyan nagyhatékonysagu kapillaris
elektroforézis modszer kidolgozasaban vettem részt, mely alkalmas bioldgiai mintakban
jelenlévé, alacsony koncentracioji  excitatoros —aminosav — neurotranszmitter
enantiomerek (D- és L-aszpartat, valamint D- és L-glutamat) gyors és hatékony
meghatdrozasara. Ekkor meriilt fel az igény a szintén kis koncentracioban el6forduld
NMDA ko-agonista D-szerin ¢és a neuromodulator D-aszpartait egyideji

meghatarozasara.

Munkam célkittizései a kovetkezok voltak:

1. Nagyhatékonysagu kapillaris elektroforézis modszer kidolgozasa és validalasa D-
aszpartat és D-szerin egyidejii kiralis meghatarozéasara biolodgiai mintakbol az L-

aszpartat, valamint az L-glutamat mellett.

2. Az NMDA receptor agonista L-glutamat, D- és L-aszpartat, valamint a ko-agonista

D-szerin mennyiségi valtozasanak vizsgalata kisérleti allatokban
- a D-aszpartat és a D-szerin agyteriileti és korfiiggé eloszlasanak tanulmanyozasa

- az aszpartat és a glutamat kiilonbozd stimulusok hatasara bekovetkezd extracellularis

koncentraciovaltozasanak meghatdrozasa mikrodializis mintavétellel
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3. Modszerek
3.1 Felhasznalt anyagok

Standardok: az L-aszparaginsavat, D-aszparaginsavat, D-glutaminsavat, L-szerint,
taurint, glicint, valamint a D-szerint, GABA-t, treonint, valint és alanint a Sigma-
Aldrich-t6] (St. Louis, MO, USA), a mononatrium-L-glutamat monohidratot, valamint
az L-ciszteinsavat a Fluka-tol (Buchs, Svéjc) vésaroltuk. A vegyiileteket 102 M
koncentracioban oldottuk mesterséges gerincveld folyadékban (ACSF), melyet a
Semmelweis Egyetem Gyogyszertdra biztositott szamunkra. A tdrzsoldatokat a

felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

Szarmazékképz6: a szarmazékképzéshez hasznalt 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazolt
(NBD-F) a Sigma-Aldrich-t6l szereztiik be. Az NBD-F-et abszolat etanolban oldottuk

1,2 mg/ml koncentrécioban.

A Kkiralis  szelektorként  hasznalt  izomertiszta ~ 6-monodeoxi-6-mono(3-
hidroxil)propilamino-p-ciklodextrin hidrokloridot (HPA-B-CD) a Cyclolab Kft.-t6l
(Budapest) vasaroltuk.

A kapillarisfal boritasdhoz hasznalt akrilamidot a Fluka-tol, a reakcid kivitelezéséhez
sziikséges N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamint (TEMED) ugyancsak a Fluka-t6l, mig a

3-(trimetoxi-szilil)propil-metakrilatot a Sigma-Aldrich-tol vasaroltuk.

Egyéb vegyszerek: a borsav, a 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav (HEPES) a
natrium-hidroxid a Sigma-Aldrich-t6l szarmazott. Az abszolut etanol a Reanaltol

(Budapest, Magyarorszag).

Az 0Osszes kisérletet reverz ozmdzis elven mitkodé MilliQ Direct 8 (Merck Millipore,
Billerica, MA, USA) viztisztitd berendezésbdl nyert bidesztillalt viz felhasznalasaval

végeztik.

Az allatkisérletek soran hasznalt ketamin hidroklorid/xylazin hidroklorid oldatot és a
metil-antranilt a Sigma-Aldrich-t6l szereztiik be. A mikrodializis szonda rogzitéséhez

fogéaszati cementet hasznaltunk (Duracryl, Spofa Dental, Praga, Cseh Koztarsasag).
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3.2 Kaésziilékek

A kisérletekhez Beckman Coulter P/ACE-MDQ (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
kapillaris elektroforézis késziiléket hasznaltunk. A detektdlds soran 488 nm-es
hullamhosszon gerjeszté argonion lézerforrast (Beckman Coulter) alkalmaztunk, az
emittalt fluoreszcenciat 520 nm-en detektaltuk. Az elvalasztasok sordn 75 pum belso
atmér6ji (365 pum kiilsé atmérdji) omlesztett kvarc kapillarisokat hasznaltunk (Agilent
Technologies Santa Clara, CA, USA). A kapillarisfal poliakrilamiddal torténd boritasat
Hjertén és munkatarsai altal kidogozott protokoll szerint végeztiik [70].

A mikrodializis szonda EI-A-Z 1; 1,5 mm aktiv feliileti hosszisaggal rendelkezett
(szarmazasa Eicom, Kyoto, Japan). Magat a szondat egy pumparendszerhez kotottiik
(Stoelting, Dublin, frorszag), mely biztositotta a keringést a szondaban. A perfuzios
médiumok cseréjét egy polietilén csOvezetékekbdl és valtorendszerbdl allo késziilékkel

biztositottuk (CMA Mikrodializis AB, Solna, Svédorszag).

3.3  Szarmazékképzés

5 ul mintat vagy standard oldatot kevertiink 6ssze 5 pl belsé standardot tartalmazé
szarmazekképzo pufferrel, illetve 5 pl szarmazékképzo oldattal. Ezt kovetden hagytuk a
reakciot a megfeleld ideig, megfeleld homérsékleten végbemenni, majd az analizis
kezdetéig a mintdkat -20 °C-on taroltuk. A mintahoz abszolut etanolban oldott, 1,2
majd a reakcidelegyet 60 °C-on 20 percig inkubaltuk. A szarmazékképz6 puffer belsé
standardként 1 pM L-ciszteinsavat tartalmazott. Az analizis kezdetén a mintakat
desztillalt vizzel négyszeres térfogatra higitottuk. Kutatdcsoportunk korabban
kidolgozott moédszere soran a szarmazékképzés ideje 15 perc volt. A D-szerinre
optimalizalva a hosszabb, 20 perces reakcididére a csucsteriilet novekedés miatt keriilt

Sor.
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3.4  Elvalasztasi koriilmények

Az excitatoros aminosavak kirdlis elvalasztasa 5 mM HPA-B-CD és 8 mM DM-B-CD
szelektort tartalmazé 100 mM borat pH 8,0 pufferben tortént, 50 cm effektiv
kapillarishosszon. Az elvélasztds 25°C-on tortént 400 V/ecm alkalmazott fesziiltség
mellett. A mintainjektalds hidrodinamikus uton tortént (20 s — 6,89 kPa). A késziilék
vezérlését, az adatgylijtést, valamint az elektroferogramok kiértékelését a gyartd altal
biztositott 32 Karat szoftver 5.0-4s verzidjaval végeztiik. A kettds ciklodextrin rendszer
sziikséges volt a kémiai és a kirdlis szelektivitas biztositdsara. A DM-B-CD biztositott
az aszpartat €s a glutamat kozti kémiai szelekciot, mig a HPA-B-CD felelt a kiralis
elvalasztasért az egyes enantiomerek esetében. A  detektilashoz NBD-F
szarmazekképzést hasznaltunk LIF detektorral. Modszeriink alkalmas a D-aszpartat, L-
aszpartat, D-glutamat és L-glutamat kvantitativ meghatarozasara [189]. A fejlesztett
modszer detektalasi hatara (LOD) D-aszpartatra nézve 17 nM, mig D-glutamat esetében

9 nM. Mindkét D-aminosav esetén a kvantifikalas also hatara 0,05 uM-nak adodott.

Az excitatoros aminosavak és D-szerin elvalasztasara fejlesztett modszerem esetén 50
mM pH 7 HEPES pufferben oldottuk fel a 6 mM HPA-B-CD kiralis szelektort. Az
effektiv és a teljes kapillarishossz 50 és 60 cm volt. Minden futas el6tt vizzel és
elvalaszté pufferrel mostuk a kapillarist. A mintainjektalas akarcsak az excitatoros
aminosav rendszernél, itt is hidrodinamikai uton tortént (20 s — 6,89 kPa). Az
elvalasztas 25°C-on, alland6 fesziiltségen (-24 kV, 400 V/cm) zajlott. A késziilék
vezérlését, az adatgyiijtést, valamint az elektroferogramok kiértékelését itt is a gyartd

altal biztositott 32 Karat szoftver 5.0-as verzidjaval végeztiik.

3.5  Allatkisérletek

3.5.1 Szovetekbdl torténé meghatarozashoz hasznalt allatok

Az allatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Anatomiai-, Szovet és Fejlodéstani Intézet

munkatarsai, mig a mintaanalizist kutatocsoportunk végezte. Az excitatoros aminosavak
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meghatdrozasat 2, 4, 8 és 62 napos hazi csirkéken végeztiik, melyek a Babolna Kft.-tdl
kertiltek beszerzésre (Budapest, Magyarorszag), valamint 100-150 napos ndstény Wistar
patkanyokon (n=8), amelyek a helyi tenyészetbél szarmaztak (Semmelweis Egyetem
Anatomiai-, Szdvet ¢és Fejlodéstani Intézet, Budapest). Csirkék esetén tizes
csoportokban tartottuk dket egy 33 x 40 x 25 cm-es miianyag dobozban nyolc napos
korukig, majd utdna négy fOs csoportokra osztva nagyobb ketrecekben lettek
elhelyezve, amig elérték a feln6tt kort (62 nap). A patkanyokat standard laboratoriumi

ketrecekben tarottuk.

A D-szerin és D-aszpartat egyidejii vizsgalata Gjsziilott és feln6tt C57BL/6 egereken
(n=5 mindkét csoportban) tortént, melyeket a Semmelweis Egyetem Anatomiai-, Szovet
és Fejlodéstani Intézet biztositott szamunkra. Az egereket standard laboratoriumi

ketrecekben tarottuk.

Az Osszes allatkisérlet soran betartottuk a Semmelweis Egyetem Etikai Tandcsanak
laboratériumi allatok tartdsara és kezelésére vonatkozd szabalyzatat, mely 6sszhangban
van az Eurdpa Tandcs laboratoriumi allatok tartdsara vonatkoz6 direktivaival
(86/609/EEC). Az allatokat klimatizalt helyiségben (22 + 2 °C), 12 6ras sotét/vilagos
ciklus mellett tartottuk, és ad libitum fogyaszthattak standard laboratériumi tapot €s

csapvizet.

3.5.2 Tanulasi folyamatok vizsgalata szévetmintakbél

A napos csirkéket 20 x 25 x 25 cm-es nyitott dobozokban taroltuk érkezésiikkor. A
csirkéket (n=84) a kisérletek soran parosan tartottuk, csokentve igy az izolacids stresszt.
Legalabb harom o6ras (maximum 24 6ras) akkomodacids periodust kovetden egy szaraz,
fekete iiveggyongyot helyeztiink a dobozukba, elézetes gyakorlati stimulusként.
Ingerként vékony fémszalat hasznaltunk, melyet egy szines iiveggyongy végéhez
erdsitettiink. Ot perccel késébb egy piros gydngydt helyeztiink be, amit vagy vizzel,
vagy metil-antranillal vontuk be, mely keserii, de artalmatlan reagens. A metil-

antranillal talalkozott csirkék esetében undort Iehetett felfedezni (fejrazaés,
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visszavonulas, szajtatas). Ot perccel, 6 Oraval, vagy 24 6raval késébb szaraz kék és
piros gyongyoket helyeztiink be a csirkéknek fél percre egyenként, tesztelve igy a

memoriajuk megtartasat.

A memoriatesztek ideje alatt az Osszes csirke kétnapos volt. A 24 6ras csoportnal a
csirkék a kisérlet eldtti napon lettek tanitva. Azok a csirkék, akik nem mutattak
érdeklédést egyik inger irdnt sem az eldzetes, valamint a normal gyakorlatkor (nem
voltak éberek), ki lettek zarva a vizsgalatbol (n=12). Amelyik csirkék gyongyén viz volt
¢és ennek ellenére visszafogtdk magukat, valamint azok a csirkék melyeknél a metil-
antranil nem valtott ki undort szintén ki lettek zarva (n=16). A kizarasi proceduraknak
koszonhetden két homogén csoportot hoztunk 1étre. Egyik csoportban a metil-antranil
hatasara elkeriilést mutato csirkék, mig a masikban a viz hatasara elkeriilést nem mutato

csirkék kertiltek.

3.5.3. Szivet és mikrodializis mintak az excitatoros aminosavak méréshez

3.5.3.1 Szovetmintak a kémiai vizsgalathoz

Az excitatoros aminosav analizishez hasznalt szovetmintdkat 2, 4, 8 vagy 62 napos
csirkékbdl, valamint felndtt (100-150 napos) patkdnyokbdl nyertiik. A csirkéket (n=61,
valamint 84, kisérlettél fiiggben) és a patkanyokat (n=8) a fent emlitett kor elérésekor
ketamin-xilazinnal mély altatasba juttattuk, majd dekapitaltuk. A megfelelé agyteriiletek
eltavolitasa sztereomikroszkop alatt tortént, majd a mintakat a tovabbi feldolgozasig -80
°C-on taroltuk. Az alabbi szovetrészeket kiilonitettilk el csirkék esetében: medialis
striatum (mSt), intermedial medial mesopallium (iMM), arcopallium (Arco) és
cerebellum. Patkanyok esetében szintén dekapitacié utan azonnal az alabbi agyrészeket
kiilonitettiik el: parietalis cortex (Ptctx), nucleus accumbens (Ac), amygdala (Amy),
valamint cerebellum. A madarak egyes agyteriiletei megfeleltethetéek az emldsok, és
igy a patkanynal hasznalt agyteriileteknek: Ptctx az iMM-el [4], nucleus accumbens az

mSt-vel, mig az amygdala az arcopalliummal [147].

Az Osszes szovetmintdhoz mg-onként 10 pl acetonitril-viz elegyet (2:1) adtunk,
ultrahanggal rovid ideig (5 s) homogenizaltuk, majd ezt kovetden centrifugaltuk

(3,000xg, 10 perc, 4 °C). A feliilluszokat ACSF-el tizszeres térfogatra higitottuk, majd a
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kutatocsoportunk  korabbi moddszerében leirtaknak megfelelden végeztik a

szarmazékképzést (3.3 fejezet).

3.5.3.2 Mikrodializis szonda beiiltetése

A mikrodializis eszk6z mitéti behelyezésére az érkezés napjan keriilt sor. Az
érzéstelenitéshez intramuszkularis ketamin-xilazin injekciot hasznaltunk (40 és 8
mg/ttkg dozisban). A megfelelé pozicionalds érdekében az allat fejét sztereotaxias
késziilékkel rogzitettiik. A mikrodializis-Szondat a baloldali medialis stridtumba tltettiik
¢és fogészati cement haszndlataval rogzitettiik a koponyacsonton. A pontos koordinaték:
bregmatol 4 mm-el elérébb, a koponya kdzepvonalatol 0,85 mme-re lateralisan, az agy
kiils6 felszinétdl 5,8 mm-re ventralisan. Az implantici6 utan az allatok 12 6ran at
regeneralodtak étel és viz nélkiil. A mikrodializis mintdkat egy nappal a miitét utdn
kezdtik el gyfijteni. A kisérletek utan a csirkéket a fentebb emlitett eljarasi
koriilmények kozott dekapitaltuk, hogy a szonda lokalizaciojat verifikalni tudjuk.

3.5.3.3 Mikrodializis procedira

A miitét utdn a csirkéket (n=8) tiivegfal, feliil nyitott dobozba helyeztiik. A
mikrodializis-szondan keresztiil ACSF-et (120 mM Na*, 6 mM K*, 2 mM Ca2+, 125
mM Mg?*, 129 mM CI', 125 mM H,POy’, 21 mM HCO3', pH 7,4) perfundaltunk. Az
aramlasi sebesség 0,3 pl/perc volt. 18-20 6ras stabilizacios periddus utdn megkezdtiik
a mintagytjtést 200 mikroliteres polipropilén csdévekbe, hlsz perces idokézonként. A
mintakat azonnal szarazjégre helyeztiik, majd —80 °C-on taroltuk felhasznalasig. Az
analitikai vizsgalathoz a fehérjementesités lépéseit mikrodializatumoknal nem kellett

elvégezni, ezért kdzvetleniil a szarmazékképzéssel folytattuk (3.3 fejezet).
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A kisérlet soran harom mintavétel utan (60 perc) a madarak ihattak vizet szabadon 20
percen keresztiil (1 mintavétel), 100 perccel késébb 50 mM KCI tartalma ACSF
keriilt ataramoltatasra 20 percen kersztiil (1 mintavétel), majd minden stimulus utan a
perfuzidos médiumot visszavaltottuk standard ACSF-re tovabbi mintagytlijtés céljabol.

A natriumionokat KCl adagolasakor lecsokkentettiik, fenntartva igy az ozmolalitast.

3.5.4 Szovetmintak a D-szerin és D-aszpartat egyidejii meghatarozasahoz

5-5 ujsziilott és felnott C57BL/6 egeret dekapitaltunk és az agyukat azonnal a megfeleld
részekre bontottuk. A mintakészités sordn egy rostralis vagast végeztiink, mely a
medidlis orbitofrontalis cortexet tartalmazza; és egy caudalis vagést, mely az amygdalat,
hippocampust és a hipotalamuszt. A metszetekhez a rostrocaudalis sztereotaxias
koordinatakat, valamint az agyi régiok lokalizaci6janak megvalasztasahoz az Allen
Mouse Brain Atlas-t hasznaltuk fel [101]. A metszetek hozzavetélegesen 1,5 mm
vastagok. A bulbus olfactorius és a cerebellum dorsalis része kozvetleniil a teljes agybol
keriilt levalasztasra. A tobbi rész esetében sztereomikroszkop segitségével tortént meg a
megfeleld metszetrész kinyerése. A szovetmintak tomegét lemértiik, majd azonnal
szarazjeges kozegbe helyeztiik. A mintdkat a tovabbi feldolgozasig -80 °C-on taroltuk.
A mintael6készités hasonlé modon tortént az excitatoros aminosav meghatarozasahoz
nyert bioldgiai mintak elokészitéséhez, azonban a feliiliszok végsé higitasa nem

tizszeresére tortént ACSF-el, hanem kétszeresére.

3.6  Maoadszervalidalas

Az excitdtoros aminosavak mellett torténd D-szerin meghatarozasra kidolgozott
modszert az FDA iranyelvei alapjan validaltuk [41]. A kvantitativ meghatarozas
érdekében belsé standardként (IS) 1 uM L-ciszteinsavat alkalmaztunk. A validalas
soran hat kiilonb6z6é koncentraciét (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 1,5 uM) haszaltunk a D-

aszpartat és D-szerin standardokbol a kalibracios gorbe megszerkesztéséhez. Ahhoz,
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hogy az L-aminosavak bioldgiai mintakban jelenlévé mennyiségét imitaljuk, a

ey y

aszpartatot, L-szerint, taurint és glicint is tartalmazé standardok keverékével végeztiik.

A mindségellendrzési (QC) mintakat alacsony, kozepes és magas koncentracioban
hasznaltuk a D-aszpartatra és a D-szerinre nézve (0,08; 0,04; 1,25 uM), mellyel a napon
beliili és a napok kozotti pontossagot €s torzitatlansagot allapitottuk meg. A rendszer
pontossagat a mérések relativ  szords-értékeivel jellemeztik. A  modszer
torzitatlansaganak jellemzése soran a mért aminosav koncentraciét a nominalis
koncentraci6 szazalékdban adtuk meg. A napon beliilli megbizhatésagi adatok
meghatarozdsdhoz 0t-6t parhuzamost hasznaltunk. A napok kozotti megbizhatosagi
adatok meghatarozasahoz a méréseket 6t egymast koveté napon megismételtiik, minden
nap harom-hdrom parhuzamos mérést végeztiink. Kvantitalasi hatdrnak azt a
koncentracioértéket fogadtuk el, ahol a torzitatlansag 80 és 120 % kozott volt és a
pontossdg (a mérések relativ szordsa) nem haladta meg a 20 %-ot. A detektalas

hataranak a 3:1 jel/zaj aranyhoz tartozo mintakoncentraciot tekintettiik.

Stabilitasi méréseket ennél a modszernél nem végeztiink, mivel kutatocsoportunk
el6zoleg fejlesztett modszere validalasakor megallapitottuk, hogy a feldolgozott és
szarmazékképeztetett mintakat -20 fokon maximum két napig lehet tarolni [189]. Ennek
ellenére minden esetben egy napon beliil tortént a bioldgiai mintdk lemérése, naponként

Uj kalibréacids gorbe felvételével.

3.7  Statisztikai és szamitasi modszerek

A kalibracios pontokra torténd egyenes illesztést a Sigma Plot szoftverrel végeztiik.

Minden esetben sulyozott linedris regressziot alkalmaztunk.

A csirkék és a patkanyok vizsgalatanal az excitatoros aminosav (EAA) koncentracidkat
ANOVA full faktorialis altaldnos linedris modellel (GLM) hasonlitottuk 6ssze az alabbi
faktorokat hasznalva: kor és faj a kiilonb6zo kisérletekben. Az adott egyedek kiilonbozo

agyteriileteit egyedeken beliili faktorként jellemeztik (RM ANOVA). Az adatokat
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logaritmizaltuk, amikor sziikséges volt, hogy az ANOVA hipotézisekhez megfeleldek
legyenek. A szabadsagi fokokat korrigituk RM ANOVA hasznalatakor az un.
Greenhouse-Geisser modszerrel, amennyiben a szfericitds nem volt feltételezhets. A
kisérleti csoportok kor €s faj szerinti 0sszehasonlitasat Tukey post hoc teszttel végeztiik
el. Az azonos allatok agyteriileteinek Osszehasonlitdsahoz paros t-probat hasznaltunk

kiegészitve a p érték Sidak-Holm féle beallitasaval.

Mikrodializis mintdk esetén a relativ véltozasokat (a kontrollhoz képest) nem-
parametrikus teszttel vizsgaltuk (Wilcoxon Signed Rank teszt). Meg kell emliteni, hogy
a D-aszpartat esetében 6t allaton alapuld eredmények lettek bemutatva, ugyanis a masik

harom allatnal nem sikeriilt kimutatni D-aszpartatot. A szignifikancia szint p<0,05.

Az egér mintdk egyes agyteriileteit kor szerint, vagy régi6 szerint hasonlitottuk Ossze

kétmintas t-proba hasznélata mellett.
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4, Eredmények:
4.1 CE-LIF mddszer kidolgozasa

4.1.1 A szarmazékképzés optimalizalasa

A Gyogyszerhatastani Intézetben mar régebben is alkalmaztak NBD-F-et, mint
szarmazékképz6 reagenst diaminok, valamint lizin meghatarozasara [174]. A modszer
optimalizalasat ekkor végezték el, melyet az excitatoros aminosavak meghatarozasanal
is hasznaltunk ugyanis a csucsteriiletek 20 mM, pH 8,5 borat puffer alkalmazasa és 15
perces reakcioidé mellett mutattak maximumot. A szarmazékképzé aminosavakkal valod

altalanos reakciojat a 7. abra mutatja.

F COOH %ogn

COOH COOH Hom G ~= NH Hiwe-C oot NH

H N & éz -

He—G —=NH, 7 H,N =G —~=H + 0 =N ]

H s vagy A { S — L/ 1 N vagy = “- \o

R R ™ N S
NO, |

. . NO. NO.

D-aminosav L-aminosav NBD-F

7. abra: NBD-F-el torténé szarmazékképzési reakcio aminosavakkal

A D-szerinnel kapcsolatban is megvizsgaltuk a szarmazékképzési reakcié idéfiiggését.
Kiértékelve az elektroferogramokat azt kaptuk, hogy a D-szerin, valamint a D- és L-
aszpartat esetében 20 mM pH 8,5 borat pufferben 20 perces szarmazékképzési
reakcididé nagyobb csucsteriiletet eredményezett, mint a 15 perces, mig az L-glutamat
esetében szamottevd valtozast nem tapasztaltunk (8. abra). Ezért 20 percre emeltiik a

szarmazékképzési reakci6idot.
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8. dbra: Az L-glutamat, L-aszpartat, D-aszpartat és a  D-Szerin
szarmazékképzésének idofiiggése NBD-F-el. A csucsteriileteket a belsé standard

ciszteinsav csucsteriiletével korrigaltuk.

4.1.2 Az elvalasztasi koriilmények optimalizalasa

A derivatizalt aminosavak egy vagy két negativ toltéssel rendelekeznek, ezért bazikus
vagy semleges pH-n jelentds elektroforetikus mobilitassal rendelkeznek az anod
iranyaba. Gyors analizisiik anod irdnyu elvalasztassal valdsithaté meg, amennyiben az
EOF-et teljes mértékben szupresszaljuk. Ennek eléréséhez linearis poliakrilamiddal
boritottuk a kapillarist, akarcsak az excitatoros aminosavak kirdlis elvalasztasakor
alkalmazott modszeriink esetében. L-ciszteinsavat hasznaltunk belsé standardnek az
elvalasztand6 aszpartat és glutamat komponensekhez hasonld karakterisztikaja miatt
(két negativ toltéssel rendelkezik bazikus, vagy neutralis pH-n). Figyelembe véve, hogy
az aminosav enantiomerek megfeleld elvalasztasahoz feltehetéen hosszabb effektiv

kapillarishossz szilikséges, az elvalasztasokat 50 cm effektiv kapillarishosszon végeztiik.
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Az excitatoros aminosavak kirdlis elvalasztisa soran a HPA-B-CD megfelelonek
bizonyult enantioszelektivitasat tekintve az aszpartdit és glutamat enantiomerek
elvalasztasdhoz. Maodszerilinket szerettiik volna tovabbfejleszteni, €¢s az NMDA
receptorokon ko-agonista funkciéji molekula, a D-szerin meghatarozasaval
kiegésziteni. Mivel a modszer bioldgiai mintdra vald alkalmazhatdsédganak tesztelésekor
a hazi csirkék agyabol szarmazo mintakban D-glutamat nem volt detektalhato [189], a
glutamat, valamint a D- és L-aszpartat mellett a szerin enantiomerek mérésére is
alkalmas 1) mddszer kidolgozasakor nem tartottuk sziikségesnek a kettds ciklodextrin
rendszer alkalmazasat. Kiindulasi 1épésként 100 mM pH 8 borat puffert és kiralis

szelektorként 5 MM HPA-B-CD-t hasznaltunk (9. abra).
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9. dbra: 10° M L-ciszteinsav belsé standard (IS), 5 pM D-Asp és D-Ser, 25 pM L-
Asp, L-Glu és L-Ser, 50 uM glicin (Gly) és taurin (Tau) tartalmu standard minta.

Elvalasztasi koriilmények: 50/60 cm x 75 pm poliakrilamiddal boritott 6mlesztett

szilika kapillaris; injektalas: 6,89 kPa 20 s; 5 mM HPA-B-CD-t tartalmazé 100 mM
borat puffer pH 8; -24 kV.
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Az amin-derivatizalt aszpartat és glutamat két negativ toltésével a tobbi aminosav el6tt
éri el a detektor ablakot, mig a D-szerin a tobbi aminosavhoz hasonléan csak egy
negativ toltéssel rendelkezik. Lathat6, hogy ezekkel a kondiciokkal a D-aszpartat, L-
aszpartat, az L-glutamat, valamint a D- €s az L-szerin elvalasztidsa kevesebb, mint 14
perc alatt megvalosithatd. Azonban a D-szerin teljes alapvonal elvalasztasat ilyen
koriilmények kozott nem tudtuk elérni, hiszen a D-szerin az elétte migralo glicinnel és
az NBD-F egyéb melléktermékeivel részben ko-migralt, meggatolva igy a pontos

kvantifikalasat.

A pH csokkentése 8-rol 7-re javitotta mind a kémiai, mind a kiralis szelektivitast (10.
abra). A pH 8 ald csokkentése azonban a borat pufferrdl a megfeleld pufferkapacitasti
zwitterionos HEPES-re torténd valtast indokolta. Lathato, hogy a pH 7-re valo
csokkentésekor minden vizsgalt komponens az L-szerin eldtt migralt, valamint a kiralis
felbontas javult a komplex és a szabad formaban 1évé aminosavak kozti nagyobb
mobilitaskiilonbségek miatt. A kirdlis szelektivitds mellett a kémiai szelektivitas is
javult a pH csokkenésének a hatasara. A glicin, valamint a szarmazékképzobol

szarmazo melléktermékek alapvonalon elvaltak a vizsgalt D-szerintdl. Tovabbi

crer

crer

crer

kémiai szelektivitast, mely alatt a D-szerin €és a glicin, valamint a melléktermékek
elvalasztasanak javulasat értjiitk (11. abra). Lathato, hogy a 6 és a 7 mM kiralis szelektor
hatasa kozott 1ényeges kiilonbség nem tapasztalhatd, ezért a végsd koncentracionak 6

mM HPA-B-CD-t valasztottunk (1. és 2. tablazat).
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10. dbra: A szerin és
aszpartat enantiomerek
elvalasztasanak pH fiiggése

50 mM HEPES pufferben

1 puM L-ciszteinsav belso
standard (IS), 5 pM D-Asp és
D-Ser, 25 uM L-Asp, L-Glu
és L-Ser, 50 pM glicin (Gly)
és taurin (Tau) tartalmu
standard minta ACSF-ben
oldva.

Elvalasztasi  koriilmények:
50600 em x 75 pm
poliakrilamiddal boritott
omlesztett szilika kapillaris;
injektalas: 6,89 kPa 20 s; 5
mM HPA-p-CD, 50 mM
HEPES puffer; -24 kV
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1. tablazat: A vizsgalando komponensek felbontasa kiilonboz6 pH értékeken
végzett elvalasztas esetén. Ha a felbontas értéke > 1,5 akkor a két komponens

alapvonalon elvalt egymastol.

pH 6,5 7 7,5 8
R (D-Asp/L-Asp) - 1,63 1,52 1,15
R (D-Ser/L-Ser) 2 1,84 1,52 1,17
R (Gly/D-Ser) 2,21 2,68 - 1,44

R: Felbontas, melyet a 32 Karat 5.0-as szoftverrel szamoltattuk ki az alabbi képlet
alapjan: Ix (M

4 HptHo
mobilitasa (elektroozmotikus mobilitas), mig az N az elméleti tanyérszam

) ahol pp a komponens elektroforetikus mobilitasa, p, az EOF

2. tablazat: A vizsgaland6 komponensek felbontasa kiilonb6z6 kiralis szelektor
koncentracio alkalmazasalor. Ha a felbontas értéke > 1,5 akkor a két komponens

alapvonalon elvalt egymastol.

HPA-B-CD konc. 3mM 5mM 6 mM 7mM
R (D-Asp/L-Asp) 1,38 1,63 1,76 1,79
R (D-Ser/L-Ser) 1,49 1,84 2,21 2,32

R (Gly/D-Ser) - 2,68 2,73 2,89

R: Felbontas, melyet a 32 Karat 5.0-as szoftverrel szamoltattuk ki az alabbi képlet
alapjan: Ix <M

4 HptHo
mobilitasa (elektroozmotikus mobilitas), mig az N az elméleti tanyérszam

) ahol pp a komponens elektroforetikus mobilitasa, p, az EOF
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11. abra: A D-szerin és D-
aszpartat elvalasztasanak
CD koncentraciofiiggése S0
mM pH 7,0 HEPES
pufferben

1 pM L-ciszteinsav belso
standard (IS), 5 uM D-Asp
és D-Ser, 25 pnM L-Asp, L-
Glu és L-Ser, 50 puM glicin
(Gly) (Tau)

tartalmu standard minta.

és taurin

Elvalasztasi koriilmények:
5060 ecm x 75 pm
poliakrilamiddal  boritott

omlesztett szilika kapillaris;
injektalas: 6,89 kPa 20 s; 50
mM pH 7,0 HEPES puffer;
24 kV
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Tobb lehetséges aminosavat is teszteltiink az esetleges ko-migracié kizarasa érdekében,
melyek a biologiai mintdban el6fordulhatnak. Ilyen komponensek példaul a GABA, a
taurin, a glicin, a methionin, az alanin, a treonin és a valin. A taurin és a glicin a D-
szerin eldtt migral, mig a tobbi vegyiilet késobb érkezett a detektor ablakhoz. A
lassabban migralodo vegyiiletek koziil a GABA migralt a legkozelebb a D-szerinhez, de
felbontasbeli problémat nem jelentett (12. abra).
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12. abra: 1 pM L-ciszteinsav belsé standard (IS), 2,5 pM D-Asp és D-Ser, 25 M L-
Asp, L-Glu és L-Ser, 50 uM glicin (Gly) és taurin (Tau) és GABA tartalmu
standard minta.

Elvalasztasi korillmények: 50/60 cm x 75 pm poliakrilamiddal boritott 6mlesztett
szilika kapillaris; injektalas: 6,89 kPa 20 s; 6 mM HPA-B-CD, 50 mM HEPES
puffer pH 7; -24 kV.
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4.1.3 A modszer validalasa

A bioldgiai mintdkban a D-enantiomerekhez képest az L-aminosavak, illetve a glicin és
a taurin sokkal nagyobb feleslegben fordulnak eld, ezért a validalashoz a modszer
szelektivitasanak biztositdsa érdekében Otvenszeres feleslegben alkalmaztuk az L-
aminosavakat (L-Glu, L-Asp, L-Ser), valamint a glicint és a taurint a D-
enantiomerekhez képest. A kalibracios gorbéket 0,05-1,5 uM kozoétti koncentracid
tartomanyban vettiik fel a D-aszpartatra, illetve a D-szerinre, mig 2,5-75 uM kozott az
L-aszpartatra és az L-glutamatra, ahol a jel és koncentracié kozott linearis 0sszefiiggést

talaltunk.

3. tabldazat: A modszer napon beliili megbizhatosag értékei (n=5)

Torz.: torzitatlansag; Pont: pontossag; ¢) D-Asp és D-Ser; d) L-Asp és L-Glu

QC 0,08 pM./ 0,4 pMy 0,4 pM. / 20 pMy 1,25 pM. / 62,5 pMy
Torz. Pont. Torz. Pont. Torz. Pont.
(%) (RSD%) (%) (RSD%) (%) (RSD%)
D-Asp 104,83 7,57 105,94 5,56 96,17 5,35
D-Ser 85,1 7,9 88,69 7,44 92,23 2,09
L-Asp 85,15 4,07 109,66 5,51 96,18 5,26
L-Glu 91,48 3,93 88,69 5,23 92,23 6,55

A napon beliili és a napok kozti pontossag és torzitatlansadg is meghatarozasra kertilt az
alabbi QC mintakoncentraciokkal: 0,08; 0,4; 1,25 uM a D-aszpartatra és a D-szerinre,
illetve 4; 20; 62,5 uM az L-aszpartatra és az L-glutamatra, lefedve igy a sziikséges
koncentracié tartomanyt. A napon beliili torzitatlansag (3. tablazat) a D-aminosavakra
85,10-105,94%-nak, az L-aminosavakra 85,05-112,11%-nak adodott. A napon beliili
pontossag 2,09-7,90% volt a D-aminosavakra, mig 3,93-6,55% az L-aminosavakra

nézve.

A napok ko6zotti pontossag (4. tablazat) a D-aminosavak esetében 0,44-9,47% kozott
volt, illetve az L-aminosavak esetében 0,95-14,90%. A mennyiségi meghatarozas also
hatarat (LOQ) a D-enantiomerekre hataroztuk meg, mely 0,05 pM-nak adodott mind a

D-aszpartat, mind a D-szerin esetében. A detektalas also hatarat 3:1 jel/zaj arany alapjan
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szamoltuk ki és 8, valamint 12 nM koncentraci6 értéket kaptunk a D-aszpartat, illetve a

D-szerin esetében.

4. tablazat: A médszer napok kozti megbizhatosag értékei (QC n=3)
Torz.: torzitatlansag; Pont.: pontossag; a) D-Asp és D-Ser; b) L-Asp és L-Glu

QC 0,08 pM,/ 0,4 pMy, 0,4 nM; /20 pM, 1,25 pM, / 62,5 pM,,
Torz. Pont. Torz. Pont. Torz. Pont.
(%) (RSD%) (%) (RSD%) (%) (RSD%)
D-Asp 97,93 9,47 101,07 6,74 100,24 5,72
D-Ser 85,21 0,44 93,46 6,87 98,16 8,41
L-Asp 85,05 0,95 106,61 3,77 103,25 9,45
L-Glu 95,29 4.4 109,98 4,96 112,11 14,9

4.2. Biologiai mintak analizise
4.2.1 D-szerin és D-aszpartat agyteriiletek kozotti eloszlasanak vizsgalata

A modszeriinket bioldgiai mintak analizisére is felhasznaltuk, ahol a D-aminosavak
eloszlasat kovettiik nyomon kiilonbozé egér agyteriiletekben. Egy reprezentativ

elektroferogramot a 13. abra mutat be.

Hat kiilonb6z6 agyteriiletet vizsgaltunk meg felndtt és 0jsziilott egereknél a D-
aminosavak meghatarozasahoz, melyek az alabbiak: amygdala, bulbus olfactorius,
cerebellum, hippocampus, hypothalamus €s prefrontalis cortex. Mindegyik mintaban a
D-aszpartat, valamint a D-szerin detektalhato és kvantifikalhaté volt. A D-szerin
koncentracioja felnétt egerek esetén (14-50 nmol/g nedves szovet) kb. egy
nagysagrendel nagyobb volt a D-aszpartdthoz képest (1,9-3,2 nmol/g nedves szdvet)
mindegyik agyteriiletnél, kivéve a cerebellumot, ahol a koncentraciok hasonléak voltak
(0,9 és 1,2 nmol/g nedves szovet). Ezzel szemben az 0jsziilott egereknél a két aminosav
Osszemérheté nagysagrendileg (D-aszpartat esetén 11-22 nmol/g szovet, mig D-Szerin

esetében 11-26 nmol/g szovet).
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13. dbra: Reprezentativ elektroferogram egy C57BL/6 felnott egér prefrontalis
cortex¢bdl elokészitett mintabdl. Elvalasztasi korillmények: 50/60 cm x 75 pm
poliakrilamiddal boritott 6mlesztett szilika kapillaris; injektalas: 6,89 kPa 20 s; 1
uM ciszteinsav belsé standard, 6 mM HPA-B-CD, 50mM pH 7,0 HEPES puffer;
-24 kV.

Az ujszilott egereknél kortilbeliil egy nagysagrenddel nagyobb a D-aszpartat
mennyisége, mint felndtt korban, mely a neurogenezisben betdltott fontos szerepét
tamasztja ala. Lathatdo, hogy a D-szerin mennyisége a felndtt egereknél harom
agyteriileten kimagaslik az 1jsziilottekhez képest, méghozza az amygdaldban, a
hippocampusban ¢és a prefrontalis cortexben. Ez a harom teriilet kiemelt szerepet tolt be
a neurondlis plaszticitasban, valamint tanulasi folyamatokban ¢és a memoria
kialakulasban. Erdekes eredmény a kisagyban mért szignifikins D-szerin csokkenés

felnott egyedeknél. Az eredményeket a 14. és 15. abra foglalja Gssze.

60



DOI:10.14753/SE.2019.2218

D-aszpartat mennyisége Kiilonbo6zo agyteriileteken
30

25

o]
o
*

¢ (nmol/g szovet)
s
=

B Felndtt egerek

—
[}

m Ujsziilstt egerek

5
o Ll . |
J A Q4 g G
; N
& & S & & &
O Q Q4 N
& - M > i Sl
& » & O v Q)
A AN X o 5
Q @ kg Q S o
& & & &
& &
& <

14. dbra: A D-aszpartat mennyisége felnétt és ujsziilott C57BL/6 egerek hat
agyteriiletén (n=5).

A csillaggal jelolt agyteriileteken szignifikans eltérés mutatkozott a felnott és az
ujsziilott egerek kozott (kétmintas t-proba a=0,05, bulbus olfactorius: p= 0,0068;
prefrontalis cortex: p= 0,0022; amygdala: p= 0,016; hypothalamus: p=0,028
hippocampus: p= 0,018, cerebellum: p=0,0026)
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15. dbra: A D-szerin mennyisége felnétt és ujsziilott C57BL/6 egerek hat
agyteriiletén (n=5).

A csillaggal jelolt agyteriileteken szignifikans eltérés mutatkozott a felnétt és az
ujsziilott egerek kozott (kétmintas t-proba 0=0,05: prefrontalis cortex: p= 0,001;
amygdala: p=0,017; hippocampus: p= 0,037, cerebellum: p=0,009).

4.2.2 Az aszpartat enantiomerek és glutamat enantiomerek agyteriiletek kozotti

eloszlasanak vizsgalata

Modszeriink alkalmazasakor nem sikeriilt a mintakban D-glutamatot Kkimutatni,
szemben a D- és L-aszpartattal, illetve L-glutamattal, melyek mindegyik mintaban
megtalalhatéak voltak. A hazi csirkékben az L-aszpartit mennyiségére nézve nem

talaltunk szignifikans hatast sem az agyteriiletek vonatkozasaban (F3,177=2,29,
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p=0,09), sem az adott régid és kor kozotti interakciod vizsgalatakor (F9,177=0,82,
p=0,58).

Kortol fiiggd valtozast tapasztaltunk mind az L-aszpartat (kor, ANOVA: F3,59=6,61,
p=0,018, 16. B abra) és az L-glutamat (kor, ANOVA: F3,57=4,79, p=0,005, 16. C abra)
esetében, foleg a 4. napon bekovetkezett tranziens csokkenésnek kdszonhetéen. Az L-
glutamat koncentracioban szignifikans kiilonbség volt az agyteriiletek kozott. A
legkevesebb L-glutamat az mSt/Ac teriileteken volt (RM ANOVA: F3,171=12,52, df=3,
p=0,005 17 C. abra).

A kornak szignifikdns hatasa van a D-aszpartat koncentraciora az altalunk vizsgalt négy
csirke agyteriileten (ANOVA: F3,57=23,28, p<0,001), ami egy jelentds csokkenést
mutat a masodik és a negyedik nap kozott (Tukey post-hoc teszt: p<0,001) és alacsony
is marad innent6l kezdve (16.A abra). Az egyes agyteriiletek D-aszpartat koncentracioja

nem mutatott szignifikans kiilonbséget (F3,171=1,64, p=0,18), valamint az adott régid

crer

crer

ki (L-aszpartat kifejezve az Ossz L-aszpartat plusz L-glutamatra nézve, illetve a D-
aszpartat kifejezve az 0ssz D-aszpartat plusz L-aszpartatra nézve), akkor tisztan lathatd
a D-aszpartat korfiiggé csokkenése egy egyenstlyi L-aszpartat szint mellett. (A kor
hatdsa a D-aszpartat aranyra: F3,57=33,6, p<0,001 16. D abra). Az L-aszpartat/L-
glutamat arany ezzel szemben nem mutatott valtozast a korral (F3,57=1,17, p<0,331),
sOt a feljebb emlitett tranziens csokkenés (melyet az abszolit koncentracidbol
szamoltunk) is megszlint. Azonban meg kell emliteni, hogy ez az ardny agyteriilet-

fiiggéen valtozik (F3,57=20,16, p<0,001 16. E abra).

Nem taldltunk kiilonbséget a felnétt csirkék és patkanyok L-aszpartat koncentracidja
kozott (ANOVA: F1,16=4,03, p=0,06, 17. B &bra), azonban az agyteriileti hatds (RM
ANOVA: F3,48=3,25, p=0,04) ¢és a két faktor kozotti interakcid (faj és agyteriilet RM
ANOVA: F3,48=6,79, p=0,002) szignifikansnak mutatkozott. A post-hoc paros t-
probédkkal felfedezésre keriilt, hogy a csirkék arcopalliuméban csokkent L-aszpartat
szint figyelhet6 meg, de csak ha a cerebellumhoz hasonlitjuk (p= 0,025), mig a
patkanyoknal a cerebellumban talaltuk a legkisebb L-aszpartat szintet (p<0,05, 17. B

abra).
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16. dbra: A Kkor hatiasa a D-aszpartat (A), L-aszpartat (B) és L-glutamat
koncentraciora (C) (atlagtstandard hiba) a hazicsirkék négy agyteriiletében. A D-
aszpartat szazalékos eloszlasa az oOsszaszpartat mennyiséghez képest (D). Az L-
aszpartat szazalékos eloszlasa az excitatoros aminosavakhoz képest (E). A csillagok
a szignifikans kiilonbséget jelolik a 2. napi értékekhez viszonyitva (Tukey post hoc
tesztek *:p<0,05, ***:p<0,001). A kiilonbo6z6 betiik az oszlopok felett a szignifikans
eltéréseket jelzik az egyes agyteriiletek kozott azonos koru csirkék esetén (paros t-

prébak: p<0,05).
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Az L-aszpartatnak a két faj kozti kiilonbsége szignifikdnsan kisebb értéknek adodott a
patkény cerebellumban (F1,16=29,24, p<0,001). Ha &sszehasonlitjuk az aranyokat (L-
aszpartat/L-aszpartat + L-glutamat), akkor mar azt tapasztaljuk, hogy nincs eltérés a két
faj kozott (F3,15=0,45, p=0,51 17. E &bra), de szignifikans az eltérés az agyteriiletek
kozott (F3,15=43,1, p<0,001).

A patkdnyoknal kicsivel kisebb L-glutamét koncentraciét mértiink, mint csirkéknél
(ANOVA: F1,16=6,37, p=0,023), de csak némely agyteriileten volt szignifikans eltérés
(faj ¢és teriilet faktorok: RM ANOVA: F3,48=19,12, p<0,001): az mSt/Ac és az
iMM/Ptctx teriileteknél mutatkozott meg ez a szignifikans eltérés (17. C abra).
Csirkékben az L-glutamat koncentraci6 kisebb volt az mSt-ben (péaros t-probak:
p=0,001) és a cerebellumban (p=0,029), mint az iIMM-ben, mig patkanyoknal a nucleus
accumbens mutatott alacsonyabb L-glutamat koncentraciot barmelyik masik
agyteriilettel szemben (paros t-probak: p<0,05). Az L-glutamat koncentracio nem volt
egyforma az Gsszes agyteriiletben (F3,129=5,61, p=0,001, 17. C abra). A fajon beliili
eltéréseket elemezve az mSt tartalmazta a legkevesebb L-glutamatot a mésik hadrom

agyteriilethez képest csirkéknél (F1,43>5,76, p<0,022).

A felnétt csirkéknél, harom agyteriiletnél a négybdl magasabb D-aszpartat szinteket
mértiink, mint a patkanyoknal (17. A abra, fajok: ANOVA: F1,15=106,96, p<0,001).
Azonban a cerebellum esetében nem talaltunk eltérést (Tukey post-hoc: p>0,05). A D-
aszpartdt koncentracid agyteriiletenként valtozonak adodott, amikor mind a
patkanyokat, mind a csirkéket egyiittesen vizsgaltuk (RM ANOVA: F3,48=14,39,
p<0,001). Az eltéréseknél fajok kozotti kiilonbségeket is felfedeztiink (fajok kozti és
agyteriiletek kozotti interakcid: ANOVA: F= F3,48=24,28, p<0,001). Nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget csirkék agyteriiletei kozott (paros t-probdk: p>0,84), mig
patkanyoknal a D-aszpartat szintje a cerebellumban volt a legmagasabb és a Ptctx-ben
volt a legkevesebb (17. A abra). Azonos eredményt kaptunk, amikor az aranyokat (D-
aszpartat / D-aszpartat + L-aszpartat) vizsgaltuk (17. D dbra).
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17. abra: A D-aszpartat (A), L-aszpartat (B) és L-glutamat koncentraciojanak (C)
(atlagtstandard hiba) oOsszehasonlitasa négy ekvivalens agyteriileten felnott
hazicsirkék és patkianyok esetében. A D-aszpartat szazalékos eloszlasa az
osszaszpartat mennyiséghez képest (D). Az L-aszpartat szazalékos eloszlasa az
excitatoros aminosavakhoz képest (E). A csillagok a szignifikans kiilonbséget
jelolik a fajok kozt (Tukey post-hoc tesztek *:p<0,05, **:p<0,01, ***:p<0.001). A

kiillonb6z6 betilk az oszlopok felett a szignifikans eltéréseket jelzik az egyes

Csirke

agyteriiletek kozott azonos fajok esetén (paros t-probak: p<0,05).
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A D-aszpartat szintjének valtozasara iranyuld tanulasi kisérlet soran (n=84) egyik
tanulasi folyamat (viz, metil-antranil F1,44=1,54, p=0,22), valamint a visszaidézés sem
(5 perc, 6 vagy 24 ora F2,44=0,75, p=0,48), illetve a tanulasi folyamatok és a
visszaidézés kozti interkacio vizsgalata (F2,44=0,70, p=0,48) sem mutatott szignifikans
agyteriiletben sem tudtunk kiilonbséget kimutatni az egyes csoportok kdzott D-aszpartat

mennyiségére vonatkozodan (F3,132=1,00, p=0,40). Hasonl6 eredményeket kaptunk az

crer

sre s

meghatarozasa mikrodializatum miuntakban

4.2.3.1 Mennyiségi valtozasa tanulds/jutalmazas hatisara, kémiai depolarizacio

hatasara

Vizsgalataink sordn az Ac/mSt régiokban mérhetd L- és D-aszpartat szintre, valamint az
L-glutamat mennyiségre voltunk kivancsiak, melyhez mikrodializis eljarast
alkalmaztunk, ahol is a csirkék szabadon mozoghattak. Mindkét vizsgalt L-aminosav
emelkedést mutatott viz adasakor (jutalom a szomjas csirkéknek, 18. abra). Hasonlo, de
nagyobb excitatoros L-aminosav-szint emelkedést tapasztaltunk magas kalium-klorid
koncentraci6 adagolasakor. A D-aszpartat esetén egy kisebb, nem szignifikans
emelkedés volt tapasztalhatd viz fogyasztasakor, azonban egy robosztus (koriilbeliil
tizszeres) emelkedés volt tapasztalhato kaliumion perfundalasakor (18. abra). A D-
aszpartat emelkedése azonban a magas kalium-klorid adagolasa utan késve jelent meg

(legalabb 20 perc, 18. abra).
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18. dabra: Az in vivo mikrodializis méréseket bemutaté abra, melyen szabadon
mozgo, kétnapos hazicsirkék agyaba helyezett szondan keresztiill nyertiikk a
mintat (mSt/Ac régiobol n=8, illetve Nn=5 D-aszpartat esetén). A: A jutalmazasi
stimulus és depolarizacio (viz illetve KCI) hatasa az L-aszpartat és L-glutamat
szintekre. B.: A jutalmazasi stimulus és depolarizacié (viz illetve KCl) hatasa a
D-aszpartat szintre. Atlagt standard hibaval abrazolva. A csillagok a
szignifikans kiillonbséget jelolik a kontroll értékhez képest (Wilcoxon Signed
Rank teszt p<0,05).

4.2.3.2 Az aminosavak agyi és extracellularis mennyiségeinek dsszehasonlitasa

Az 5. tablazat foglalja Gssze az aminosav koncentraciokat, melyeket a mikrodializis,

illetve a szoveti mérések soran nyertiink. Az L-aszpartat aranya mind a mikrodializis,
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mind a széveti mintakban hasonlonak adodott. Erdekes, hogy a D-aszpartat mennyisége

kozel megduplazodott a kalium-kloriddal tortént stimulacié hatasara (40%-at adva igy

az 0ssz aszpartat mennyiségnek), mig a szovet kivonatban 1év6 koncentracidja kozel két

nagysagrenddel kisebb volt az L-aszpartathoz viszonyitva.

5. Tablazat: Aszpartat és glutamat koncentraciok mikrodializis mintakbdl

(standard, viz hatasanak vizsgalata, kalium-kloriddal torténé vizsgalat),

valamint medial striatumbdl szarmazo szovetmintakbol

A koncentracié nmol/g szovetre van megadva agyi szovetkivonatok esetén, mig

nmol/ml mikrodializis mintak esetén (atlag = standard hiba). Az L-aszpartat
arany: 100 x [L-Asp/(L-Asp+L-Glu)]; A D-aszpartat arany: 100 x [D-Asp/(D-

Asp+L-Asp)]. *: Szignifikans eltérés jelolése

D-Asp (nmol/g L-Asp L-Glu (nmol/g L-Asp D-Asp
vagy nmol/ml) (nmol/g vagy vagy nmol/ml) arany arany
nmol/ml)
Mikrodializis 104+45 397+75 3585+1356 23,8+5,7 19,0+7,8
kontroll mintak
Mikrodializis (viz 149455 598+101 * 40501203 * 27,1£6,2 21,0+8,0
stimulus hatésa)
Mikrodializis (KCI 467+153 819+185 * 6123+£1608 * 25,4+6,2 37,0£10,8*
stimulus hatésa)
Szoveti 30+2.2 2308+217 8644+632 21,8+0,9 1,3+0,07
homogenizatum
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5. Megbeszélés

A tudomany jelenlegi allasa szerint a D-szerin és D-aszpartat tekinthetd az agyban 1évo
legjelentdsebb mennyiségben eléforduld, valamint legszélesebb kdrben tanulméanyozott
D-aminosavaknak. Feltételezett szerepiik a neuroplaszticitasban, a memoriaformacioban
¢és a tanuldsban van. Ismeretes, hogy embrinonalis fejlédés alatt az emldsoknél,
valamint a csirkéknél az L-aszpartattal Gsszevethetd mennyiségben fordul elé a D-
enantiomere, amely a sziiletés utani néhany hétben jelentdsen lecsdkken és szintje
alacsony is marad [21]. Szemben a D-szerinnel, aminek mennyisége idésebb korban
nagyobb a tanulasban és memoriaképz6désben fontos agyteriileteknél. A D-szerin
mennyisége jol korreldl az NMDA receptor disztribucidval, mely tovabbi
bizonyitékként szolgal arra a feltételezésre, hogy a glicin kétdhelyhez kotodo, valddi

endogén ko-agonistaja eme receptornak [111].

Az aminosavak altaldban hidrofil, ionos allapotban el6forduld molekuldk, igy
elvalasztasukhoz tokéletesen alkalmazhatéak az elektromigracids technikak. A kiralis
elvalasztason kiviil meghatarozasuknal nehézséget jelent, hogy az aminosavak nem
rendelkeznek megfeleld érzékenységgel detektalhatd funkcioscsoporttal, ezért optikai
detektalasukhoz valamilyen szarmazékképzo hasznalata sziikséges [172]. Szamos kutato
vizsgalta a D-szerint és a D-aszpartatot. Az irodalom attekintse soran tapasztaltam, hogy
nagyon kiilonb6z6 szoveti koncentracidjukat publikaltak az egyes szerzok, és e két
aminosav egyidejii meghatarozasara alkalmas validalt modszert nem talaltam a
szakirodalomban. A kozolt modszerek egyik nagy hatranya, hogy a modszerfejlesztés
soran nem veszik figyelembe az L-enantiomerek nagy feleslegben valo jelenlétét, amely
a megfeleld szelektiv felbontast biztositd  koriilmények meghatarozasahoz
elengedhetetlen. Modszeriink validalasakor ezeket a paramétereket mind szamitasba
vettiik, felkésziilve igy a bioldgiai kozegbdl torténd méréshez. Sok szerzonél a
modszerfejlesztés soran a standard mintdk oldasa nem a bioldgiai matrixhoz hasonlo
kozegben tortént, mely szintén pontatlansdghoz vezethet. Kidolgozott moddszereink
soran az agyi milliét legjobban utanzé mesterséges gerincvel6 folyadékban (ACSF)
oldottuk a standardjainkat. Modszereinket tobbféle allati szovetextraktumon, valamint

csirkék agyabol szarmazo mikrodializatumon is sikeresen hasznaltuk.
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5.1 Modszerfejlesztés

5.1.1 Szarmazékképzés

Ha a mintafeldolgozaskor bekdvetkezd higulést figyelembe vessziik, lathatd, hogy uM-
os tartomanyban torténd meghatarozasra van sziikség a biologiai mintak analizise soran.
Ilyen alacsony koncentracional limitdlt a detektdldsi modszerek kozotti valogatés
lehetésége. Az UV detektalas nem éri el a megfeleld érzékenységet ebben az esetben.
Szelektivitaisa miatt érzékeny detektalast biztosit a fluoreszcens detektalds,
kiilonosképpen, ha 1ézert hasznilunk a gerjszetéshez (LIF). Lévén, hogy a
meghatarozandé aminosavak (excitatoros aminosavak, valamint a D-Szerin)
onmagukban nem rendelkeznek fluoreszcens tulajdonsagokkal, a szarmazékképzés
elengedhetetlen. A szarmazékképzOok koziil elonyosebb lehet egy fluorogén
szarmazékképzd a fluoroférnal, ugyanis Onmagaban nem mutat fluoreszcenciat,
valamint kevesebb fluoreszcens melléktermék keletkezésével kell szamolni [128],
melyek elvalasztasa a meghatarozandd aminosav-szarmazékoktol nehézkes, sokszor
egyéb modositok (példaul micellaképzd) hasznalatat teszi sziikségessé [2, 124]. Az
aminosavak meghatarozasa esetén az amin-reaktiv szarmazékképzdk hasznélata terjedt
el az irodalomban. Ahhoz, hogy a szarmazékképzés végbemenjen, mindenképp
deprotondlt amin-csoport jelenléte sziikséges. A tulzott lugos tartomdny viszont a
szarmazékképzd hidrolizisét ndvelné meg, ezért az optimalis pH tartomény kivalasztasa
elengedhetetlen. Kutatocsoportunk is a koztes pH értékeket talalta optimalisnak (pH
8,5-9,0) a szarmazékképzéshez, ami alatamasztja ezt a megfontolast, és nem tér el

jelentdsen az irodalomban korabban ko6zolt értékektol [116, 124, 187, 206].

Az argonion lézer hullamhosszan gerjeszthetd egyik legismertebb és leggyakrabban
alkalmazott amin szarmazékképzo a FITC, ami ismertetésre keriilt az irodalmi attekintés
részben. Kiemelendd a fluorofor jellege, mely neheziti az anlitikai elvalasztast, hisz a
mintaban nagymennyiségii jelenléte oridsi csucsot ad, emellett sok fluoreszcens
melléktermék is képzodik. Tovabbi hatranya a hosszi szarmazékképzési reakcioido (= 1

nap).

A FITC-hez hasonl6 szerkezetli szarmazékképzé a CFSE hatranya szintén a fluorofor

jellegébdl adddik. A FITC-hez képest azonban kevesebb fluoreszcens melléktermék
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képzddésével kell szamolni. Eldnyei ellenére kevésbé elterjedt a gyakorlatban szerkezeti

analogjahoz képest.

Az NBD-F szamos elénnyel rendelkezik, mely miatt célszerli véalasztds aminosavak
meghatarozasakor. Fluorogén természete miatt dnmagaban nem mutat fluoreszcenciat
és sokkal kevesebb fluoreszcens melléktermék képzddésére kell szamitani.
Szarmazékképzési reakcidja gyorsan, kvantitative végbemegy (10-20 perc), mikdzben
nem igényel bonyolult reakciokdzeget, valamint veszélyes cianid ionok jelenlétét sem.
Kutatécsoportunk ezért az NBD-F mellett dontott a megfeleld szarmazékképzo

kivalasztasakor.

5.1.2 Elvalasztasi koriilmények optimalizalasa

A modszerfejlesztés kovetkezd 1épése a megfeleld pH-ji kozeg megvalasztasa. A
szakirodalomban k6zolt modszerek tobbségében semleges és ltigos pH-n torténik meg
az aminosavak elvalasztasa, hisz a szarmazékképzOk tobbsége lugos kozegben
rendelkezik fluoreszcens tulajdonsaggal. Ilyen pH alkalmazasakor az aminosavak
karboxil csoportja (pK=2-3) deprotonalt allapotban van, elektroforetikus mobilitasuk
anod iranyu [13, 69, 108, 177, 208, 210]. Lagos (és semleges) pH-n azonban jelentds az
EOF, ami katod iranyG aramlast idéz el6, az aminosavak katdd iranyG vandorlasa
viszonylag lasst, ami hosszu elvalasztasi idot eredményez [2, 124, 176]. Ezért célszerii
az EOF csokkentése és gyors anod iranyu elvalasztas alkalmazasa. Az EOF
visszaszoritasara a legalkalmasabb a kapillaris falanak boritdsa, mely hatasara az EOF
minimalisra csokkenthetd (EOF = 0). Kutatécsoportunk Hjertén ¢&s mtsai. altal
kidolgozott  poliakrilamiddal  torténé  kapillarisfal ~modositast  haszndlt a
modszerfejlesztés, valamint a bioldgiai mintak meghatarozasa soran [70]. A kapillaris
boritasa és az andd iranyu elvalasztas a két negativ toltéssel rendelkezd aszpartat €s
glutamat esetében nagyon gyors vandorlast biztosit, mig az egy negativ toltésii D-szerin

valamivel lassabban migral és halad el a detektorablak el6tt.
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A D-szerin és D-aszpartat egyidejii meghatirozéasara alkalmas modszeriink esetén a
semleges pH-t talaltuk optimalisnak, ahol az ebben a tartomanyban jo pufferkapacitassal
bird, kis aramot generald, zwitterionos HEPES-t hasznaltuk. A HEPES gyakran
alkalmazott puffer bioldgiai rendszerckben torténé meghatarozaskor [121]. Bels6
standardnak az aminosavakhoz hasonlé tulajdonsagu L-ciszteinsavat valasztottuk. A
megfeleld higitdsok elkészitéséhez mesterséges gerincveld folyadékot hasznaltunk,

mellyel a bioldgiai mintak iondsszetételéhez hasonlé mintamatrixot kaptunk.

Az aminosavak kirdlis elvéalasztasanal torekedtiink a lehetd leggyorsabb elvalasztasra,
ugyanakkor szem el6tt tartva azt is, hogy megfeleld id6t kell biztositani a
mintakomponensek és az enanitomerek egymastol torténd elvalasara, azaz a megfeleld
kémiai és enantioszelektivitas elérésére. Az elmult évek soran a kiralis kapilléris
elektroforézis modszerek esetében alkalmazott szelektorok jelentds részét a
ciklodextrinek tették ki [13, 69, 74, 172]. A megfeleld ciklodextrin kivalasztasa
altalaban empirikus alapon torténik. Befolyasolja a szarmazékképzd, valamint a pH és a
hattérelektrolit is a zdrvanykomplex kialakulasat. Ebbdl kovetkezik, hogy a kiilonb6z6
kutatocsoportok altal leirt eredményes enantiomer elvalasztasok soran alkalmazott
ciklodextrin kiralis szelektor mas koriilmények fennallasa esetén (pl. mas

szarmazékképzd) nem biztos, hogy alapvonalon torténd elvalast fog eredményezni.

A leggyakrabban a kutatocsoportok a nativ p-CD-t [13, 51, 69, 114, 160, 161, 208] vagy
a y-CD-t [74] hasznaltak aminosavak elvalasztasara. Ez a két természetes CD azonban
nem alkalmas valamennyi aminosav esetében enantioszelektiv kolcsonhatasra, ezért
szamos CD-szarmazékot is hasznaltak a kiralis analizis megvalositasara. A (-
ciklodextrin tiregmérete altalaban megfelel6 az aromas szerkezetli fluoreszcens
szarmazékképz6-aminosav komplexekkel valo zarvanykomplex képzéshez [158], ezért
foleg modositott B-ciklodextrineket alkalmaztak kiralis szelektorként. Bowser és mtsai.
hidroxipropil-B-ciklodextrin (HP-B-CD) segitségével fejlesztettek ki D-aszpartat és

egyéb aminosavak meghatarozasara alkalmas modszert [9].

Szamos kutatocsoportnal megfigyelhetd volt, hogy akkor értek el sikeres elvéalasztast
enantiomerek esetétben, ha ellentétes toltésii ciklodextrin szarmazékot alkalmaztak

kiralis szelektorként [48, 149]. Az 1j, savas vagy bazikus csoportot tartalmazo
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ciklodextrinek egyre inkabb elterjednek az analitikai gyakorlatban [158]. Abban az
esetben, amikor mind a vendégmolekula, mind a komplexképzd toltéssel rendelkezik, a
Van der Waals, valamint a hidrogén-hid kolcsonhatasok mellett lehetéség van ionos
kolcsonhatas kialakulasara is. A megfelel6 er6sségli ionos kolcsonhatas kovetkeztében
javul a komplexképzés, ami hozzéjarulhat a megfeleld enantioszelektivitas kialkitasahoz
[14, 89, 158]. Semleges molekulak esetén hasznalhatoak, mint carrier molekulak is,
toltéssel bird aminosav szarmazékok kiralis elvalasztasat kiséreltik meg egy amino-
ciklodextrin, a HPA-B-CD alkalmazasaval. Semleges, vagy enyhén lugos pH-n az amin-
modositott ciklodextrin egységnyi pozitiv toltéssel rendelkezik (pKa=8,7 [78]). A HPA-
B-CD kirdlis szelektor segitségével elvalaszthatdéak az altalunk vizsgélt excitatoros

aminosavak és a szerin enantiomerei.

Eléfordulhat, hogy az elvalasztas optimalizalasahoz két ciklodextrin egyidejli hasznalata
sziikséges. Ekkor az egyik ciklodextrin felelds az enantiomerek kozt fenndllo megfeleld
kiralis szelekcid biztositasaért, mig a masik ciklodextrin az egyiitt migrald
komponensek kozt biztositja a kémiai szelekciot, elvalasztva igy e komponenseket.
Kettds ciklodextrin rendszer fejlesztésével kutatdcsoportunk sikerrel valaszott el
egymastol aszpartat és glutamat entantiomereket, ahol is a DM-B-CD-re a D-glutamat és
az L-aszpartat kozotti kémiai szelektivitds novelése miatt volt sziikség, mig a HPA-f-

CD biztositotta a kiralis elvalasztast [189].

Mivel a bioldgiai mintdk nem tartalmaztak D-glutamétot, ezért az 1) moddszerfejlesztés
soran a kettds ciklodextrin rendszert elhagyva visszatértiink a csak HPA-B-CD kiralis
szelektort tartlamazo rendszerhez. Kiindulasként az 5 mM HPA-B-CD tartalma 100 mM
pH 8 borat puffert valasztottuk (9. abra). A D-szerin szemben az aszpartattal és a
glutamattal csak egy negativ toltéssel rendelkezik, ezért semleges és lugos kdrnyezetben
lassabb az andd iranya vandorlasa. A futds soran a D- és az L-aszpartat alapvonalon
torténd elvalasa volt tapasztalhato, azonban a D-szerin a glicinnel, valamint az NBD-F
bomlastermékeivel ko-migralt. Modszerfejlesztésiink elsédelges célja volt a D-szerin, a

bomlastermékek, valamint a glicin kozti kémiai szelektivitas novelése.

A D-szerin, valamint a glicin és az NBD-F szarmazékképzd reakcid soran foleg

hidrolizissel képzddd termékeinek elvalasztdsakor a pH hatasa volt az egyik
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legfontosabb tényezd, mellyel a kémiai szelektivitast novelhettiik. A hattérelektrolit
egyeb modositasa (pl. szerves mddositd metanol alkalmazasa) nem jart eredménnyel. A
szakirodalombol ismeretes [193], hogy az NBD-F melléktermékei fenolos vegyiiletek,
melyek hidroxil csoportjai, gyengén ugyan, de savas karakteriiek, ezért a pH
valtoztatasra sokkal inkabb érzékenyek enyhén lugos €s semleges pH-n, mint a karboxil
csoporttal rendelkez6 aminosavak. Alacsonyabb pH-n a fenolos melléktermékek t6ltése
¢s igy mobilitdsa csokken, mig az aminosavaké lényegében nem valtozik. Masik
oldalrol a kirélis szelektor HPA-B-CD toltéssel rendelkezd, protonalt formajanak
novekedése erdsebb elektrosztatikus interakcidot eredményez az aminosavakkal,
valamint a komplex lassabb migracidjat, ami a szabad komponensek és a komplexek

kozotti mobilitaskiilonbséget noveli. A pH csokkentése ebben a rendszerben ezért

szignifikans hatassal lehet a kiralis és a kémiai szelektivitasra is.

Az elvalasztds pH-fliggésének vizsgdlatdhoz 50 mM HEPES puffert hasznaltunk. A
HEPES rendszert, hogy 0sszehasonlithat6 legyen a korabban fejlesztett modszeriinkben
alkalmazott borat rendszerrel, szintén teszteltiik pH 8-on (10. abra). Ekkor a HEPES
puffer alkalmazasa modositott a kiralis szelektor HPA-B-CD kémiai ¢és kiralis
szelektivitasan. A kirdlis rezoliicid csokkenését, tovabba a bomlastermékek migracids
idejének jelentds valtozasat tapasztaltuk, mely a D-szerin és a glicin (valamint a
Felmertilt, hogy az eltéréseket okozhatja a lehetséges komplexképzddés a borat és a

cukrok (jelen esetben a kiralis szelektor ciklodextrin) kozott [166].

A pH csokkentése nagyban ndveli a nem enantiospecifikus ionos kolcsonhatast a
ciklodextrin és a savas excitatoros aminosav csoportok kozott, ezért 50 mM HEPES
puffer alkalmazasakor pH 6,5-nél a két negativ toltéssel rendelkezd aszpartat és
glutamat esetében megszliint az eclvalasztas, az enantio- és a kémiai szelektivitas
egyarant elveszett (lasd 10. dbra). Ugyanekkor tapasztaltuk, hogy lugosabb kozegben,
pH 8,5-nél az aszpartat enantiomerek felbontdsa 1,5 alatti értéknek adodott, mig a D-
szerin  ko-migralt a glicinnel, valamint a szarmazékképzOob6l —szarmazo
melléktermékekkel (19. abra). Ennek magyarazata lehet a kiralis szelektor toltéssel
rendelkezd ardnyanak oly mértékli csokkenése, mely mar nem biztositotta a megfeleld

ionos kolcsonhatas kialakuldsat, mely mind a kiralis, mind a kémiai szelektivitas
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rovasara ment. A pH csokkentése 8-rdl 7-re 50 mM HEPES rendszerben javitotta mind
a kiralis, mind a kémiai szelektivitast (10. abra és 1. tablazat). A pH csokkenésének
hatasara a szarmazékképz6bdl szarmazo bomlastermékek lassabban, az L-szerin utan
migraltak. Ezzel egyidejlileg a kiralis szelektivitas is javult a szabad aminosav ¢és a

ciklodextrinnel képzett komplex mobilitaskiilonbségének novekedése miatt.
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19. dbra: A pH novelés hatasa az aszpartat enantiomerek, az L-glutamat és a D-
szerin elvalasztasara

10°® M L-ciszteinsav belsé standard (IS), S utM D-Asp és D-Ser, 25 nM L-Asp, L-
Glu és L-Ser, 50 pM glicin (Gly) és taurin (Tau) tartalmi standard minta.

Elvalasztasi koriilmények: 50/60 cm x 75 pm poliakrilamiddal boritott dmlesztett
szilika kapillaris; injektalas: 6,89 kPa 20 s; 5 mM HPA-B-CD, 100 mM borat
puffer pH 8,5; -24 kV.
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Meéréseink soran pH 7 alatt, a fentebb mar targyalt tal erés ionos kdlcsonhatas miatt, a
kiralis szelektivitds megszlinését tapasztaltuk a két negativ toltéssel biré aminosavak

esetén. Az optimalizalas folytatasahoz 50 mM HEPES pH 7 puffert valasztottuk.

A modszeriink tovabbi  optimalizalasadhoz a HPA-B-CD  kirdlis  szelektor
javitotta a kiralis és kémiai szelektivitast is (11. dbra és 2. tablazat), azonban 6 és 7 mM

kozott szdmottevd kiilonbséget nem talaltunk, igy 6 mM-t valasztottuk a végleges

mely 6 mM HPA-B-CD kiralis szelektort tartalmaz.

A modszerfejlesztés sordn vizsgaltuk a bioldgiai mintdkban eléforduld egy negativ
toltéssel rendelkezd aminosavakat, melyek ko-migralhatnak a D-Szerinnel. Az alabbi
aminosavak migraltak el a detektorablak el6tt az optimalisnak valasztott koriilmények
kozott: GABA, taurin, glicin, methionin és alanin, treonin és valin. A taurin és a glicin a
D-szerin el6tt migral, mig a tobbi vegyiilet késobb érkezett a detektorablakhoz. A
lassabban vandorlo vegyiiletek koziil a GABA migralt a legkozelebb a D-szerinhez, de

rezollicios problémat nem okozott (12. abra).

5.2 A modszer teljesitoképessége

A szakirodalomban szamos kozleményt talalunk aminosavak kapillaris elektroforézissel
torténd meghatarozasara [137, 138, 139, 140, 141]. El6fordult olyan kézlemény is, ahol
a modszer validalas nem tortént meg vagy nem vett szamitdsba minden felmeriild
problémat, mely a bioldgiai rendszerekben torténd méréskor felmeriilhet. Elfogadott,
hogy a detektdlds als6 hatdranak (LOD) a jel/zaj arany 3:1-hez tartozo
mintakoncentracidt, mig a kvantitativ meghatarozas als6 hatardnak (LOQ) a jel/zaj
arany 10:1-hez tartozo mintakoncentraciot veszik figyelembe [206, 212]. Az irodalom
tanulmanyozasa soran tobb szerzé a kalibracios gorbe also pontjat fogadja el LOQ
értéknek [2, 124, 187]. Ha a kalibraciés egyenes nagy koncentracié tartomanyt dlel fel

(10-100x), akkor ez az eljards még a nagyon jonak szamito 0,995 RZ-es értéknél is
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félrevezetd lehet. Ekkor ugyanis az alsobb koncentracid tartomanyoknal 1évé szoras
minimalis hatdssal van a kalibracids egyenes regresszios koefficiensére, hiszen az a
regresszios koefficiens a mért adatoknak az illesztett egyenestdl vald abszolut eltérését
tiikkrozi. Ebbol kovetkezik, hogy az alacsony koncentraciok esetében a legalacsonyabb
koncentrécio értéknél kapott eltérés relativ értéke akar a 70%-ot is elérheti, még abban
az esetben is, amikor az R? meghaladta a 0,999-es értéket [117]. A validalas soran
kutatocsoportunk torekedett megfeleld koncentracio tartoméanyok kivalaszaséara, amely a

biologiai mintdkban varhatd excitatoros aminosavak, valamint a D-szerin

crer

c gy

valamint napok kozotti mérési adataibol kell megallapitani a pontossdg és a
torzitatlansag értékeket. Az FDA iranyelvei [41] szerint az a legalacsonyabb
koncentracioérték fogadhato el kvantitativ mérési hatarnak, ahol a torzitatlansag értéke
80% és 120% kozé esik, a pontossag (a mérések relativ szorasa) pedig nem haladja meg
a 20%-ot. Szdrmazékképzés soran sokszor akar két nagysagrend eltérés van az LOD és
az LOQ kozott, ami azzal magyarazhatd, hogy nagyon kis koncentracioknal a
szarmazekképzési reakcid mar nem kvantitativ, ugyanis a szarmazékképzo hidrolizise
1ép eldtérbe. Mig magasabb koncentraciokon a hidrolizis sebessége Osszevethetd a
szarmazekképzeési reakcid sebességével, alacsony aminosav koncentraciok esetében a
szarmazékképzési reakcido sebessége lényegesen lecsokken [86]. Szamos, az
irodalomban fellelheté moédszert fejlesztettek bioldgiai mintak vizsgalatara, azonban e
modszerek tobbnyire egyaltalan nem vagy részlegesen lettek csak validalva, igy a
biologiai mintak analizisébdl nyert eredmények pontossaga megkérddjelezhetd [13, 25,
69, 105, 106, 124, 187, 206]. Thorsén ¢és munkatarsai (+/-)-1-(9-antranil)-2-propil-
kloroformattal (APOC) torténd diasztereomer szarmazékképzést kdvetden valasztottak
el aszpartat, glutamat, illetve egyéb aminosav enantiomereket. Bar a detektalasi hatar D-
glutamat esetében 7 nM volt, a mddszer a megfeleld validacidos adatok hidnyaban
kvantitativ meghatarozasra nem, csak a vizsgalt mintadban 1évé D-aminosavak
szazalékos aranyanak megadasara volt alkalmas [178]. A kvantativ mérés pontossaga
ismeretének hidnyaban igy is megkérddjelezhetd a mérések eredménye az aminosavak
NM-os koncentracidi esetében. Simd €és mtasi tobb aminosavat, koztiik aszpartat és

glutamat enantiomereket valasztottak el narancslé mintakbol. Munkajuk soran FITC
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szarmazékképzot hasznaltak. A modszeriiket nem validaltak, nem végeztek kalibraciot,
hanem korrigdlt csucsteriiletben adtdk meg az abszolut koncentraciot. Ezt a modszert
tovabbi biologiai kozegekbdl torténé mérésekkor is hasznaltak, azonban ekkor sem
tortént meg a modszer validalasa [160]. Chen és mtsai 19 aminosavat valasztottak el 9-
fluorenilmetilkloroformat szarmazékképz6 segitségévével. Modszeriik soran sem
validalas, sem biologiai kozegben torténé modszerfejlesztés nem tortént. Az
elvalasztashoz kettds ciklodextrin rendszert hasznaltak a szerzok (B-ciklodextrin és
taurodeoxikolat) [15]. Bowser és mtsai. amin transzmittereket vizsgaltak
mikrodializatumbol. Médszeriik a bemutatott elektroferogrammokon nagyon gyors (20s
koriili) futasokat eredményez, azonban a felbontds némely komponens esetében nem
érte el az 1,5-0s értéket. valamint a mddszer validalasa sem tortént meg. Modszeriinkkel

szemben itt kiralis elvalasztas nem tortént [9].

A biologiai mintakban tobbszoros feleslegben talalhatdak meg az L-enantiomerek a D-
aszpartaithoz ¢és a D-szerinhez képest. A modszervalidalas soran ezért az L-
enantiomereket, valamint a glicint és a taurint 6tvenszeres feleslegben alkalmaztuk,
utanozva igy a bioldgiai mintdkban talalhato nagy koncentracio kiilonbséget. A
biologiai mintakra jellemzd koncentracioviszonyokat figyelembe vevo validalasra nem
talaltunk korabbi példat a kapillaris elektroforézissel foglalkozo szakirodalomban. A
modszerek validalasa soran 0,05 pM-nak talaltuk a kvantifikalas alsé hatarat (LOQ). Az
irodalmi adatokkal Osszehasonlitva hasonlo, vagy jobb kvantifikaldsi hatart értiink el
fejlesztett modszeriinkkel [208, 212]. A kvantitativ reakcid egyik feltétele a megfeleld
reagensfelesleg jelenléte. A szarmazékképz6 reakcidval parhuzamosan azonban a
reagens hidrolizise is végbemegy, amely a reagens koncentraciot csokkenti.
Alacsonyabb mintakoncentraciok esetében, mig a hidrolizis sebessége kozel allando
marad, a szarmazékképzés sebessége olyan mértékben lelassul, hogy a reakcié mar nem
megy kvantitativan végbe. Feltételezziik, hogy a szarmazékképzés kinetikdja mindkét
enantiomer esetében azonos, vagyis a reagens nem diszkriminal az izomerek kozott.
Ekkor a nagy feleslegben jelenlévd L-enantiomer miatt a szarmazékképzés sebessége
szarmazékképzése is kvantitativan végbemegy. Igy bar a magas L-enantiomer felesleg
megneheziti az elvalasztast, ugyanakkor hozzéjarulhat az alacsony koncentracioban

1év6 D-enantiomer kvantitativ szarmazékképzéséhez.
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5.3 Sziévetmintak és mikrodializatumok vizsgalata

A szovetmintakbol torténd D- és L-aminosav meghatarozas soran fiatal, 2, 4, 8 és 62
napos csirkékbol, valamint felndtt, 100-150 napos ndstény patkanyokbol, valamint
egerekbdl szarmazo agyszoveteket hasznaltunk, mig a mikrodializaitumokat 2 napos

csirkékbdl nyertiik.

5.3.1 D-szerin és D-aszpartat meghatarozasa C57BL/6 egerekbdl

A D-szerin, mint NMDA receptor ko-agonista a glicin kot6helyhez kotédik nagy
affinitassal. M¢éréseink soran egér agymintakbol hataroztunk meg D-szerin
mennyiségeket. Azokon az agyteriileteken mértiink nagyobb D-szerin mennyiségeket,
melyek kiemelten fontosak a neuroplaszticitasban, a memoriaformacioban és a tanulasi
folyamatokban feln6tt allatoknal [111, 123, 145] (15. abra). A kisagyban talalhato
alacsony D-szerin koncentracidé Osszhangban van az irodalomban talaltakkal, amit a
nagy cerebellaris DAAO jelenlétével magyardznak. DAAO enzim Kkiiitott mutans
egereknél magas D-szerin szintet mértek a kisagyban is. Megfigyelhetd volt tovabba az
NMDA receptorok mennyiségi novekedése is a knock-out egereknél [119, 120], ami
alatamasztja az el6bbi feltevést. A vizsgalat sordn a mutans és a vad tipusu egerek
kozott semmilyen kiilonbséget nem talaltak egyéb fiziologias paramétereiket tekintve.
Az Ujonnan fejlesztett, validalt modszeriink célja, hogy megfeleléen pontosan,
egyidejiileg tudjuk mérni bioldgiai mintdkban a D-szerin és D-aszpartdt mennyiségének
valtozasat. Az irodalom attekintése soran szamos szerz0 szamolt be D-szerin
meghatarozasrol biologiai mintakbol. Fajtol és agyteriilettdl fiiggéen 7-340 nmol/g
koncentracioban mértek D-szerint. Eredményeink nagysagrendileg hasonlé tartomanyba
esnek (11-50 nmol/g), mint az irodalomban talalhaté adatok. A D-aszpartat vizsgalata
soran jelentds korspecifikus eltérést talaltunk a fiatal és a felnétt egerek kozt (14. abra).
A fiatal egereken kozel egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségben taldlhatdo meg a D-
aszpartdt, mint a felndtt egyedekben, agyteriilettdl filiggetleniil, mely szintén

Osszhangban van az irodalmi adatokkal [21].
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5.3.2 Aszpartit és glutamat enantiomerek vizsgilata szoveti extraktumbél,

valamint mikrodializatumbol

Korabbi méréseink soran a bioldgiai kozegben nem sikeriilt D-glutamatot kimutatnunk.
Az aminosavak meghatarozasara alkalmas modszereink a szabad aminosav mennyiséget
mérik, ugyanis a mintael6készités fehérjementesitéssel jar. Korabbi eredményeink [204]
alapjan a striatumbol az L-aszpartdt és L-glutamat egylittesen szabadul fel csirkék
esetén és az excitatoros axonok végében mindkét neurotranszmitter megtalalhato [1],

mely allitas igaz patkanyokra is [59].

Eredményeinkbdl kdvetkeztetve a csirkéknél az L-glutamat és L-aszpartdt nem mutatott
korspecifikus valtozast, szemben a D-aszpartattal. Az L-aminosavak szintje a 4. napon
mutatkozott a legalacsonyabbnak, azonban a késdbbiekben koncentraciojukat nagyrészt

allandonak talaltuk (16. abra).

Harom olyan agyteriiletet vizsgaltunk, mely részt vesz az imprinting mechanizmusban
¢s a passziv elkeriilési tesztben. Ez az iMM, az mSt és az arcopallium, melyeket egytitt
vizsgaltunk az emldsoknél ismert homoldgjaikkal (Ptctx, nucleus accumbens,
amygdala). A cerebellum mindkét fajnal kontrollként szolgalt. Eredményeink alapjan
nagyon robosztus korreldcio figyelhetd meg az mSt/nucleus accumbens régidok kozott,
ahol is alacsonyabb L-glutamat szint figyelhet6 meg mindkét fajnal a tobbi
agyteriilethez viszonyitva (17. ébra). Az eredményeinket alatamasztja, hogy ezeken a
teriileteken foleg GABAerg beidegzés taldlhatd €s sok excitiatoros termindl, mely
glutamat és aszpartat tartalmu, de glutamaterg ¢és aszpartaterg perikaryon kevésbé

jellemzd.

Meérési eredményeink soran 0,3-0,4 umol/g koncentracioban talaltunk D-aszpartatot két
napos csirkék agyaban, mely jol korrelal az irodalomban leirt értékkel (0,4 pumol/g)
[122], amit 20 napos csirkeembriobol mértek [21]. A 36 oras Gjsziilétt patkanyokhoz
képest (0,1+0,022 umol/g D-aszpartat [34]) nagyobb koncentracioban talalhaté meg a
D-aszpartat két napos csirkéknél (17. A abra). Az irodalomban leirtakhoz hasonlo

eredményeket kaptunk D-aszpartat mennyiségre patkany agyteriiletek vizsgalatakor is
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[21, 22, 67, 208]. Zhao és mtsai méréseik soran szintén kapillaris elektroforézis
technikdt  alkalmaztak  lézer-indukalta  fluoreszcencidval  D-aszpartat  szint
meghatarozasahoz patkdny cerebrumb6l (maximalis érték 81 nmol/g szovet). A
méréseik soran szintén megfigyelhetd volt a korfliggés. Prenatélis patkanyoknal mérték
a legnagyobb koncentraciot, amely a korral haladva egyre inkabb csokkent [208], mely
eredmény nagysagrendileg szintén hasonl6 az altalunk nyert eredményekkel. Egy 2011-
es publikacioban Han és mtsai HPLC-vel torténé D-aszpartat meghatarozasa hat hetes

patkanyok agyabol hasonlé mennyiségeket mutatott ki, mint a mi modszeriink [58].

A csirkéken végzett passziv elkeriilési teszt soran nem talaltunk szignifikdns
kiilonbséget a  D-aszpartdit szintekben azon agyteriileteknél, melyek a
memoriaképzddésben szerepet jatszatnak (mSt, iMM), illetve egyéb végagyi €s végagy
alatti régiokban sem (Arco, Cb) a 24 6ras megfigyelés soran. Egy lehetséges magyarazat
erre, hogy a fiatal csirkék agyaban nagy mennyiségben el6forduldé D-aszpartat szint nem
fligg a viselkedési ingerektdl. Valosziniileg fontosabb szerepe van a tonusos
ingerelésben, fenntartva igy a szinaptikus plaszticitast a korai tanulasi folyamatokhoz
[168]. Feltehetd, hogy a D-aszpartat extracelluras emelkedésének hianya abbodl adodik,
hogy maga a D-aszpartat nem egy azonnali jelatvivd molekula a viselkedési

valaszoknal.

A mikrodializis kisérletek soran az ivas jutalmazé hatasara, szemben az L-
aminosavaknal tapasztalttal, nem sikeriilt szignifikdns D-aszpartit emlekedést
puffer bejuttatisa) jelentdés D-aszpartat szint emelkedést mutatott a kontroll értékekhez
képest. A kalium hatdsa, szemben az L-aszpartat és L-glutamatnal tapasztalt (szintén
nagyon robosztus) extracellularis koncentracié emelkedéssel, a D-aszpartat esetén
sokkal elhtzdédobb (kb egy oran 4t tartd) felszabadulast eredményezett, miel6tt
visszatért volna a kiindulasi értékhez (18. abra). Ennek magyaréazata lehet valamilyen
masodlagos mechanzimus, mely felelés a D-aszpartat folyamatos felszabaditasaért a K*
gyors felszabadito hatasa utan. A kutatocsoportunk korabbi munkaja soran az L-
aminosavak esetében tapasztalt [204], hirtelen torténd nagymennyiségii felszabadulas a
vezikularis felszabadulasra jellemz6, mig a D-aszpartat esetében egy sokkal

Osszetettebb tarolasi, valamint felszabadulasi mechanizmust feltételezhets. Ennek egy
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lehetséges bizonyitéka, hogy irodalomban leirdsra keriilt vezikularis felszabaduléasa a D-
aszpartatnak, azonban a vezikularis gatlds hatdsdra a D-aszpartat felszabaduldsanak
teljes megsziintetése nem volt lehetséges. Felvételéért a glutamat-reuptake transzport
fehérjék feleldsek, melyek azonban a glia sejteken is megtalalhatoak [36]. Igy felmeriil,
hogy a D-aszpartat egy része nem vezikuldrisan, s6t nem neuronalisan szabadul fel,
amint az a D-szerin esetében leirasra keriilt (glia eredetii felszabadulas [145]). A D-
aszpartat felszabaduldsa jelenleg is intenziv kutatasok targyat képezi. Eredményeink
alapjan lathat6, hogy a szoveti D-aszpartat mennyisége kozel két nagysagrenddel kisebb
az L-aszpartathoz képest, azonban az extracellularis térbe meglepden nagy mennyiségii
D-aszpartat szabadul fel. KCI hatdsara az extracellularis térbe jutd Osszaszpartat
mennyiségének egyharmadat teszi ki a D-enantiomer (5. tablazat). Az, hogy a D-
aszpartat ilyen modon hogy képes hozzajarulni a szinaptikus plaszticitas kialakitasahoz,

még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a szoveti koncentracidja a D-aszpartatnak
jelentdsen valtozik a csirkék életének elsd egy hetében agyteriilettl filiggetleniil.
Csirkéknél a vizsgalt periddus az Un. szenzitiv szakasz lezdr6dasa, mely a korai tanulast
szolgélja (bevésddés (imprinting), nem megfeleld iz elkeriilése stb.). A mikrodializis

eredményekbdl arra  kovetkeztethetiink, hogy az aszpartait extracellularis

crer

A fentebb ismertetett irodalmi eredmények és a modszereinkkel mért mennyiségek
alapjan kijelenthetjilk, hogy a fejlesztett moddszereink 4ltal kapott eredmények jo

korrelaciot mutatnak az irodalmi eredményekkel, amely validitasukat igazolja.
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6. Kovetkeztetések

Célunk volt olyan modszer kidolgozasa, mely alkalmas az excitdtoros aminosavak,
valamint a D-aszpartat és a D-szerin egyidejli meghatarozasara. A megfeleld
érzékenység elérése érdekében lézerindukalta fluoreszcencia detektalast alkalmaztunk
és NBD-F szarmazékképzé vegyiiletre ¢épiildé modszert dolgoztunk ki, Az
elvalasztasokat boritott fala kapillarisban végeztiik. Az elvalasztast azonban nemcsak a
D-enantiomerek alacsony koncentracioja, hanem az egyidejilleg jelen 1év0 nagy L-

enantiomer felesleg is megnehezitette.

A bioldgiai mintdk analizisére alkalmas megfeleld érzékenységli moddszert tudtunk
kidolgozni, megfeleld analizis iddvel, kis mintamennyiség igénnyel. A validalas soran a
kvantifikalas also hatara 0,05 pM-nak adodott. Fejlesztett modszeriink alkalmas az
excitatoros aminosavak, a D-aszpartat és a D-szerin meghatarozasara kiilonb6zo

bioldgiai matrixbol. Eredményeink alapjan az alabbi kdvetkeztetéseket vonatjuk le:

e A szoveti koncentracidja a D-aszpartatnak jelentdsen valtozik a csirkék életének
elsé egy hétben agyteriilettdl fliggetlentil.

e A mikrodializis eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy depolarizaciot
D-enantiomer teszi Ki.

o A D-aszpartat felszabadulasdinak moddja még vizsgalat targyat képezi, azonban
feltételezett a nem neuronalis és nem vezikularis felszabadulas (legaldbb is a D-
aszpartat jelentds hanyadanal)

e A D-szerin mennyisége a memoriaképzésben fontos agyteriileteknél (amygdala,

cortex és hippocampus) korfiiggden magas volt az egérkisérletek soran.

CE-LIF modszereink felhaszndlhatoak a D-aminosavak kozponti idegrendszeri
eléfordulasanak és szerepének vizsgalatahoz. A D-aminosavaknak a fiziologias
folyamatokban jatszott szerepiik mellett a patofiziologias folyamatokban vald
jelentdségiik is vizsgalhat6. Ilyen koriilmények kézott modszereink alkalmasak lehetnek
kiilonb6z6  allatmodellekbdl — torténd  D-aminosav  és  excitdtoros —aminosav

meghatdrozasra, melyekkel tovabbi értékes informaciot nyerhetiink az adott
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betegségekrdl. Tovabba esetlegesen gyogyszeres kezelések eredményessége is

vizsgalhato lehet, monitorozva a D- és excitatoros aminosavak szintjének valtozasat.
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7. Osszefoglalas

Az NMDA receptor kdzponti szerepet jatszik a neurondlis plaszticitas, tanulas és
memoriaképzédés folyamataban. Az NMDA receptor aktivalasahoz az agonista mellett
egy ko-agonista kotddése is sziikséges. A receptor aktivalasaban két D-aminosavnak is
szerepe lehet. A f6 agonista L-glutamat mellett a glutamat kotéhelyhez képes kotodni az
L- és a D-aszpartat is. A D-aszpartatnak, az NMDA receptoron keresztiil kdzvetitett
hatasain kiviil egyéb neuromodulator szerepet is tulajdonitanak. Emellett fontos szerepet
jatszik az idegrendszeri fejlddésben is. A kozelmultban igazoltak, hogy az NMDA
receptor ko-agonista glicin kétéhelyéhez nagy affinitassal kotédni képes a D-szerin is,
ami szamos agyi régioban az elsddleges ko-agonistaja a receptornak. Kutatécsoportunk
munkdja soran olyan kiralis kapillaris elektroforézis modszerek kidolgozasaban vettem
részt, melyek alkalmasak az excitdtoros aminosavak (D- és L-aszpartat, L-glutamat),
valamint a D-szerin biologiai mintakbol torténé kvantitativ. meghatarozasara.
Modszeriink segitségével, a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani
Intézetével egylittmiitkodésben, hazicsirkék kiilonb6zo agyteriiletébdl hataroztuk meg az
excitatoros aminosavak mennyiségét. A kémiai és a kiralis szelekcid biztositasara kettds
ciklodextrin rendszert fejlesztettiink ki. A D-aszpartat szdzalékosan kifejezve a teljes
aszpartat mennyiségre a két napos allatoknal volt szignifikdnsan a legmagasabb. A
tanulasi folyamat vizsgéalata sordn a kiilonb6zd stimulusok hatdsara csak nem
szignifikans emelkedése volt tapasztalhato az extracellularis térben. KCl perfundalas
hatasara jelentds mennyiségli D-aszpartat felszabadulast mértiink. A tovabbiakban olyan
validalt kiralis kapillaris elektroforetikus modszert fejlesztettem, mely alkalmas az
aszpartat enantiomerek, a D-szerin, valamint az L-glutamat kvantitativ
meghatdrozasara. A HPA-B-CD kiralis szelektor megfeleld enantioszelektivitast
biztositott a vizsgalt mintakomponensekre. Az elvélasztds megfeleld kémiai
szelektivitasanak biztositasadhoz a modszerfejlesztés soran optimalizaltuk a pH-t,
ujsziilott és felnott C57BL/6 egereken teszteltik. Eredményeink soran a kiilonb6zo
agyteriileteknél ott talaltunk magas D-szerin mennyiséget, ahol az NMDA receptorok
szama is magas. Mind a D-aszpartat, mind a D-Szerin agyi mennyisége jelentds

korfliggést mutat.
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Summary

The NMDA-glutamate receptor has many physiological roles in the CNS, like in
neuronal plasticity, learning and memory formation. To activate NMDA receptor
simultanious binding of an agonist and a co-agonist are requried. L-glutamate acts as
the main agonist of NMDA receptor, but L- and D-aspartate can also bind to the
glutamate binding site. In the literature for D-aspartate, other than its effect on NMDA
receptor, a neuromodulator role was described and it plays also a very important role in
the development of the CNS. Recently it was revealed that D-serine can bind to the
NMDA receptor glycine binding site with high affinity. This amino acid shows a similar
distribution in the entire brain like NMDA receptors. | was involved in the development
of capillary electrophoresis methods by our research group, which are capable to
quantify excitatory amino acids (D- and L-aspartate, L-glutamate) and D-serine in
biological samples. A dual cyclodextrin system was developed by our research group to
achive chemical and chiral selectivity. In collaboration with Department of Anatomy,
Histology and Embryology, Semmelweis University we have determined the amounts
of excitatory amino acids in different brain regions of domestic chikens and have made
conclusions. The percentage of D-aspartate of total aspartate level was significantly the
highest in the brain of two-days old chicks. In microdialysis samples the reward
stimulus (water drinking) did not evoke significant elevation in D-aspartate level,
however, perfunding KCI through the tube showed a remarkable D-aspartate release
into the extracellular space. During my research, | have developed a validated, chiral
capillary electrophoresis method capable of D-aspartate and D-serine quantitative
determination simultaneously. Chiral selector HPA-B-CD was able to provide baseline
separation for D- and L-aspartate, L-glutamate and D-and L-serine. For proper chemical
selectivity we have optimized the pH of the electrolyte and the concentration of chiral
selector as well. Our developed method was tested on brain samples from newborn and
adult C57BL/6 mice. We found high D-serine levels in different brain regions, where
the NMDA receptors are also highly distributed. Both D-aspartate and D-serine brain

concentration show age-dependence.
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D-aspartate (D-Asp) modulates adult neural plasticity and embryonic brain development by promoting
cell proliferation, survival and differentiation. Here, developmental changes of the excitatory amino acids
(EAASs) L-Glu, L-Asp and D-Asp were determined during the first postembryonic days, a time window
for early learning, in selected brain regions of domestic chickens after chiral separation and capillary
electrophoresis. Extracellular concentration (ECC) of EAAs was measured in microdialysis samples from
freely moving chicks. ECC of D-Asp (but not L-EAAs) decreased during the first week of age, with no
considerable regional or learning-related variation. ECC of L-Asp and L-Glu (but not of D-Asp) were
elevated in the mSt/Ac in response to a rewarding stimulus, suggesting importance of Asp-Glu co-release
in synaptic plasticity of basal ganglia. Potassium-evoked release of D-Asp, with a protracted transient,
was also demonstrated. D-Asp constitutes greater percentage of total aspartate in the extracellular space
than in whole tissue extracts, thus the bulk of D-Asp detected in tissue appears in the extracellular space.
Conversely, only a fraction of tissue L-EAAs can be detected in extracellular space. The lack of changes
in tissue D-Asp following avoidance learning indicates a tonic, rather than phasic, mechanism in the
neuromodulatory action of this amino acid.

Keywords: D-aspartic acid — avian brain — postembryonic development — arcopallium — amygdala

INTRODUCTION

L-Aspartic acid (L-Asp) has neurotransmitter properties in the brain of various verte-
brates [17, 28]. L-Asp together with L-glutamate (L-Glu) are co-released in the stria-
tum of young domestic chicks [45]. Of particular interest is the potential role of
excitatory amino acids (EAAs) during the first postembryonic days, a sensitive time
window for early adaptive brain plasticity such as imprinting of precocial birds.
Another extensively studied early learning model is passive avoidance learning
(PAL), in which hatchlings of domestic chicks learn to avoid bad tasting food-like
objects [36]. Early learning leads to an increased number of new neurons in the
medial striatum (mSt) [10] — an area partially corresponding to the nucleus accum-
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bens, as confirmed also by our laboratory [3] — and the intermediate medial meso-
pallium (iMM), an associative cortex homologue. Both regions participate in PAL of
chicks together with a third key area called the arcopallium (Arco), which is largely
homologous to the mammalian amygdala [35]. Both in the mSt and iMM glutamate
dependent LTP has been already detected [24].

Unlike D-glutamate, the enantiomer of L-Asp, D-aspartic acid (D-Asp) occurs in
the brain of mollusks [8], mammals [11, 21] and birds [30]. As recently discovered,
D-Asp is synthesized by the serine-racemase enzyme [23]. Although its function
remains disputed, D-Asp has been implicated in the early development of the brain
due to its relatively high concentration during embryonic development [20, 21].
Dynamic changes of D-Asp in the CNS during embryonic development have been
described by several studies, however, less data is available on postembryonic
alterations [20, 43]. It is suggested that D-Asp also modulates adult neural and
behavioural plasticity as a signaling factor [12, 39]. Glutamate transmission depend-
ent synaptic potentiation [24] and synaptic remodeling [38] are required in the mSt
and iMM for memory formation during PAL. In order to assess the relevance of
EAAs to brain development and (early adaptive) learning, it is essential to measure
their resting levels in the brain regions crucial for PAL. Given the known variability
and age dependence of D-Asp in embryonic mammalian brain [20, 30], it seemed
logical to extend tissue analysis of D-Asp (parallel with the L-enantiomers) to
postembryonic development of the chicken until adulthood. By doing so, any devel-
opmental alterations, which could otherwise confound the analysis of functional
(e.g. learning-evoked) changes, can duly be taken into account. To separate that
contingent of amino acids which contributes to the metabolic pool of cells from that
which participates in signaling, we investigated the percentage of tissue EAAs
appearing in the extracellular space, as well as the ratios between the different L- and
D-enantiomers.

In the present study, L-Glu and L-Asp were measured in tissue samples from
brain regions relevant to PAL (iMM, mSt, Arco), and from the cerebellum (Cb) as
control region. The above regions were also tested for age-related changes of L-Asp
as well as L-Glu, in chickens of 2 to 62 days of age. We also measured amino acid
concentrations in the above mentioned regions after passive avoidance training to
detect any changes related to behavioral/synaptic plasticity. For a refined analysis of
the questions posed, capillary electrophoresis coupled with laser induced fluores-
cence detection was used to quantify the excitatory amino acids (EAAs) extracted
from tissue homogenates [41]. Separation of D- and L-enantiomers was supported
by a recently reported method of chiral separation [42]. A further extension of the
method, an attempt was made here to detect D-Asp also in microdialysis samples,
collected from freely moving chicks, enabling the monitoring of function-dependent
dynamic changes.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

Young unsexed Hunnia-broiler chicks (153 in total), purchased from a local company
(Babolna Kft., Budapest, Hungary) were used. Chicks were kept in groups of 10 in
33x40x%25 cm plastic boxes, unless stated otherwise, until the 8th day of age, and then
transferred to larger cages in groups of 4 individuals until they have reached maturity
(62 days of age). For all animals water and food were available ad libitum and light/
dark cycles were 12/12 h. All animals were kept and treated according to regulations
of the ethical committee of the Semmelweis University, and all experiments were
approved by the Ethical Committee on Animal Experimentation, and permitted by the
Food Chain Safety and Animal Health Directorate of the Government Office for Pest
County (Permit Number: XIV-1-001/2269-4/2012). Procedures were in harmony with
the EU Council directives on laboratory animals (86/609/EEC).

Behavioural procedure of passive avoidance training and recall

The training procedure was carried out as described by Gibbs et al. [16]. Briefly, day-
old chicks were placed in small open boxes (20x25%25 ¢cm) upon arrival. Chicks
(n = 84) were kept in pairs during the experiment to reduce isolation stress. After an
at least 3-hour accommodation period a dry black bead was introduced as a pre-
training stimulus. Colored glass beads fixed to the end of thin metal stick were used
as stimuli. Five minutes later a red bead was presented, covered either with water or
methyl anthranylate (MeA), a harmless but bitter substance. The chicks in the MeA
trained group displayed disgust response (head shake, retreat, gaping) when they
tasted MeA. Five minutes, 6 hours or 24 hours later, dry blue and red beads were
presented to the chicks for 30 seconds each, to test the retention of memory. All
chicks were two days old at the time of memory tests, therefore, the accommodation
period at the beginning of the training varied between 3 and 24 hours according to the
delay of the recall. In the 24 h group, chicks were trained on the preceding day. Those
chicks that did not peck on any stimulus during pretraining or training (due to lack of
alertness, drowsiness) were excluded from the experiment (n = 12). Those chicks in
the water trained group that refrained from pecking during recall, as well as those
chicks in the MeA-trained group that pecked on the red bead were also excluded from
further analysis (n = 16). The elimination procedure meant to ensure that two homo-
geneous experimental groups (one that was exposed to MeA and did duly show
avoidance, and another that was not even exposed to the aversive substance and did
not show avoidance either).
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Tissue sampling for chemical analysis

Chicks (n = 61) were euthanized (by deep ketamine-xylazine anaesthesia) and decap-
itated at different ages (2, 4, 8 and 62 days). Their brains were dissected and coronal
slabs containing the respective brain regions were prepared by standardized dissec-
tion using a plastic brain mold. Rectangular samples of 1-3 mm width were dissected
under a stereomicroscope with a pointed scalpel blade (Fig. 1). For samples from the
mSt, iMM the slab extending between the rostrocaudal coordinates 6.16 and 4.72 mm
were used, whereas for samples of the arcopallium, the rostral and caudal limits of
the slab were 4.72 and 3.28 mm respectively (for the coordinates see Puelles et al.
[32]), (Fig. 1A, B). The cerebellar samples were taken from the dorsal cerebellum,
dissected directly from the whole brain (not shown). Tissue samples were weighed
and frozen immediately in pre-weighed vials on dry ice and stored at —80 °C until
further processing. Further processing was carried out as described below.

IA: 5.68 mm

1A: 3.28mm

tsm

IA5.2 mm

Fig. 1. Approximate borders (bold frames) of regions dissected from the brains of domestic chicks (A, B)
and the location of the active part of the microdialysis probes (C) as represented according to the stereo-
taxic atlas of Puelles et al. [32]. IA: rostrocaudal coordinates as distances from the interaural plane.
Abbreviations: AA: anterior arcopallium, Ac: n. accumbens, Arco: arcopallium, BSTI: lateral bed nucleus
of the stria terminalis, E: entopallium, GP: globus pallidus, HA: hyperpallium apicale, Hp: hippocampus,
iMM: intermediate medial mesopallium, LPS: lamina palliosubpallialis, LSt: lateral striatum, M: meso-
pallium, mSt: medial striatum, N: nidopallium, S: septum, tsm: tractus septomesencephalicus, vl: lateral
ventricle, VP: ventral pallidum
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Surgery and histology

Chicks were operated on the day of arrival. The animals were anaesthetised by intra-
muscular injection of mixed ketamine and xylazine (40 and 8 mg/bwkg, respective-
ly). The chicks were fixed onto a stereotaxic frame. A microdialysis probe (EI-A-Z-1;
1.5 mm active surface length, Eicom, Kyoto, Japan) was implanted into the left
medial striatum and fixed onto the skull with dental cement (Duracryl, Spofa Dental,
Praha, Czech Republic). Implantation coordinates were 4.0 mm anterior from breg-
ma, 0.85 mm lateral from midline and 5.8 mm ventral from brain surface. The coor-
dinates were in agreement with previous lesion and pathway tracing studies on the
ventrobasal forebrain of the domestic chicken [3, 26, 46]. After the implantation, the
animals were allowed to recover from the operation for at least 12 h without food and
water (this is standard procedure for day-old domestic chicks supported by their yolk
sac). Microdialysis samples were collected 1 day after surgery. After the experiments
the chicks were sacrificed by decapitation under deep ketamine-xylazine anaesthesia.
For verification of probe location, the brains were dissected and immersed into fixa-
tive (4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer) for at least 24 h. Sixty-
micrometer-thick coronal sections were cut from the brain of each animal covering
the area adjacent to the insertion point of the probe. The sections were counterstained
with cresyl violet (Nissl stain), the location of the probe was determined by micro-
photography, and documented on a composite diagram (Fig. 1C).

In vivo microdialysis procedure

Immediately after surgery the chicks (n = 8) were placed into an open-field box with
a one-way mirror wall, where they were allowed to recover. The microdialysis probe
was perfused with artificial cerebrospinal fluid (ACSF) [120 mM, Na* 6 mM, K*
2 mM, CaZ" 125 mM, Mg* 129 mM, CI~ 125 mM, H,PO, 21 mM, HCO;~ (pH 7.4)],
at a flow rate of 0.3 pl/min, using a microinjection pump (Stoelting, Dublin, Ireland).
The probe was attached to the pump through polyethylene tubing via a liquid switch
and swivel (CMA Microdialysis AB, Solna, Sweden) to enable rapid changing of the
perfusion media and to avoid convolution of the tubing. The post-stimulus delay of
response was adjusted according to the flow rate and the length of the tubing. After
a stabilization period of 18-20 h, samples were collected in 200 pl polypropylene
tubes at 20 min intervals, placed on dry ice and later stored at —80 °C until further
analysis.

In the experiment, after collecting 3 samples (60 min) the birds were allowed to
drink tap water ad libitum for 20 min (1 sample). One hundred minutes later, 50 mM
KCI containing ACSF was perfused through the probe for 20 min. The Na* content
of ACSF was reduced correspondingly to maintain osmolality. After each stimulus
the perfusion medium was switched back to standard ACSF and further samples were
collected.
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Analysis of samples

For brain tissue extracts, samples were mixed with 10 ul/mg (wet tissue) ice-cold
acetonitrile/water (2:1) mixture and homogenized by sonication for 5 s, followed by
centrifugation at 3,000xg for 10 min at 4 °C. The supernatant was collected and fur-
ther diluted ten times with artificial cerebrospinal fluid (ACSF) prior to derivatiza-
tion. Once in a liquid phase, the samples (including microdialysis samples) were
further processed for analysis as follows.

Capillary electrophoresis measurements were performed with a P/ACE MDQ
capillary electrophoresis system controlled by the 32 Karat software version 5.0
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). The instrument was coupled with a laser-
induced fluorescence detector, equipped with an argon-ion laser. Excitation and
emission wavelengths were 488 and 520 nm, respectively. Separations were carried
out in fused-silica capillaries of 75 um internal diameter and 365 pum outer diameter
(Polymicro Technology, Phoenix, AZ, USA), coated with in situ polymerized linear
polyacrylamide. The total and the effective capillary lengths were 60 and 50 cm
respectively. We applied a recently developed method of chiral separation [42] for
the simultanecous measurement of excitatory amino acid (EAA) enantiomers.
D-amino acids are rarely incorporated into proteins [15, 27], therefore most tissue
content is expected to represent the unbound (free) form. Our method exclusively
measures this form of amino acids. To achieve appropriate detection sensitivity,
fluorescent derivatization with 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole was applied
together with 1 pM g-carboxy-glutamate as an internal standard. Samples were
introduced into the capillary by pressure (20 s, 6895 Pa). The background electrolyte
was 100 mM borate buffer pH 8.5 containing 8 mM heptakis (2,6-di-O-methyl)-p-
cyclodextrin and 5 mM 6-monodeoxy-6-mono(3-hydroxy)propylamino-p-cyclo-
dextrin as chiral selectors. Typically, 400 V/cm electric field was applied. For
detailed description of the derivatization and electrophoresis methods see [42].
Detection limit (LOD) and quantification limit (LOQ) for D-Asp were 17 and 50
nmol/L, respectively.

Statistical analysis

The EAA concentrations were compared by ANOVA using a full factorial general
linear model (GLM, factors: age, training type, recall time in different experiments).
Different brain regions of the same individual were used as within subject factors
(RM ANOVA). Data were logarithmically (In) transformed when required for match-
ing the data assumptions of ANOVA. Degrees of freedom (d.f.) statistics were cor-
rected in RM ANOVAs using the Greenhouse-Geisser method when sphericity was
not assumed, however, uncorrected d.f. are reported under Results. Experimental
groups by age or species were compared pairwise using Tukey’s post hoc tests.
Comparisons between brain regions within the same animals were carried out using
paired #-tests with Sidak-Holm adjustment of p values. In the case of microdialysis
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samples, relative changes standardized by baseline concentrations were compared by
non-parametric test (Wilcoxon Signed Rank test). It has to be noted that the results
on D-Asp concentration in microdialysis samples were based on those 5 animals, in
which the detection limit was attained. Level of significance was p<0.05.

RESULTS

Age- and brain region-related changes in the tissue content
of amino acids

D-Glu was not detected in any of the samples, whereas D- and L-Asp as well as
L-Glu could be measured in all samples. In the domestic chicken, neither the brain
region (F3,7;=2.29, p=0.09) nor the interaction between region and age
(Fg,177 = 0.82, p = 0.58) had significant effect on the concentration of L-Asp (Fig.
2B). Both L-Asp (age, ANOVA: F;50=6.61, p=0.018, Fig. 2B) and L-Glu (age,
ANOVA: F5 5, =4.79, p = 0.005, Fig. 2C) showed some dependence on age, mainly
due to a transient decrease around day 4. Region also had a significant effect on L-Glu
concentration: it was least abundant in the mSt/Ac (RM ANOVA: F; 7 = 12.52,
df =3, p=0.005).

Age had a significant effect on D-Asp concentration in four observed regions in the
chicken brain (ANOVA: F; 5, = 23.28, p<0.001) with a marked drop between days 2
and 4 (Tukey’s post-hoc test: p<0.001) and remaining low afterwards (Fig. 2A).
Brain region had no effect on D-Asp concentration (F; ;) = 1.64, p = 0.18) and there
was no interaction between region and age either (Fy 7, = 0.82, p = 0.60). When the
concentration of D-Asp was expressed as percentage ratio (D-Asp over L-Asp plus
D-Asp), the difference between a clear and monotonous, age-dependent decrease of
D-Asp became even more evident (effect of age on D-Asp ratio: F;s;=33.6,
p<0.001, Fig. 2D).

Effect of passive avoidance training and recall on the tissue content of
amino acids (data not shown)

Neither the training type (water, MeA, Fy 44 = 1.54, p = 0.22), nor recall time (5 min,
6 hours or 24 hours, F,4 =0,75, p=0.48), nor their interaction (F,44=0.70,
p = 0.48) had a significant effect on the concentration of D-Asp. There was no overall
difference in D-Asp concentration between the four brain regions either (F; ;3, = 1.00,
p = 0.40) and none of the interactions between the main effects were significant.
Similar results were obtained in the case of L-Asp concentrations: neither the main
effects, nor the interactions were significant. Similarly to the previously described
age-related changes, again, the concentration of L-Glu was not found to be uniform
in all brain regions (F; 59 = 5.61, p = 0.001). As revealed by tests of within-subject
contrasts, mSt contained less L-Glu than any of the other three regions (F, 43>5.76,
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Fig. 2. Effect of age on D-Asp (A, D), L-Asp (B) and L-Glu (C) concentrations (mean+s.e.m.) in four

brain regions of the domestic chick. (D) — D-Asp over total Asp ratio. Asterisks represent significant

difference with day 4 values as base value (Tukey post-hoc tests *p<0.05, ***p<0.001). The different

letters of alphabet above columns represent significant difference between the brain regions within the
same age group (paired ¢-tests: p<0.05)

p<0.022). None of the other main effects (training type, recall time) or any of the
interactions were significant.

Effect of reward and high potassium stimuli on the extracellular levels
of amino acids
Against the background of known free EAA concentrations in tissue extracts, we then

tested the dynamic changes of extracellular L- and D-Asp and L-Glu in the Ac/MSt
region, using in vivo microdialysis of freely moving chicks. Both L-amino acids
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Fig. 3. In vivo microdialysis recordings from 2-day-old freely moving domestic chicks, with probe loca-

tion in the mSt/Ac region. A: Effect of rewarding stimulus and high potassium on the extracellular level

of L-Asp and L-Glu. B: Effect of rewarding stimulus and high potassium on the extracellular level of

D-Asp. Mean+S.E.M., asterisks represent significant difference with baseline values (Wilcoxon Signed
Rank test, p<0.05)

showed simultaneous transient elevation on water administration (a reward stimulus
for thirsty chicks) (Fig. 3A). Similar but greater elevation of L-EAA levels was
evoked by the non-specific stimulus, high potassium. Both L-Glu and L-Asp showed
similar characteristics of transients, the overall Asp/Glu ratio being 20-30%
(Table 1). D-Asp showed only a slight, non-significant elevation after water adminis-
tration, but a robust (ca. ten-fold) increase did follow potassium stimulation (Fig. 3B).
Notably, the peak of D-Asp transient does not coincide with the period of high K
administration, it merely follows the event with a delay of at least 20 min.

Comparison of extracellular and whole tissue concentrations
of amino acids

The amino acid concentrations and ratios in microdialysis samples in various experi-
mental conditions are tabulated in Table 1, also compared with the relevant values
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from tissue extracts. The L-Asp ratio proved to be remarkably stable throughout the
microdialysis samples and also similar to the ratio observed in tissue extracts.
Notably, however, the ratio of D-Asp was almost doubled during potassium stimula-
tion, amounting to 40% of total (both L and D) aspartate, whereas its concentration
detected in tissue extract was considerably lower than that of L-Asp by ca. two orders
of magnitude (Table 1).

Table 1
Concentrations of Asp and Glu in dialysate samples in relation to experimental treatment, and in tissue
homogenates from the medial striatum of domestic chicks

D-Asp (nmol/g) | L-Asp (nmol/g) | L-Glu (nmol/g) | L-Asp ratio (%) D-A(s03 )ratio
Microdialysis baseline 10445 397+75 | 35851356 | 23.8+5.7 19.0+£7.8
samples (1-3 in Fig. 3)
Microdialysis water 149+55 598+101 | 405041203 | 27.1+62 21.048.0
stimul.
Microdialysis KCI 4674153 | 8194185 | 612341608 | 254462 | 37.0+108
stimul.
Tissue homogenate 30422 23084217 | 86444632 | 21.8+0.9 1.3+0.07

The concentrations are expressed as nmol/g wet tissue weight (for brain extracts), or nmol/g (i.e. nmol/ml) for
microdialysates (mean+S.E.M). L-Asp ratio: 100 x[L-Asp/(L-Asp+L-Glu)]; D-Asp ratio: 100x [D-Asp/
(D-Asp+L-Asp)].

DISCUSSION
L-amino acids

The analytical method applied in the present study enabled the monitoring of minor
local changes of EAAs in the brain. Our detection method used for tissue samples did
not distinguish between intra- and extracellular amino acids but it excluded protein-
bound amino acids from the analysis. By the other approach, in vivo microdialysis,
selective measurement of extracellular L-Glu and L-Asp was made possible. The
recently introduced method of chiral separation ensured that, unlike in our previous
report [45], the L enantiomers of EAAs could selectively be assessed. These amino
acids in their free form may either play a role in synaptic transmission (as neurotrans-
mitters or neuromodulators) or they may also represent signaling molecules, e.g. for
brain development.

Given the anatomical foundation [1, 18, 19] for correlated action of EAAs, at least
in the striatal/Ac regions [45] of chicks (together with electrophysiological evidence
on potential interplay between Asp and Glu at the receptor/transporter level, see the
study by Balazs et al. [2] on striatal slices), it seemed to be important first to assess
the occurrence and distribution of free (unbound) L-Asp and L-Glu in the brain of the
domestic chicken, together with the pattern of postembryonic development.
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The concentrations of L-Glu and L-Asp in the chicken did not show monotonous
(monophasic) age-specific changes (as did D-Asp, see below). Instead, over the entire
period of observation, there appeared one remarkable trough (valley) around day 4,
whereas the values were rather uniform before or after this time. Notably, this period
of reduced EAA may coincide with the closure of the sensitive period for early adap-
tive learning (e.g. taste aversion learning, imprinting) [4, 22, 25, 36].

Our study on the regional distribution of L-amino acids was focused on three of
those regions which are known to participate in imprinting or passive avoidance
learning of chicks [5, 22, 36] the intermediate medial mesopallium (iMM), medial
striatum/accumbens (mSt) and the arcopallium (Arco). Cb was used as control region.
In the mSt/Ac region, the concentration of L-Glu proved to be lower than in other
regions, in independent datasets (see Fig. 2 and passive avoidance results). This find-
ing makes sense, since the mSt/Ac contains mostly medium spiny GABAergic neu-
rons and abundant excitatory terminals (containing Glu and Asp) but practically no
Gluergic/Aspergic perikarya.

Selective determination of L-Glu and L-Asp in microdialysis samples collected
from the chick mSt/Ac region enabled a more precise reproduction of our previous
finding on correlated, predominantly synaptic, release of L-Asp and L-Glu [45],
including a surge evoked by high potassium. Moreover, in the present study, a cor-
related phasic elevation of L-Asp and L-Glu was elicited not only by handling stress,
i.e. aversive stimulus (as shown before, [45]) but also in response to an appetitive
reward stimulus. Correlated amino acid response to an appetitive stimulus may rep-
resent another robust argument supporting the importance of Asp — Glu co-release in
the avian basal ganglia.

D-amino acids

No previous data are known to us on post-hatch D-Asp levels in the brain regions of
domestic chicks, yet the 0.03—0.04 umol/g concentration, measured in different brain
regions in the 2-day-old chicks (Fig. 2) is lower than the 0.4 umol/g, reported by [30]
for the whole brain of the 20-day-old chick embryo (recalculated in D’Aniello [7]).
In brain microdialysates, the D-asp/Total Asp ratio was found to be 17-18% (our
calculation based on the published data by Punzo et al. [33]), whereas the same ratio
in our current study was 19% (Table 1).

To our knowledge, the present study is the first report on dynamic changes of
D-Asp in the extracellular space, using in vivo microdialysis combined with a high
specificity chiral separation procedure for the analysis of samples [42]. Surprisingly,
while water reward failed to increase D-Asp, high potassium brought about a marked
elevation of D-Asp, when compared to baseline values. Unlike with the L-EAAs, the
robust peak after high potassium stimulus was more protracted in the case of D-Asp,
the elevation phase lasting well over an hour before returning to near-baseline value.
This would indicate an activation of some secondary mechanism, temporally sepa-
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rated from the first stimulus of K*, whereas L-EAAs respond more immediately to
high potassium. Whilst the abrupt surge of L-EAAs is in harmony with synaptic
vesicular release, corroborating our previous report [45], the different time course of
D-Asp elevation indicates a different storage, release or clearance mechanism. In
particular, a contingent of the released D-Asp may be non-vesicular or even non-
neuronal, similarly to the situation with D-serine (for review see Radzishevsky et al.,
[34]). Furthermore, the present results indicate that, while tissue content of D-Asp is
a great deal less than that of L-Asp (by ca. two orders of magnitude), a surprisingly
high percentage of tissue D-Asp gets released into the extracellular space, and, at the
peak of high potassium response, the D enantiomer may constitute well over a third
of total extracellular aspartate. By contrast, L-Asp (as indeed L-Glu) is far more
abundant in tissue, and only a small fraction of it can be released on stimulation
(Table 1), which is why any changes [6] in L-EAA flux accompanying passive avoid-
ance training are likely masked by the huge non-specific pools of L-Glu and L-Asp,
when measured in whole tissue samples.

In the present study, passive avoidance training did not cause detectable changes
of the tissue concentration of free D-Asp in the regions known to be responsible for
memory formation (mSt, iMM), or in other telencephalic and subtelencephalic
regions (Arco, Cb) within the 24h time window observed. One possible explanation
is that the high level of D-Asp in the brain of young domestic chicks (Fig. 2) does not
depend on behavioural stimulation. Rather, it is required as a tonic stimulus to main-
tain synaptic plasticity for early learning mechanisms [38, 40, 36, 29]. The lack of
elevation of extracellular D-Asp after positive reinforcement stimulus (in the micro-
dialysis study) also suggests that D-Asp is not an immediate signal transducer for
actual behavioural responses.

Unlike D-serine, an important co-agonist of NMDA receptors [20, 37] (similar to
glycine), D-Asp has a more direct affinity to the main glutamate binding site of the
NMDA receptor (similar to the artificial ligand NMDA) [14, 9, 44]. A substantial
contingent (ca. one third) of total aspartate might appear in the extracellular space in
the form of D-Asp, at least at the peak of potassium-evoked response (as reported
here). Contribution of D-Asp may partially explain our earlier observation [45] on the
increase of extracellular Asp/Glu ratio during evoked release. How (and if) this pro-
cess could be related to synaptic plasticity is yet to be clarified. In any case, D-Asp
has been shown to enhance cognitive capabilities [12, 39, 31], and to improve synap-
tic plasticity [13].

In summary, tissue concentration of D-Asp shows marked changes during the first
week of age of the domestic chicken with no considerable regional variation. This
needs to be taken into account in any experiment investigating the role of this amino
acid in synaptic plasticity during early learning (imprinting, taste aversion learning).
Furthermore, with any extracellular measurement of aspartic acid one needs to con-
sider that a significant amount of released Asp belongs to the D enantiomer.
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Abstract

Chiral capillary electrophoresis method has been developed for quantitative determination of
D-amino acid modulators of NMDA glutamate receptor; D-serine and D-aspartate along with
L-glutamate and L-aspartate in biological samples. These ligands are suggested to be
involved in regulation of NMDA receptor related brain functions, such as neurogenesis,
neuronal plasticity and memory formation.

For sensitive determination of the amino acids LIF detection was chosen, and a fluorogenic
reagent, 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazole was used for derivatization. An amino-
modified B-cyclodextrin, 6-monodeoxy-6-mono(3-hydroxy)propylamino-g-CD (HPA-B-CD)
was applied as chiral selector. Determinations were accomplished in a polyacrylamide coated
capillary and reverse polarity was used for the analysis of the negatively charged analytes.
The method was optimized and validated; 6 mM HPA-B-CD in 50 mM HEPES buffer, pH 7
was appropriate to achieve baseline separation of the analytes. The limit of quantification
with acceptable accuracy is 0.05 uM for both D-amino acids. The method was used for the

determination of D-aspartate and D-serine content in various brain regions of adult mice.
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Introduction

Contrary to long time belief recent results suggest that beside L-amino acids, smaller amount
of their D-enantiomers are also formed in mammalian tissues. D-serine and D-aspartate are
e.g. present in the brain and are suggested neuromodulators of the N-methyl-D-aspartate
(NMDA) glutamate receptor [1, 2]. NMDA glutamate receptor plays a crucial role in higher
brain functions, e.g. in memory formation and learning processes, which are amongst the
most complicated neuronal activities [3]. The receptor shows diverse subunit composition
and their distribution in various brain regions results in different individual receptor
activation and function. Simultaneous binding of an agonist and a co-agonist is needed to
activate the receptor [4]. The typical agonist is L-glutamate, while L-aspartate and D-
aspartate can also bind to the primary binding site of the receptor [1, 5] however, their
function has not been clarified so far. D-Aspartate probably has an important role in
neurogenesis, as its concentration has been found significantly higher in brain tissues of
newborn animals compared to elder ones from various species [6]. Its neuroendocrine
modulator function has also been suggested [7].

Previously, glycine has been identified and regarded as the main ligand of the co-agonist
binding site. However, recent data suggest that D-serine plays an even more important role as
a co-agonist of the NMDA receptor [4, 8]. Its distribution correlates with NMDA receptor
abundance in the brain [2], although its regulatory function is only partially understood.
Determination of the NMDA receptor agonist amino acids and the co-agonist D-serine in
biological samples can be problematic, since the sample volume is limited and the
concentration of the D-enantiomers can be rather low compared to their L-enantiomers.
Although there are some HPLC methods reported for the analysis of various D-amino acids
[9-11], the outstanding separation power of capillary electrophoresis makes this technique

ideal for chiral resolution and analysis [12, 13]. The optical detection of the amino acids

This article is protected by copyright. All rights reserved.



www.electrophoresis-journal.com DOI:10.147835£.2019.2218 Electrophoresis

needs some chemical modifications, because the lack of easily detectable group. Since LIF
provides higher sensitivity compared to conventional UV absorbance detection, it could have
significant advantage in the analysis of low level of D-amino acids in biological samples.
There are several amine derivatization reagents suitable for amino acid analysis by CE. The
most common laser source used in commercially available CE-LIF instruments is the 488 nm
Argon ion laser. Labeling reagents with excitation fitting this wavelength, like the fluorescein
based labeling tags; FITC, carboxyfluorescein succinimidyl ester, etc. are thus widely used
[14-16]. However, they possess fluorophore moiety, and the high excess of the reagent
together with the many fluorescent side products formed in the derivatization reaction make
the separation task rather complicated. Previously, another labeling reagent with excitation
wavelength fitting the Argon ion laser, 7-fluoro-4-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBD-F) was
successfully used for CE analysis of amino acids and amines by our research group [15, 17,
18]. NBD-F is a fluorogenic tag and only a few fluorescent decomposition products are
formed during derivatization, which is especially important in chiral separations, where the
number of peaks to be separated is doubled. At a relatively high temperature (55-75 °C)
NBD-F reacts rapidly (5-20 min) with primary and secondary amines and because of these
advantages it is getting to be a popular labeling reagent [11, 19].

In order to achieve chiral separation addition of a chiral selector to the separation buffer is
indispensable. Cyclodextrins (CD) are the most preferred chiral selectors, due to their
versatile complex forming ability [20, 21]. The most commonly used cyclodextrins for
separation of amino acid enantiomers are B-CD and y-CD and their methylated and
hydroxypropylated derivatives [20]. However, cyclodextrins with ionizable groups have
gained interest in electrophoretic separations, because they possess electrophoretic mobility
and may form more stable complexes with oppositely charged analytes [22]. Previously our

research group has successfully used a dual CD system containing an amino-CD derivative,
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6-monodeoxy-6-mono(3-hydroxy)propylamino-p-cyclodextrin (HPA-B-CD) providing chiral
recognition in the separation of aspartate and glutamate enantiomers [17].

The aim of the present study is to extend our previous work for the analysis of D-amino acid
modulators of NMDA glutamate receptor, including D-serine, and the simultaneous
quantitative determination of NMDA receptor ligands: D-serine, D- and L-aspartate and L-

glutamate by capillary electrophoresis.

Materials and methods

Instrumentation

All the experiments were carried out on a P/ACE MDQ capillary electrophoresis system
controlled by 32 Karat software version 5.0 (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA). For the
determination of amino acids the system was coupled with LIF detector, containing an
Argon-ion laser source, with excitation and emission wavelengths of 488 and 520 nm,
respectively. For the separations fused silica capillaries of 75 um i.d. and 365 um o.d.
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) were applied. Before use the inner surface of
the capillaries were coated with linear polyacrylamide according to the method of Hjertén et
al. [23]. The effective and total lengths of the capillaries were 50 and 60 cm, respectively.
Before each run the capillary was rinsed with water and separation buffer. The samples were
introduced with hydrodynamic injection (6894 Pa for 20 sec). All separations were carried

out at 25°C by applying constant voltage of -24 kV (400 V/cm).

Chemicals
L-Glutamate, D-serine, L-serine, L-aspartate, D-aspartate, cysteic acid (internal standard),
NBD-F, HEPES and boric acid were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). The pH of

the borate and the HEPES buffer was adjusted with 1 M sodium hydroxide solution. HPA-f-
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CD was provided by Cyclolab (Budapest, Hungary). All amino acids were dissolved in
artificial cerebrospinal fluid (ACSF), which was prepared at the Central Pharmacy of
Semmelweis University (Budapest, Hungary). In all experiments ultrapure water from MilliQ

Direct 8 water purification system (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) was applied.

Samples

Five adult male C56BL/6 mice were decapitated and their brains were dissected immediately.
A rostral slice containing the medial orbitofrontal cortex, and a caudal one containing part of
the amygdala, hippocampus and hypothalamus were cut using brain matrices. The
rostrocaudal stereotaxic coordinates for the slices and the location of brain regions were
chosen according to the Allen Mouse Brain Atlas [24]. Slices were approximately 1.5 mm
thick. The bulbus olfactorius and the dorsal part of the cerebellum were dissected directly
from the whole brain. The other regions of interest were dissected from the slices using a
stereomicroscope. Tissue samples were weighed and put on dry ice immediately after
dissection. They were stored at -80 °C until further processing. Brain tissue samples were
homogenized by sonication for 5 s in acetonitrile : water 2:1 solution (10 pL/mg). To remove
precipitated proteins samples were centrifuged at 3000 g for 10 min at 4°C. The supernatants

were collected and diluted twofold with ACSF.

Derivatization procedure

In order to derivatize amino acids 5 pL sample was mixed with 5 pL derivatization buffer of
20 mM pH 8.5 borate, containing 1 uM cysteic acid as internal standard and 5 uL 5 mg/mL
ethanolic NBD-F solution. The mixture was heated at 65°C for 20 minutes and the

derivatized samples were kept at -20°C until analysis.
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Method validation

Validation procedure was completed according to the FDA Guidance for Industry [25].
Standard samples of six different concentrations (0.05; 0.1; 0.25; 0.5; 1; 1.5 uM) of D-
aspartate and D-serine were used to construct the calibration curve with three parallels. To
imitate the biological samples L-glutamate, L-aspartate, L-serine, taurine and glycine were
used in fifty times higher concentrations. The concentration of the internal standard in the
samples was 1 uM. 1/x Weighted linear regression was used to construct the calibration
curves. Quality control samples at three concentration levels (0.08; 0.4; 1.25 uM of D-
aspartate and D-serine) were prepared to test intra- and inter-day accuracy and precision of
the method. Intra-day data result from five parallel measurements and inter-day data are from
determinations performed in five consecutive days with three parallel runs. The LOQ was
determined as the lowest concentration of the amino acid enantiomers that could be
derivatized and measured with precision and accuracy values below 20 % and within 80—120
%, respectively. The LOD was determined as the concentration where the signal-to-noise

ratio was 3:1.

Results and Discussion

The derivatized amino acids possess one or two negative charge at alkaline or neutral pH,
thus they have considerable electrophoretic mobility towards the anode. Their rapid analysis
can be achieved by using anodic separation with suppression of the EOF. Linear
polyacrylamide coated capillary was thus used for the separations. Cysteic acid was chosen as
an internal standard, because of its similar characteristics of charge and size to those of
aspartate and glutamate.

Previously we have found that a positively chargeable amino cyclodextrin, HPA-B-CD was

appropriate for the chiral separation of aspartate and glutamate [17]. In those previous
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experiments we studied the D-aspartate and D-glutamate content in various brain regions in
experimental animals. Only D-aspartate has been found and quantified, while D-glutamate
could not be detected. In the present experiments we aimed to extend our work to separate
serine enantiomers, as well. Since detectable amount of D-glutamate was not expected in the
biological samples, the method development was started with 100 mM pH 8 borate buffer
containing 5 mM HPA-B-CD as chiral selector. As amine derivatized aspartate and glutamate
bear two negative charges they migrate ahead of the other amino acids, while serine is more
similar to the majority of the amino acids having one negative charge. VVarious amino acids
were thus included in the standard mixture sample to study their separation from serine
enantiomers. Taurine and glycine have been found to migrate in their close proximity. Most
of the other amino acids, e.g. alanine, threonine, valine and y-aminobutyric acid have slower
velocity. Using these separation conditions baseline separation of analytes of interest; D-
aspartate, L-aspartate, L-glutamate, D-serine and L-serine (Fig. 1) was achieved in less than
14 minutes. However, D-serine migrates just behind a broad tailing peak corresponding to
glycine and some decomposition products of NBD-F that may compromise its accurate
quantification. The improvement of their resolutions was thus aimed. Further increase in the
cyclodextrin concentration or incorporation of methanol as organic modifier to the BGE
could not improve the chemical selectivity. The main decomposition products of NBD-F
were claimed to be its phenolic derivatives [26] and as the phenolic hydroxyl group is
considerably less acidic compared to the carboxylic moiety of the amino acids, the charge
and migration characteristic of these compounds are pH dependent in the neutral and slightly
alkaline range. Moreover the charge of the chiral selector (pKa=8.7 [27]) also alters in this
pH range. At lower pH the charge and mobility of the phenolic compounds decrease, while
those of the amino acids are largely unaffected. On the other hand the charge of the chiral

selector increases resulting in a stronger electrostatic interaction with the amino acids and
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slower mobility of the complexes. This latter provides a more considerable difference
between the mobility of the free analytes and their complexed forms. Reducing the pH thus
may have significant effect on both chiral and chemical selectivity.

Since below pH 8 the buffer capacity of borate declines, 50 mM HEPES buffer was used in
the further experiments. At pH 8 in HEPES buffer altered chemical and chiral selectivity
were observed compared to borate. Besides decreased chiral resolution the migration time of
the main decomposition products changed considerably resulting in more pronounced co-
migration of D-serine with glycine. This may be explained by the complex forming property
of borate with sugars [28].

Decreasing the pH of HEPES buffer between 8 and 7 both chemical and chiral selectivity
improved (Fig. 2/A and Table 1). According to our expectations the migration time of
decomposition products increased considerably and at pH 7 all migrated behind L-serine. At
the same time the chiral resolution enhanced likely due to the greater mobility difference
between the complex and free forms of amino acids. As further pH decrease to 6.5 resulted in
compromised separation of aspartate and glutamate, 50 mM HEPES buffer of pH 7 was
chosen to use.

To continue method optimization the effect of chiral selector concentration on the separation
was also studied. Increasing the concentration of HPA-B-CD between 3 and 7 mM resulted in
enhanced chiral resolution and chemical selectivity: separation of D-serine from glycine and
the decomposition product (Fig. 2/B and Table 1). Since no considerable difference in
separations using 6 or 7 mM cyclodextrin concentration was found 6 mM HPA-B-CD was

chosen as final chiral selector concentration.

Validation
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Because of the significant difference in the concentration of D- and L-amino acids in
biological samples, a fifty-fold excess over D-enantiomers of L-aspartate, L-glutamate,
taurine, glycine and L-serine was kept in all the samples used during the validation process.
The calibration curves for D-aspartate, D-serine and L-aspartate, L-glutamate were
constructed in the 0.05-1.5 pM and 2.5-75 pM concentration range, respectively and found
linear. The equations of calibration curves for D-aspartate and D-serine were y = 0.7009 (+
0.08969) — 0.0151 (+ 0.03524) and y = 0.2689 (+ 0.03196) — 0.0076 (+ 0.03644) with R
values 0.9988 and 0.9985, respectively (n=5). The equations of calibration curves for L-
aspartate and L-glutamate were y = 1.1053 (x 0.13167) — 0.8281 (= 1.51156) and y = 1.1036
(+ 0.14967) — 0.1076 (+ 1.49164) with R? values 0.9972 and 0.9972, respectively (n=5).
Intra- and inter-day precision and accuracy using quality control samples of 0.08; 0.4; 1.25
MM for D-aspartate and D-serine and 4; 20; 62.5 uM for L-aspartate and L-glutamate were
within the required range. The intra-day accuracy for D-amino acids was between 85.10-
105.94% and for L-amino acids between 85.05-112.11%. The intra-day precision was within
2.09-7.90 % for D-amino acids and 3.93-6.55 % for L-amino acids, respectively. The inter-
day precision was within 0.44-9.47 % for D-amino acids and 0.95-14.90 % for L-amino
acids, respectively. The LOQ values were determined for D-enantiomers on the basis of
acceptable accuracy and found 0.05 puM for both D-aspartate and D-serine. The LOD values
given as signal to noise ratio 3:1 were estimated 8 and 12 nM for D-aspartare and D-serine,

respectively.

Biological samples
The method has been applied for the determination of D-amino acid distribution in mouse
brain. A representative electropherogram of brain sample is shown in Fig. 3. Six different

brain regions; amygdala, bulbus olfactorius, cerebellum, hippocampus, hypothalamus and
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prefrontal cortex were analyzed. In all examined brain areas D-aspartate and D-serine were
detected and quantified. The concentration of D-serine (14-50 nmol/mg wet tissue) was about
one order of magnitude higher compared to that of D-aspartate (1.9-3.2 nmol/mg wet tissue)
in all brain areas but cerebellum, where their concentrations were comparable (0.9 and 1.2
nmol/mg wet tissue, respectively), as shown in Fig. 4. Both D-serine and D-aspartate seemed
to be most abundant in brain regions known as important in memory and learning. Amygdala
IS suggested to be involved in implicit memory, while hippocampus and prefrontal cortex in

explicit memory formation [3, 29-31].

Concluding remarks

NMDA receptor activation has been justified to be important in learning processes and
memory formation. The precise function of D-serine and D-aspartate is not well established,
although their modulator function on NMDA receptors has been known. To simultaneously
determine these amino acids a validated, sensitive chiral capillary electrophoresis method
with laser induced fluorescence detection has been developed. The optimized method using 6
mM HPA-B-CD as chiral selector in 50 mM HEPES buffer of pH 7 was appropriate for
separation and quantification of D-aspartate and D-serine along with L-aspartate and L-
glutamate. D-Amino acids have been determined with an LOQ of 0.05 uM concentration.
The method was used to measure neuromodulator amino acids in different regions of murine
brain. According to our preliminary results areas involved in memory formation e.g.
amygdala, hippocampus and prefrontal cortex showed higher level of D-serine and D-
aspartate compared to other brain regions. These results indicate that the elaborated method is

capable of determination of these D-amino acids in various biological samples.
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Fig. 1: An electropherogram of standard mixture containing 25 uM L-glutamate (L-Glu), L-
aspartate (L-Asp) and L-serine (L-Ser); 5 uM D-aspartate (D-Asp) and D-serine (D-ser); 50
MM glycine (Gly) and taurine (Tau) with 1 puM cysteic acid internal standard (IS). Separation
conditions: BGE:100 mM pH 8 borate buffer with 5 mM HPA-B-CD; 50/60 cm x 75 um id
coated fused-silica capillary, -24 kV. Sample introduced by 6894 Pa pressure for 20 sec.
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Fig. 2: Electropherograms of standard mixture containing 25 uM L-Glu, L-Asp and L-Ser; 5
UM D-Asp and D-ser; 50 uM Gly and Tau with 1 uM cysteic acid internal standard (IS).
Separation conditions: (A) BGE:50 mM pH 8; 7.5; 7; 6.5 HEPES buffer with 5 mM HPA-f-
CD, (B) BGE:50 mM pH 7 HEPES buffer with 7; 6; 5; 3 mM HPA-B-CD; 50/60 cm X 75 pum
id coated fused-silica capillary, -24 kV. Sample introduced by 6894 Pa pressure for 20 sec.
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Fig. 3: An electropherogram of a prefrontal cortex of an adult mouse. BGE:50 mM pH 7
HEPES buffer with 6 mM HPA-B-CD; 50/60 cm x 75 um id coated fused-silica capillary, -24
kV. Sample introduced by 6894 Pa pressure for 20 sec.
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Fig. 4. Diagrams show the amount of D-asparate (A) and D-serine (B) in different brain
regions.
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Table 1 The resolution and selectivity data of D/L-asparatate, D/L-serine, glycine/D-serine at
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different separation conditions.

Electrophoresis

Conditions Peaks Resolution (Rs) Selecitivity (a)
100 mM pH 8 Borate D/L-Asp 1,71 1,016
buffer 5 mM HPA-pB- Gly/D-Ser 1,39 1,052
CD D/L-Ser 1,71 1,027
50 mM pH 8 HEPES D/L-Asp 1,15 1,009
buffer 5 mM HPA-B- Gly/D-Ser 1,44 1,072
CD D/L-Ser 1,17 1,016
50 mM pH 7.5 D/L-Asp 1,52 1,013
HEPES buffer5 mM Gly/D-Ser 2,53 1,072
HPA-B-CD D/L-Ser 1,52 1,023
50 mM pH 7.0 D/L-Asp 1,63 1,017
HEPES buffer5 mM Gly/D-Ser 2,68 1,064
HPA-B-CD D/L-Ser 1,84 1,032

50 mM pH 6.5 D/L-Asp NR NR

HEPES buffer 5 mM Gly/D-Ser 2,21 1,057
HPA-B-CD D/L-Ser 2,00 1,048
50 MM pH 7.0 D/L-Asp 1,38 1,011
HEPES buffer 3mM Gly/D-Ser 2,61 1,088
HPA-B-CD D/L-Ser 1,49 1,021
50 mM pH 7.0 D/L-Asp 1,76 1,020
HEPES buffer 6mM Gly/D-Ser 2,73 1,063
HPA-B-CD D/L-Ser 2,21 1,040
50 mM pH 7.0 D/L-Asp 1,79 1,020
HEPES buffer 7mM Gly/D-Ser 2,89 1,057
HPA-B-CD D/L-Ser 2,32 1,037
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Abstract Chiral capillary electrophoresis method has been
developed to separate aspartate and glutamate enantiomers
to investigate the putative neuromodulator function of D-
Asp in the central nervous system. To achieve appropriate
detection sensitivity fluorescent derivatization with 4-
fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole and laser-induced fluo-
rescence detection was applied. Although, simultaneous
baseline separation of the two enantiomer pairs could be
achieved by using 3 mM 6-monodeoxy-6-mono(3-hydroxy)-
propylamino-3-cyclodextrin (HPA-(3-CD), further improve-
ment of the chemical selectivity was required because of the
high excess of L-enantiomers in real samples to be analyzed.
The system selectivity was fine-tuned by combination of 8§ mM
heptakis(2,6-di-O-methyl)-3-cyclodextrin and 5 mM HPA-{3-
CD in order to increase the resolution between aspartate and
glutamate enantiomers. The method was validated for biolog-
ical application. The limits of detection for D-Asp and D-Glu
were 17 and 9 nM, respectively, while the limit of quantifica-
tion for both analytes was 50 nM. This is the lowest quantifi-
cation limit reported so far for NBD-tagged D-Asp and D-Glu
obtained by validated capillary electrophoresis laser-induced
fluorescence method. The applicability of the method was
demonstrated by analyzing brain samples of 1-day-old chick-
ens. In all the studied brain areas, the D-enantiomer contributed
1-2 % of the total aspartate content, corresponding to 17—
45 nmol/g wet tissue.

Z. Wagner * T. Tabi * T. Jako « E. Szoké (B<)

Department of Pharmacodynamics, Semmelweis University,
Nagyvarad tér 4,

1089 Budapest, Hungary

e-mail: eva.szoko@net.sote.hu

G. Zachar * A. Csillag

Department of Anatomy, Histology and Embryology,
Semmelweis University,

Tiizolt6 u. 58,

1094 Budapest, Hungary

Keywords Chiral capillary electrophoresis -
Neurotransmitter amino acids - D-Aspartate - NBD-F -
Dual cyclodextrin system

Introduction

A few decades ago, D-amino acids were thought to have no
biological relevance at all as only L-amino acids are the
building blocks of proteins, and the presence of D-amino
acids in living organisms were not detected for a long time.
However, along with the continuous development of various
analytical methods, the presence of bD-amino acids was dis-
covered first in bacteria and invertebrates [1]. Further inves-
tigations then revealed that these amino acids, especially D-
Ser and D-Asp also occur in the neuronal and some other
tissues of higher organisms, such as avian and mammals [2,
3]. While the neuromodulator function of D-Ser is rather well
established, that of D-Asp [2—4] is less well understood. Fur-
ther clarification of the biological functions of D-Asp requires
its accurate quantification in various biological matrices.
Numerous analytical methods capable of quantifying
amino acid enantiomers have been reported so far (for
review, see [5—7]); majority of them are gas chromatogra-
phy, high-performance liquid chromatography, or capillary
electrophoresis (CE)-based methods. Capillary electropho-
resis laser-induced fluorescence (CE-LIF) is especially valu-
able in neurochemical studies, where compounds in the
nanomolar concentration range are to be analyzed in a
complex sample matrix, and the available sample quantity
is rather limited [8]. Although some of the reported meth-
ods, using other than 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole
(NBD-F) as labeling reagent, claimed excellent limit of
detection (LOD) values down to or below 1 nM [9-12],
majority of them were not validated and optimized for
biological samples, and limit of quantification (LOQ)
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values, which can differ considerably from LOD mainly
because of the inefficient labeling at low analyte concen-
trations [13], were not provided.

In this present work, our aim was to develop a validated
chiral CE-LIF method capable of simultaneous separation
and quantification of D-Asp and D-Glu and high excess of
their L-enantiomers. The applicability of the developed
method was demonstrated by analyzing brain tissue samples
from 1-day-old chickens.

Materials and methods
Instrumentation

All experiments were performed on a P/ACE MDQ capil-
lary electrophoresis system controlled by 32 Karat software
version 5.0 (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA). The
instrument was coupled with a LIF detector, equipped with
an argon-ion laser. Excitation and emission wavelengths
were 488 and 520 nm, respectively. Separations were carried
out in fused silica capillaries 75 pum i.d., 365 um o.d.
(Polymicro Technology, Phoenix, AZ, USA), coated with
polyacrylamide by in situ polymerization. The total and the
effective capillary length were 60 and 50 cm, respectively.
The capillary was washed successively with ultrapure water
and separation buffer between runs. Samples were intro-
duced into the capillary by pressure (20 s—6.89 kPa). The
optimized composition of the background electrolyte was
100 mM borate buffer pH8.0 containing 8 mM heptakis
(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin (DM-3-CD) and 5 mM
6-monodeoxy-6-mono(3-hydroxy)propylamino-{3-cyclo-
dextrin (HPA-{3-CD). Reverse-polarity mode was applied
for separation, providing —400 V/cm electric field. All the
separations were performed at 25 °C.

Chemicals

Chemicals used were of the highest purity available from
commercial sources. Boric acid, L-glutamic acid monoso-
dium hydrate, and D-glutamic acid were purchased from
Sigma (St. Louis, MO, USA). NBD-F, L- and D-aspartic
acid, and L-cysteic acid were supplied by Fluka (Buchs,
Switzerland). CE-grade cyclodextrin derivatives, namely
-cyclodextrin (3-CD), y-cyclodextrin (y-CD), DM-f3-
CD, hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HP-3-CD), and ran-
domly methylated (3-cyclodextrin (RM-3-CD) were pur-
chased from Cyclolab Ltd. (Budapest, Hungary). HPA-f3-
CD was a kind gift of Cyclolab Ltd.

The ultrapure water used in the CE experiments was
obtained from a MilliQ" Water system (Millipore, Bedford,
MA, USA). Amino acid stock solutions (10 mM) were
prepared in artificial cerebrospinal fluid (ACSF, provided

@ Springer

by the Pharmacy of the Semmelweis University), stored
frozen at —20 °C and diluted just prior to use. NBD-F was
dissolved in ethanol at 5.5 mM concentration for stock
solution, stored at —20 °C, and further diluted with ethanol
just prior to use.

Tissue sample preparation and pre-column derivatization

One-day-old unsexed Hunnia-broiler chicks purchased from
a local company (Babolna Kft., Budapest, Hungary) were
used. Chicks were kept and treated according to regulations
of the ethical committee of the Semmelweis University, and
the procedures were in harmony with the EC Council direc-
tives on laboratory animals (86/609/EEC). Chicks were
decapitated, and their brains were removed. To standardize
the position of the tissue samples, a plastic mold and razor
blade were used to prepare a coronal section. The anterior
and posterior borders of the section were approximately
6.16 and 4.72 mm, respectively, according to the coordi-
nates of the brain atlas of Puelles et al. [14]. The subven-
tricular zone and the lateral telencephalon were dissected
under stereomicroscope. Tissue samples were frozen imme-
diately in pre-weighted vials on dry ice and stored on —80 °©
C until further process. Samples were mixed with 10 pL/mg
wet tissue ice-cold acetonitrile/water (2:1) mixture. The
samples were homogenized by sonication for 5 s, followed
by centrifugation at 3,000xg for 10 min at 4 °C. Super-
natants were collected and further diluted by ten times with
ACSF prior to derivatization.

Pre-column derivatization of standard amino acid mix-
ture or brain tissue samples was described in our previous
papers [13, 15]. Briefly, 5 uL of amino acid solution or
biological sample was mixed with 5 uL derivatization buffer
(20 mM borate pH8.5) containing 1 uM cysteic acid as
internal standard and 5 puL labeling solution to give a final
NBD-F concentration of 1 mM. The labeling reaction was
carried out at 60 °C for 10 min. The derivatized samples
were stored frozen at —20 °C and diluted fourfold with
distilled water prior to analysis.

Method validation procedure

All the validation data have been determined according to
the FDA Guidance for Industry [16]. Intra- and inter-day
accuracy and precision have been assayed at three different
concentration levels which covered the expected concentra-
tion range of the analytes in biological samples. The com-
position of quality control (QC) samples thus were 0.05, 0.5,
and 1 uM and 0.1, 25, and 50 uM for D- and L-amino acids
in ACSF, respectively. The LOD was determined as the con-
centration where the signal-to-noise ratio was 3:1. The LOQ
was determined as the lowest concentration of the amino acid
enantiomers that could be derivatized and measured with
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accuracy and precision values within 80-120 % and below
20 %, respectively.

Results and discussion

Among labeling reagents providing derivatives fitting to the
excitation wavelength of the commercially available argon-
ion laser, fluorescein-based tags are widely used for deriv-
atization of amine analytes. However, when these fluoro-
phore labels are chosen, the high excess of the reagent and
its numerous hydrolysis byproducts make the separation
difficult [17]. Because of the abundance of interfering
peaks, complex background electrolyte composition is usu-
ally needed for separation, which may compromise the
robustness of the method [11, 12, 17]. In order to avoid this
problem, a fluorogenic reagent NBD-F offering rapid and
efficient labeling reaction while providing relatively stable
fluorescent products excitable at 488 nm line of argon-ion
laser was applied. Optimization of the reaction conditions
for amino acid labeling with NBD-F has been described in
our previous papers [13, 15].

Recently, we have demonstrated rapid and highly selec-
tive CE-LIF method for determination of Asp and Glu using
reverse-polarity analysis mode in polyacrylamide-coated
capillary [13]. Under alkaline conditions, NBD-labeled
Asp and Glu possess two negatively charged carboxylate
groups, thus in the absence of strong EOF, they migrate
ahead of other amino acids, biogenic amines, and reagent
peaks towards the anode. Because of the high selectivity,
similar starting conditions were chosen in the present meth-
od development for simultaneous enantioseparation of Asp
and Glu. Cysteic acid was used as an internal standard, as it
also possesses two negative charges, thus similar migration
characteristics to the analytes of interest. During the method
development, amino acid standards were dissolved in ACSF
to mimic the ionic composition of the real biological
samples.

Optimization of the chiral separation

In the last few years, vast variety of cyclodextrin derivates
has been used to separate amino acid enantiomers [6, 18].
However, the type of the fluorescent derivatization used has
a great impact on chiral resolution as the label may also
participate in the inclusion complex formation. The previ-
ously reported chiral separation conditions thus could hardly
be adopted. There are a few previous studies presenting
simultaneous separation of both aspartate and glutamate
enantiomers in biological samples [9, 11, 12, 19-22], but
none of them used NBD-F as a labeling reagent for LIF
detection. In majority of these methods, a single chiral
selector alone could not provide proper separation; several

further additives such as detergents or organic modifiers had
to be included into the background electrolyte (BGE), or a
composition of multiple chiral selectors had to be used. The
analysis time typically exceeded 15 min [11, 20-22].

Starting the method development, several cyclodextrin
derivatives have been screened. Among native cyclodex-
trins, 3-CD provided slight chiral recognition only for Glu
enantiomers while Asp could be partially separated by y-
CD. The widely used neutral 3-CD derivatives were next
tested. HP-3-CD and DM-3-CD did not provide any real
improvement compared with (3-CD, as only separation of
Glu could be achieved without any resolution of Asp enan-
tiomers. In case of DM-3-CD, however, a higher strength of
interaction with Glu compared with Asp could be observed,
indicated by the increasing difference in their migration
times as the concentration of the chiral selector was in-
creased (Fig. 1). The effect of RM-3-CD either on the chiral
recognition or on the migration time differences was inferior
compared with DM-3-CD.

When neutral cyclodextrin derivatives are not successful
for enantioseparation of ionic analytes, selectors with oppo-
site charge often provide better chiral recognition likely due
to the stronger host—guest interaction [23, 24]. While anion-
ic cyclodextrins have been well established for separation of
amine analytes [23, 25, 26], the amine-modified cyclodex-
trins have also been introduced for the enantioseparation of
anionic compounds [27]. In the present study, we tested a
novel single-isomer amino modified cyclodextrin derivative
HPA-3-CD [28] for the separation of the NBD-labeled
anionic amino acid analytes. The selector has been found
appropriate for the enantioseparation of both Asp and Glu at

30 4
a
20 4
b Ji L
2
1
4
c M
8 o 10

Time (min)

Fluorescence (RFU)

Fig. 1 Effect of DM-3-CD concentration on the separation of a
standard solution containing 2 uM D-aspartate (peak 2), 1 uM L-
aspartate (peak 2), 2 pM D-glutamate (peak 3), 1 uM L-glutamate
(peak 4), and IS (peak 1) derivatized with NBD-F. BGE: 100 mM
borate pH8.0 containing 10 mM (a), 25 mM (b), 50 mM (¢) DM-f3-
CD; voltage: —24 kV; temperature: 25 °C; capillary: 50/60 cmx75 um
i.d. polyacrylamide-coated fused silica
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a relatively low concentration. Besides the selector concen-
tration, the effect of buffer pH (between 7.0 and 9.0) on the
separation has also been studied, since separation pH has a
great influence not only on electromigration but also on
enantiorecognition, which can be ionoselective, non-
ionoselective, or duoselective [29, 30]. At lower pH, in-
crease in the migration times of Asp and Glu enantiomers
indicated the formation of more stable complexes between
the guest and the host molecules, likely due to the more
pronounced ionic interaction; however, at the same time, the
chiral recognition was lost. At higher pH, the enantiosepa-
ration of both analytes was achieved, but the peaks became
broader, and co-migration of L-Asp and D-Glu were ob-
served at and above pHS8.5 (data not shown). BGE, pHS.0,
was thus chosen to use in the further optimization studies.
Increasing the HPA-(3-CD concentration in the BGE im-
proved the chiral resolution; however, the chemical selectivity
was impaired, as L-Asp and D-Glu tended to co-migrate
(Fig. 2). Although 3 mM HPA-3-CD provided baseline sep-
aration for enantiomers of both amino acids, further improve-
ment of selectivity was needed in order to gain proper
resolution even in the presence of the expected large excess
of L-enantiomers in the biological samples. Various additives
such as organic solvents or detergents are usually used to
improve separation selectivity [31, 32]; furthermore, in case
of enantioseparation, dual selector systems can also be applied
[33-36]. The main advantage of this latter approach is the
more predictable effect on migration properties of the various
analytes. When two selectors are present in the system, they
compete for complex formation, resulting in combined enan-
tiorecognition that can either improve or impair the chiral
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Fig. 2 Effect of HPA-3-CD concentration on the separation of a
standard solution containing 2 M D-aspartate (peak 2), 1 uML-aspar-
tate (peak 3), 2 UM D-glutamate (peak 4), 1 pML-glutamate (peak 5),
and IS (peak 1) derivatized with NBD-F. BGE: 100 mM borate pH8.0
containing 2 mM (a), 3 mM (b), 4 mM (c¢), 5 mM (d) HPA-3-CD;
voltage: —24 kV; temperature: 25 °C; capillary: 50/60 cmx75 pm i.d.
polyacrylamide-coated fused silica
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separation, depending on their affinity pattern and effect on
analyte mobility [37]. The second selector could also be used
only to adjust chemical selectivity of the system without great
impact on chiral recognition [33, 36, 38].

As during the cyclodextrin screening, DM-3-CD was
found to increase the migration time of Asp and Glu in a
rather different extent, it seemed to be appropriate for adjust-
ment of the chemical selectivity. Various combinations of
HPA-$3-CD and DM-3-CD were tried as shown in Fig. 3.
Three millimolar HPA-3-CD was combined with 5-10 mM
DM-3-CD. As it was expected, DM-3-CD provided more
extensive retardation effect on the migration of glutamate
enantiomers, resulting in better separation of L-Asp from D-
Glu. However, at the same time, the enantioresolution of Asp
was impaired, because of the competitive complex formation
of the two selectors (Fig. 3b—c). This problem could be over-
come by increasing the concentration of HPA-3-CD at a cost
of a longer analysis time (Fig. 3d—¢). A mixture containing an
intermediate concentration of both selectors, 5 mM HPA-[3-
CD and 8 mM DM-3-CD (Fig. 3f), was thus chosen as a
compromise. The total analysis time was less than 10 min,
providing faster separation than the majority of the previously
reported methods [11, 21, 22] and is reasonable even in case of
large number of samples to be analyzed.

Method validation

After setting the optimized separation conditions, the meth-
od was validated. Previous literature data indicate about one
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Fig. 3 Effect of concentrations of HPA-3-CD and DM-f3-CD in a
mixture on the separation of a standard solution containing 2 uM D-
aspartate (peak 2), 1 pM L-aspartate (peak 3), 2 pM D-glutamate (peak
4), 1 uM L-glutamate (peak 5), and IS (peak 1) derivatized with NBD-
F. The 100 mM borate pH8.0 containing 3 mM HPA-3-CD (a) and
mixture of 3+5 mM (b), 3+10 mM (¢), 5+10 mM (d), 6+10 mM (e),
and 5+8 mM (f) HPA-3-CD and DM-(3-CD, respectively; voltage:
—24 kV; temperature: 25 °C; capillary: 50/60 cmx75 pm i.d.
polyacrylamide-coated fused silica
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to two orders of magnitude lower concentration of D-Asp
compared with its L-isomer in various biological samples
[39]. As in our preliminary studies, we have found about 50-
fold concentration difference of D- and L-Asp; this ratio of
enantiomers was kept throughout the entire validation process.
Six-point calibration curves were prepared at concentrations
ranging from 0.05 to 1 pM for D-enantiomers and from 2.5 to
50 uM for L-enantiomers. The concentration of the internal
standard in the samples was 1 uM. By using 1/x weighted
linear regression, R* values better than 0.995 confirmed the
linear relationship between peak area ratios and concentration
values. In order to determine the precision and accuracy of the
elaborated method, three sets of QC samples were assayed as
it is given in the “Materials and methods” section. All valida-
tion data were within the acceptable range (Table 1). LOQ for
both D-amino acids was 0.05 uM, which is the lowest quan-
tification limit reported so far for their NBD-tagged deriva-
tives obtained by validated CE-LIF method. The LOD was
found to be 17 and 9 nM for D-Asp and D-Glu, respectively.
Sample stability under various conditions was also investigat-
ed. The samples standing in the autosampler garage of the
electrophoresis device were stable for at least 1 h. Samples
stored in sealed vials at 4 °C were found stable for at least
24 h, while the frozen samples at —20 °C were stable for at
least 2 days.

Biological application

The applicability of the method was tested by analyzing
samples from various brain regions of 1-day-old domestic
chickens. A typical electropherogram of brain tissue sample
is shown in Fig. 4. The peak corresponding to D-Asp was
confirmed by its migration time and by spiking with known
amount of standard. The concentration of D-Asp found in
extracts from different areas of chicken brain ranged from

Table 1 Accuracy and precision data of determination of aspartate and
glutamate enantiomers

Concentration (uM) Intra-day (%) Inter-day (%)

D-Asp 0.05 104+17.2 97+14.7
0.5 106+2.4 101£8.3
1.0 107+11.5 97+46.8

D-Glu 0.05 89+15.3 94+14.3
0.5 107+10.3 103+7.4
1.0 107+4.0 96+7.1
L-Asp 2.5 94+13.9 90+5.8
25 106+9.8 103+£4.9

50 112+12.7 106£11.9
L-Glu 2.5 107+4.3 97+3.7
25 106+7.0 103£6.7
50 114+8.7 99+7.9
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Fig. 4 Typical electropherogram of chicken brain tissue sample deriv-
atized with NBD-F. Peaks: IS (1), D-aspartate (2), L-aspartate (3), and
L-glutamate (4). BGE: 100 mM borate pHS8.0 containing 5 mM HPA-
3-CD and 8 mM DM-$3-CD; voltage: —24 kV; temperature: 25 °C;
capillary: 50/60 cmx75 pum i.d. polyacrylamide-coated fused silica

0.17 to 0.45 uM corresponding to 17 to 45 nmol/g wet
tissue concentrations, while D-Glu was not detected in these
samples. The D-enantiomer represented 1-2 % of the total
aspartate content in all the studied brain areas. This ratio is
in line with data reported previously for the brain of adult
chicken and other animals [2, 39]. The concentration of L-
Glu in the brain samples exceeded the highest concentration
measured during calibration. If its quantitative determina-
tion is needed, higher dilution of the samples should be
used. However, the accurate determination of aspartate
enantiomers is achievable in one single run.

Conclusion

A rapid and highly selective method has been developed for
the analysis of D-Asp and D-Glu in brain tissue samples.
Dual cyclodextrin system containing HPA-{3-CD and DM-
3-CD was applied for simultaneous chiral separation of
NBD-derivatives of the excitatory amino acids. During the
method development and validation 50-fold L-to-D ratio of
the analytes was applied. To best of our knowledge, this is
the first validated CE-LIF method capable of simultaneous
quantification of aspartate and glutamate enantiomers in
brain tissue samples using NBD-F as labeling reagent. Our
method can serve as a valuable tool for studying brain level
and function of D-Asp.
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