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Bevezetés

BEVEZETES

Az idegrendszer elemi egysége a neuron, amely elektromos jeleket hasznal a sejtek
kozotti kommunikacidoban. Az interneurondlis kommunikéacié specidlis sejt-sejt kozotti
kapcsolatokon, a szinapszisokon keresztiil valosul meg. Az emlésok idegrendszerében az
informacidatadas kémiai szinapszisok révén jatszodik le. Inger hatasdra a preszinaptikus
neuron ingeriiletatvivé anyagokat szabadit fel, amelyek a posztszinaptikus membran integrans
fehérjéi, a receptorok kozvetitésével valtjak ki a sejtvalaszt a posztszinaptikus neuronban.

A kémiai transzmisszié soran a klasszikus neurotranszmitterek mellett (acetilkolin,
katekolaminok) aminosavak, peptidek, a gaz halmazallapoti nitrogén-monoxid (NO) és a
szén-monoxid (CO) is részt vehetnek a sejtek kozti informacidatvitelben. Az emldsok
kozponti idegrendszerében az aminosav tipusu transzmitterek jatszak a legfontosabb szerepet.
A célsejtekre gyakorolt hatdsuk alapjan serkenték ¢és gatlok lehetnek. Serkentd
transzmitterként a glutaminsav és az aszparaginsav, a legfobb gatloként a y-aminovajsav
(GABA) miikddik. A glicin az agytorzsben €s a gerincveloben a GABA-hoz hasonldan gatlo
mediator, azonban a kozponti idegrendszer mas, filogenetikailag fiatal agyrégidiban a

glutaminsav hatdsat potencirozva serkent6 funkciot tolt be.

Aminosaverg receptorok a kozponti idegrendszerben

Az idegvégzddésekbdl felszabaduld glutamat és aszpartat pre- és posztszinaptikus
hatasait a plazmamembranok integrans részét képezO ionotrop €s metabotrop receptorok
kozvetitik, amelyek szama ¢és affinitdsa agyteriiletenként és sejttipusonként mas és mas.
Farmakoloégiai, elektrofiziologiai és molekularbiologiai eredmények alapjan mindkét tipusa
receptorcsalad tovabbi altipusokra oszthaté fel. Az ionotrop receptorcsaladba tartoznak a
specifikus ligandjaikrol elnevezett N-metil-D-aszpartadt- (NMDA), a kainat- (KA) és az a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionat- (AMPA) receptorok, melyek aktivalasa a
receptor-ionofor-csatornan keresztiil tobbnyire depolarizaciot és helyi membranpotencial-
valtozasokat okoz. A receptorfehérjék intracellularis doménjén keresztiil, a citoplazmatikus
fehérjékkel kolcsonhatva szdmos jelatviteli mechanizmust indithatnak el. A metabotrop
receptorok az intracellularis G-proteinekhez kapcsoltan az inozitolfoszfat, a cAMP és mas
intracellularis hirvivd molekulakon keresztiil lassubb, de hosszabban tarté valtozasokat

generalnak a posztszinaptikus sejtekben.
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A glutamaterg neurotranszmisszié szerepe az idegrendszerben

Szamos kozponti idegrendszeri idegpalya ingeriiletatvivdé anyaga a glutaminsav vagy az
aszparaginsav, igy pl. a cortico-striatalis, a felszallo spinocerebellaris, az entorhinal-
hippocampalis, valamint a corticalis, hippocampalis palydk a kiilonbdz6 hypothalamicus,
thalamicus, agytorzsi duacokhoz. Mai ismereteink alapjan a serkentd glutamaterg
transzmisszio az emlésok idegrendszerében szerepet jatszik az ideg- és a gliasejtek
differencialodasaban és novekedésében, az interneuronalis kapcsolatok kialakitasaban, az érz6
informaciok  feldolgozasdban, az agy ¢éber dallapotanak  fenntartdsdban, a
mozgaskoordinacidoban, a megismerési, a tanulasi és a memoria-folyamatokban, valamint az
érzelmi reakciokban, mint pl. a szorongas vagy a stressz. A fentiek alapjan nyilvanvalo tehat,
hogy a glutamaterg transzmisszioban bekdvetkezO koros elvaltozas az életfunkciok és a
magasabbrendl idegtevékenység zavarat idézik eld. Az idegsejtek aktivitasat a transzmitterek
altal létrehozott ingerld ¢és gatld hatasok ereddje hatarozza meg. Az ingerlés-gatlas
egyensulyanak tartds felboruldsa koros allapotokhoz és végiil sejtpusztulashoz is vezethet. Az
glutamaterg végkésziilékek és neuronok tulzott aktivalasaval excitotoxikussa valhat (pl. akut
agyi iszkémias és hipoglikémids allapotokban). Szintén szerepet tulajdonitanak a glutamatnak
a kronikus neurodegenerativ korképek, igy az epilepszia, a skizofrénia, a Parkinson-kor, az
Alzheimer-kor, a Huntington-betegség, az olivo-pontocerebelldris atrofia és az amiotrofids

lateralszklerozis (ALS) patogenezisében is.

A glutamaterg transzmissziot szabalyozo vegyiiletek

A nitrogén-monoxid

Az NO olyan atipikus neuromodulator/neurotranszmitter molekula, amely hatasat nem a
szokasos transzmisszios folyamat révén fejti ki. Nem szinaptikus vezikulakban tarolddik és
szallitédik, hanem diffazidval jut el a képz6dés helyérdl a hatas helyéhez €s €letideje nagyon
rovid. Az idegsejtekben a nitrogén-monoxid-szintdz (neurondlis NOS, nNOS) segitségével
képzodik L-argininb6l. Az NMDA-receptorok aktivalasa fokozott NO-termeléssel jar a
kozponti idegrendszerben. Az nNOS-t tartalmazo idegsejtek magasabb koncentracioban

tartalmaznak NMDA-receptor-alegységeket, mint az azonos agyteriileten a NOS-t nem

crer
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az NMDA-receptorok kozelében helyezkedik el. Mindezek az NMDA-receptor és az nNOS
szoros funkcionalis kapcsolatat timasztjak ala.

Az NO hatdsmechanizmusa nagyon Osszetett, nincs specifikus receptora, hatdsat
tobbnyire a guanilat ciklazon keresztiil fejti ki, de a molekula oxidacios allapotatol
[nitrozéniumion (NO"), illetve nitroxilion (NO")] fiiggden transznitrozilaciés, illetve toxikus
reakciokban vehet részt. Az NO kiilonboz6 szabadgyokokkel reagalva reaktiv intermediereket
hozhat létre, és toxikussa valhat. Modosithatja a neurotranszmisszié szinte valamennyi
Iépését; a transzmitterek felszabadulasat, visszavételét. Befolyasolhatja a szinapszisok
kialakulasat, funkcionalis meger6sitését, a szinaptikus plaszticitast, az agy fejlodését. Részt
vehet a tanuldsi folyamatok alapjaul szolgdlé hosszitava megerdsitd (LTP) és gatlo
folyamatokban (LTD), a szoveti karosodast kiséré hosszantarté fajdalom fenntartasaban. A
nitrozilacios folyamatok révén moddosithatja a fehérjék funkcigjat, pl. a redox modulacios
helyeken keresztiil az NMDA-receptorok aktivitasat, de a nitrozoglutation képzddésében is

szerepet jatszik.

A glutation

A glutamaterg ingeriiletatvitel szabalyozasaban az NO és az aminosavak mellett mas,
pl. kis molekulatomegii peptidek is részt vesznek. Szdmos neuroaktiv aminosavat tartalmazo
endogén di- és tripeptidet izolaltak az agyszovetbol. Ezek a peptid-mediatorok ugyanazon
neuronban gyakran a klasszikus transzmitterekkel egyiitt, de mas-mas tipusu vezikuldkban
talalhatok meg. Depolarizacid soran felszabadult peptid kotranszmitterek a klasszikus
transzmitterek hatasat erdsithetik a célsejten.

Az endogén tripeptid y-glutamil-ciszteinil-glicin (GSH) filogenetikailag az egyik
leg6sibb peptid, amely szinte minden sejtben megtalalhatd. Szoveti koncentracidja 1-4 mM,
aminek 95%-a redukalt formaban van jelen a kozponti idegrendszerben. A GSH az 6t felépitd
aminosavakbol a y-glutamil ciklusban szintetizalodik. A tripeptid szintézisét a -
glutamilcisztein-szintetdz ¢és a glutation-szintetdz katalizalja. A glutation lebontasat
aminosavakkd szintén e ciklus enzime, a y-glutamil-transzferdz (y-GT) végzi. A GSH mint
antioxidans szabadgyokokkel reagalhat, és védi a sejtet a radioaktiv- és az UV-sugarzastol,
valamint az oxidativ stressz okozta karosodasoktol. A GSH szamos enzim kofaktora vagy
szubsztratja. A glutation-S-transzferaz (GST) altal katalizalt konjugécios reakciokban

xenobiotikumokhoz kotddve eldsegiti azok eltavolitasat a szervezetbdl. Szabdlyozza a
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sejtciklust, valamint a sejtmetabolizmust. Mindezek mellett a GSH-t felépité harom aminosav
mindegyike neuroaktiv. A peptid neuronbdl és asztorcitabol is felszabadulhat, igy

neuromodulator és neurotranszmitter szerepet is betolthet a kdzponti idegrendszerben.
A glutation neuromoduldtor szerepe

A GSH a glutamaterg receptorok agonista €s antagonista ligandum kotdhelyeivel is
kolcsonhat. Mivel maga a GSH ¢s S-alkil szarmazékai egyarant hatasosan gatoljak a
glutamat-receptor ligandumok kotodését, ezért feltehetd, hogy y-glutamil oldallancanak van
kitiintetett szerepe a peptid-receptor interakcioban. Funkciondlis tesztek alapjan a GSH
koncentracidjatol fliggden agonista, illetve antagonista szerepet is betolthet. Szovetkultiraban
pl. az NMDA-val kivaltott neuronalis Ca**-aramot bifazisos médon befolyasolja. Mikromoélos
koncentracioban csokkenti, millimélos koncentraciéban pedig fokozza azt. E két ellentétes
hatas azaltal johet 1étre, hogy a peptid csokkenti az NMDA-receptor agonista ligandumok
kotodését, magasabb koncentracioban viszont a receptor funkciondlis tiolcsoportjainak
redukalisa révén fokozhatja a Ca**-felvételt. A nem-NMDA-receptorok koziil a GSH
nagyobb affinitdssal kotédik az AMPA-, mint a kainatreceptorokhoz. A specifikus
ligandumok receptorkotdédésének kinetikai analizise arra utal, hogy a peptid az aminosav
oldallancok révén allosztérikusan is modosithatja a receptorok miikodését. Befolyasolja a
glutamat felszabadulasat és felvételét is, igy a peptid neuromodulator szerepet tolthet be a

serkent6 glutamaterg neurotranszmisszid szabalyozasaban.
A GSH lehetséges neurotranszmitter szerepe

A GSH agyszovetszeleten Na'-fiiggd depolarizaciot valt ki, amit sem az NMDA-, sem
pedig a nem-NMDA receptor ligandumok, antagonistdk nem befolyasolnak. Mindez arra utal,
hogy a peptid olyan receptor(ok)on keresztiil fejti ki e hatasat, amely(ek) nem azonos(ak) az
eddig ismert egyetlen ionotrop glutamatreceptorral sem. Mindemellett tricialt GSH-val
végzett receptorkdtddési eredmények is arra utalnak, hogy a GSH nemcsak a
glutamatreceptorokkal képes kolcsonhatasba 1épni. Ennek bizonyitasa azonban tovabbi

vizsgalatokat igényel.
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A nitrozoglutation

Az NO mint neurotranszmitter vagy neuromoduldtor a képzddés helyérdl a
koncentraciégradiensnek megfeleloen konnyen diffundél a sejtmembranon keresztiil. Az NO
kozvetleniil reakcioba Iéphet fehérjék és peptidek cisztein-oldallancaval, a vas-hemmel, a
szuperoxid anionnal és az oxigénnel. Mivel féléletideje nagyon rovid, gyorsan inaktivalodik.
Ezért mar korabban feltételezték, hogy az NO hatdsédnak kifejtéséhez olyan intermedier
sziikséges, ami meghosszabbitja az NO ¢letidejét €s azt a célsejtekhez szallitja. Valoszinlileg
a sejtekben ezt a funkciot a nitrozotiolok latjak el. Az NO kotott formaban legnagyobb
mennyiségben nitrozotiolok, féleg S-nitrozoprotein és nitrozoglutation (GSNO) formajaban
van jelen. Mivel az ideg- és gliasejtek GSH-koncentracioja magas, ezért az NO ezekben a
sejtekben is nagy eséllyel reagalhat GSH-val. Bizonyitott, hogy a kozponti idegrendszerben is
képzodik GSNO, igy az NMDA-receptor aktivaciojat kovetden extra- és intracellularisan is
képzédhet GSNO. Feltételezziik, hogy a GSNO a GSH-hoz hasonléan felszabadulhat
idegsejtekbdl, illetve az extracellularisan képzddott GSNO kozvetleniil kapcsolddhat

extracellularis fehérjékhez, igy a glutamatreceptorokhoz is.

A cisztein

A cisztein a fehérjék és szamos bioldgiailag aktiv endogén peptid épitdeleme, és
prekurzora a glutationnak is. Inorganikus szulfatot szolgéltat a detoxifikacids reakciokhoz.
Szadmos irodalmi adat azt tdmasztja ald, hogy a cisztein neuroaktiv aminosav. A cisztein
agyszovetbdl depolarizacioval Ca*'-fliggd modon felszabadul, és neuronokon NMDA-szerii
hatassal rendelkezik. Magasabb koncentraciéban azonban in vitro és in vivo neurotoxikus. Az
L-cisztein agyi iszkémiaban nagy mennyiségben foleg a gliabol keriilhet az extracellularis
térbe, a glutation felszabadulasat és hidrolizisét kdvetden. Ilyen esetben a cisztein viszonylag
nagy agyteriileteken gyorsan kialakulo idegsejt-karosodast hozhat 1étre. Neurotoxikus hatasat
feltehetéen az NMDA-receptorokon fejti ki. Excitotoxikus hatdsa miatt fontos szerepe lehet
neurologiai koérképek patogenezisében (amiotrofias lateralszklerdzis (ALS), Parkinson- és
Alzheimer-kor, Hallervorden-Spatz-betegség, hipoxias, iszkémids sériilések). Az azonban
nem ismeretes, hogy milyen mértékben vesz részt ezeknek a betegségeknek a kialakulasaban,

tovabba idegsejt-karositd hatasanak pontos mechanizmusa sem.
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CELKITUZESEK

A GSH Aaltalanos szabadgyok-fogd molekula, szamos redox reakcioban és detoxifikald
mechanizmuban vesz részt, amelyek révén fontos sejtvédd funkcioval rendelkezik. A
kozponti idegrendszerben az ionotrop glutamaterg receptorokkal kolcsonhatva az
intercellularis jelatvitel modositdsdval szamos élettani folyamatot moduldlhat. A GSH
reagalhat a rovid életidejli, gdz halmazallapotu neuromodulator/neurotranszmitter NO-val, és
glutation-nitrozotiol (GSNO) képzddhet, igy befolyasolhatja a glutamaterg transzmissziot is.
Ehhez azonban bizonyitani kell, hogy a GSNO kolcsonhat a glutamatreceptorokkal.
Elektrofiziologiai és biokémiai adatok arra is rdmutatnak, hogy a GSH nemcsak a
glutamatreceptorokkal képes kolcsonhatni, hanem mas, talan sajat receptoran keresztiil is
befolyasolhatja az idegsejtek mitkddését. Nincs azonban megnyugtatdan bizonyitva a GSH-
receptor 1étezése. Nem ismert a feltételezett glutationreceptorok szerkezete és mitkodése sem.
Nincs kelldéen karakterizalva a receptorfehérje és a GSH-ligandum kolcsonhatasa. Az sem
tisztazott, hogy a GSH-t alkotd cisztein hogyan és miért fejt ki toxikus hatast a kdzponti

idegrendszerben.

Ezért az alabbi kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:

1. Szerepet jatszhat-e a GSH és az NO reakcioja soran keletkezé endogén
nitrozoglutation az ionotrop glutamatreceptorok szabalyozasaban?

2. Jelen vannak-e a feltételezett GSH kotéhelyek az agykérgi szinaptikus
plazmamembrdnban és azok hogyan jellemezhetok?

3. Kélcsonhatnak-e az ionotrop és metabotrop glutamatreceptorok ligandumai a
feltételezett glutationreceptorral?

4. Kélesonhat-e a GSNO a feltételezett glutationreceptorokkal?

5. A GSH-molekulaban talalhato aminosavak koziil melyik/ek jatszik/anak szerepet a
peptid és a receptor kélcsénhatasaban?

6. A receptorfehérje mely aminosav-oldallancai vesznek részt a receptor és a peptid
kélcsonhatdasaban?

7. Hogyan befolyasolja a glutation e sajat feltételezett receptoraihoz valo kotodését a
membranproteinek ciszteinil-oldallancainak redox allapota?

8. Mikent fejti ki az L-cisztein idegsejt-karosito hatasat?
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a.) Befolydsolja-e az ionotrop glutamdtreceptorok aktivalasaval kivaltott neurondlis
valaszt?
b.) A cisztein tiolcsoportianak redukalo és féemionokat komplexalo sajatsiaga szerepet

Jjatszik-e az ionotrop glutamatreceptorok altal kézvetitett neurotoxicitasban?
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A FELHASZNALT MODSZEREK

Preparativ eljarasok

A kotodésvizsgalatokban felhasznalt szinaptikus plazmamembran preparaldsdhoz
vagohidi sertések agykérgét hasznaltuk fel. A Ca®"-felvétel vizsgalathoz és az intracelluléris
Ca’’-szint méréséhez kisagyi szemcsesejteket 7 napos Wistar patkanyok agyabol
tenyésztettiink.

Az agyhomogenizatumbo6l durva szinaptikus plazmamembrant (P2) preparaltunk. A
posztszinaptikus ~ plazmamembran  eléallitasdhoz  szacharoz-gradiens  centrifugalast
hasznaltunk.

A szinaptikus plazmamembran oldallancain kémiai modositast végeztiink. A ciszteinil-
oldallancokat 5’5-dithio-nitrobenzoesavval (DTNB), 4,4-dithiodipiridinnel (DDP), N-
etilmaleimiddel (NEM) ¢és fenil-izotiocianattal (PITC) modositottuk. A diszulfidhidak
redukélasahoz dithiotreitolt (DTT) hasznaltunk.

A szinaptikus plazmamembranok arginil-oldallancainak  kémiai modositasa
fenilglioxallal (PGO) tortént.

A glutamil- ¢és aszpartil-oldallancok  modositasat  etil-dimetil-aminopropil-

karbodimiddel (EDC) végeztiik.

Vizsgalé modszerek

Kotodésvizsgalatok

A kotodésvizsgalatokban a receptor-ionofor €s a specifikus ligandumok kolcsonhatasat
vizsgaljuk. A vizsgalatokban egy adott triciummal jelolt specifikus ligandum kotodését
befolyasoljuk kiilonb6z6 anyagokkal. A kotddési eredményekbdl elsdsorban azt tudjuk
megallapitani, hogy az illetd vegyiilet liganduma-e a receptornak. Bizonyos kisérletekben
ezenkiviil azt is meg tudjuk hatidrozni, hogy a kérdéses vegyiilet milyen hatdsossaggal
aktivalja vagy gatolja a receptorok mitkodését, illetve hogy allosztérikus gatlast vagy
serkentést hoz-e létre. Megfelelden tervezett vizsgalatokkal az esetleges gatlas kompetitiv

vagy nemkompetitiv jellegére is kovetkeztethetiink.
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A kotédésvizsgalatokat sertés kortex szinaptikus plazmamembran-frakcion végeztiik.
Annak megallapitasara, hogy a GSNO koélcsonhat-e a glutamat-receptorokkal, a GSNO ezen
receptorok specifikus ligandumainak ([3H]glutamé1t, [*Hlkainat, [‘H]fluorowillardiin,
[*H]CPP, [3H]dizocilpin) kotédésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

A GSH feltételezett receptoranak kimutatasara és jellemzésére a glutamat,
glutamatszarmazékok, glutamatreceptor-ligandumok, a cisztein, ciszteinszarmazékok,
szulthidril vegyiiletek, dipeptidek, GSH-anal6gok és gatld transzmitterek hatasat teszteltiik a
[*H]glutation kotédésén.

A Ca*'-felvétel vizsgalata és az intracellularis Ca**-szint mérése
Az L-cisztein hatisat a glutamattal és az NMDA-val kivaltott neuronalis Ca®'-
bearamlasra kisagyi szemcsesejtek tenyészetén radioaktiv *Ca" segitségével mutattuk ki.

A glutamattal és az NMDA-val kivaltott intracellularis Ca®"-szint L-cisztein altal

l1étrehozott valtozasdnak mérését fura-2-acetoxi-metil-észtert felhasznalasaval végeztiik.
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EREDMENYEK

A nitrozoglutation kolcsonhatasa az ionotrop glutamat-receptorokkal

1., A GSNO leszoritotta kdtohelyeirél az ionotrop receptor specifikus, radioaktivan jelolt
ligandumait, a [*H]glutamatot, a [*H]kainatot és a ["H]CPP-t.

2., A GSNO gatl6 hatasa kompetitiv jellegii volt a [*H]kainat és a ["H]JCPP kotddésén.

3., A GSNO koncentraciofiigg6 moddon fokozta az NMDA-receptor nem-kompetitiv
liganduma, a [*H]dizocilpin kot6dését

4., A GSNO y-glutamil oldallancéan keresztiil kotédik a glutamatreceptorokhoz.

A szinaptikus plazmamembran specifikus glutation kotohelyeinek jellemzése

A., A PH]GSH-kotédés jellemzGi

Kimutattuk és jellemeztilk a GSH nagy affinitasu Na'-fliggetlen specifikus kotédését.
Megallapitottuk, hogy a GSH egy nagy affinitasu, kis kapacitasu és egy kis affinitasu, de nagy

kapacitasu receptorpopulacidhoz kotodik.
B., A glutamdtszdrmazékok és a glutamdtreceptor-ligandumok hatdsa [°’H] GSH kétédésére

1., A glutamatszarmazékok koziil gyengén, de szignifikansan gatolta a kotdédést az L-
glutamat, a kinurenat és a piroglutamat.
2., Az NMDA-receptor ligandumai koziil csak a kvinolinat gatolta a kotddést.
3., Az NMDA-receptor glicinkdtohelyén hato vegyiiletek koziil csak a D-szerin gatolta
gyengén a kotodeést.
.. A nem-NMDA-receptorok ligandumai hatastalanok a kotodésre.
5., A metabotrop glutamatreceptor-ligandumok koziil csak az L(+)-2-amino-3-

foszfonopropionat volt hatasos.

C., A cisztein, a ciszteinszdarmazékok és a szulfhidrilvegyiiletek hatdsa a [H]GSH

kotodésére
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Az L-cisztein, az L-ciszteamin, az L-cisztamin és a dithiotreitol gatolta a kotodést.
Az L-homociszteinat és az amino-metan-szulfonat gyengén gatolt.

A tiokinurenat koncentraciofiiggd modon aktivalta a kdtodést.

A dipeptidek és a glutationszdrmazékok hatdsa a [°’H]GSH kotédésére

A y-glutamilcisztein és az L-ciszteinilglicin erds, amig a y-D-glutamilglicin és a y-
glutamil-fenilalanin gyenge gatloszernek bizonyult.

A y-L-glutamil-GABA ¢és a y-L-glutamil-leucin koncentraciofiiggd kotddésfokozodast
okozott.

Az 0sszes GSH-szarmazék hatékonyan gatolta a kotodést, koziililk a GSH és a GSNO
volt a leghatékonyabb.

A glicin- és a GABA-receptorok ligandumainak hatdsa a [FTH]GSH kotédésére

Ezen vegyiiletek GSH-kotodésre gyakorolt hatdsa nem volt kimutathato.

A membranfehérje aminosav-oldallancainak szerepe a glutation kétédésében

A,

A tiolcsoportokat modosito és a diszulfidhidakat redukalo vegyiiletek hatdsa

Az oxidaléo DTNB és DDP koncentraciofiiggd modon, erdsen fokozta a kotddést.

1 mM DTNB-vel valé modositas a kotddés kapacitasat hatszorosara emelte, mikozben a
kotédés affinitasa nem valtozott.

Az irreverzibilisen alkilalo N-etilmaleimid csékkentette a kotodést.

A diszulfidhidakat redukalo DTT koncentraciofiiggd modon csokkentette a kotodést.

Az arginil- és lizil-oldallancok modositasanak hatasa a [f 3H] GSH kotodésére

Az arginil-oldallancok fenilglioxallal val6 modositasa csokkentette a kdtodést.
A fenil-izotiocianat csokkentette a kotodést és N-etilmaleimiddel egyiitt alkalmazva

hatasuk Gsszeadodott.
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Eredmények

C.. A glutamil és aszpartil-oldallancok kémia médositasdanak hatisa a [H]GSH kotédésére

1.,  Ezen oldallancok kémiai modositasa EDC-vel nem befolyasolta a kdtodést.

Az L-cisztein hatasa a glutamaterg neurotranszmissziora

1., Az L-cisztein 6nmagiban koncentraciofiiggd modon fokozta a *°Ca’’-bearamlast
tenyésztett kisagyi szemcsesejtekbe. Szintén koncentraciofiiggd modon potencirozta a
glutamattal és az NMDA-val kivaltott Ca®"-bearamlast.

2., A Ca’-bedramlas teljesen megsziint, ha a sejteket ZnCl-dal elékezeltiik, vagy ha a
ZnCly-ot ciszteinnel egyiitt alkalmaztuk.

3., Az L-cisztein 6nmaga gyengén fokozta a Ca’'-intracellularis szintjét és erdsitette a

glutamat Ca*"-szint-emeld hatasat.
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Osszefoglalds és kovetkeztetések

OSSZEFOGLALAS ES KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy az endogén GSNO kdlcsonhat az ionotrop
glutamatreceptorokkal. Igazoltuk, hogy a GSNO az NMDA- és a kainatreceptor-ligandumok
hatasos leszoritoszere, valamint az altaluk létrehozott kotodésgatlas kompetitiv jellegii.
Eredményeinkb6l arra kovetkeztethetiink, hogy a GSNO a glutamatreceptorokkal
kolcsonhatva kozvetleniil befolyasolhatja azok miikodését. A beldle felszabadulo
nitrozéniumion (NO") és glutationil gyok 4altal a receptorfehérjék nitrozilacidjat és
ionotrop glutamatreceptorok kdlcsonhatasanak tanulmanyozasaval hozzajarultunk a GSNO
neuromodulator szerepének tisztazasahoz.

Igazoltuk, hogy sertés szinaptikus plazmamembran-preparatumban a GSH 0©nallo
kotohellyel rendelkezik, amelynek egy alacsony ¢€s egy magas affinitdsu valtozatat
kiilonitettiik el. Megallapitottuk, hogy a GSH ciszteinil-oldallanca elengedhetetleniil fontos a
molekula sajat kotohelyéhez valdo kotddésében. Eredményeinkkel igazoltuk, hogy ezen
kotohelyek kiillonboznek minden eddig ismert serkent6 vagy gatlé aminosaverg receptortol. A
glutation ezeken a felismerdhelyeken keresztiil mint neurotranszmitter és neuromodulator az
idegi €s a neuroglialis intercellularis kommunikacioban is fontos szerepet jatszhat.

A szinaptikus plazmamembranok oldallancainak kémiai modositasabol kapott
eredmények alapjan feltételezziik, hogy a glutation a membran diszulfidhidjaihoz és szabad
SH-csoportjaihoz kotddik. A ligandum kotésében az arginil- és feltehetden a lizil-oldallancok
is részt vesznek. Ezen oldallancok sokotések kialakitasa révén stabilizalhatjak a glutation és a
membranfehérje kolcsonhatasat. A glutamil- és az aszpartil-oldallancoknak nincs szerepiik a
GSH kotodésében. A GSH specifikus receptorainak kimutatasaval, valamint a receptor és a
ligandum kolesonhatasanak tanulmanyozasaval nagymértékben hozzdjarultunk a GSH
neurotranszmitter szerepének tisztazasahoz.

Kimutattuk, hogy a cisztein fokozza a glutamat és az NMDA-ligandumok altal kivaltott
Ca”"-felvételt neuronokba. Megsziinteti az NMDA -receptorok fesziiltségfiiggd Zn” -blokkjat.
Az L-cisztein 6nmaga gyengén fokozza a Ca®" intracellularis szintjét, de hatvanyozottan
erbsiti a glutamat Ca*'-szint emeld hatdsat. A cisztein neurotoxikus hatasat feltehetéen az
intracellularis Ca*"-homeosztazis felboritasa révén fejti ki a kozponti idegrendszerben. A
cisztein NMDA-receptort modosité hatasanak vizsgalataval hozzajarultunk a ciszteintoxicitas

molekularis hatdsmechanizmusanak tisztazasahoz.
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