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Bevezetés

1. BEVEZETES

Az eml6sok valamennyi egyede rendelkezik azzal a képességgel, hogy a kiilvilagbol és
szervezetének belsé kdrnyezetébol informacidkat vegyen fel, specifikus szoveteiben feldolgozza
¢és azokra ,,célszeri” biologiai valaszokat adjon. E bioldgiai feladatra specifikusan differencialt
szovet, az idegrendszer szolgal, amelynek elemi egysége a neuron. Az idegmiikddés alapvetd
mikodése a reflex. A kornyezet kémiai és fizikai valtozasait (ingereit) a receptorsejtek
érzékelik, és azokra specifikus ingeriileti folyamatot generdlnak a sejtekben. Valamennyi
idegsejt elektromos jelet hasznal, amely sztereotip, fiiggetleniil attdl, hogy érzé informaciot
szallit vagy specifikus agyteriileteket kot 0ssze. Az ingeriilet attevodik mas neuronokra, és végiil
a célsejtekre. Az ingeriilet terjedése sejtkdzotti kapcsolatokon, a szinapszisokon keresztiil
valosul meg. Kémiai-, elektromos és vegyes tipust szinapszisokat ismeriink. Az eml6sok
idegrendszerében az informacioatadas valamennyi szinapszisban kémiai uton, hasonl6 moédon
zajlik. A preszinaptikus neuron kémiai vegyiileteket, transzmittereket szabadit fel, amelyek a
posztszinaptikus sejtek felszinén elhelyezkedd specifikus receptorfehérjékkel kolcsonhatva
valamilyen sejtvalaszt hoznak létre.

A célsejtekre gyakorolt hatasuk alapjan az ingeriiletatvivé anyagok lehetnek serkentdk és
gatlok. A klasszikus transzmitterek -mint az acetilkolin €s a noradrenalin- mellett bizonyitottan
mas biogén aminok, aminosavak és peptidek, st a gazhalmazallapota nitrogén-monoxid (NO)
¢és a szén-monoxid (CO) is szerepet jatszanak az idegsejtek egymads kozotti, valamint a neuronok
és a gliasejtek kozotti informacioatvitelében. Az emldsok kozponti idegrendszerében az
aminosav tipusu transzmitterek jatsszak a legfontosabb szerepet. Serkentd transzmitterként a
glutaminsav és az aszparaginsav, a legfobb gatloként pedig a y-aminovajsav (GABA) miikodik.
A glicin az agytorzsben €s a gerincveldben a GABA-hoz hasonloan gatlé mediator, a kozponti
idegrendszer mas teriiletein viszont a glutaminsav hatasat potencirozva serkenté funkciot tolt be.
Az idegvégzddésekbol felszabaduld glutamat és aszpartat pre- és posztszinaptikus hatasait a
plazmamembranok integrans részét képezd ionotrop ¢és metabotrop receptorok kozvetitik,
amelyek szama ¢€s affinitidsa agyteriiletenként és sejttipusonként mas és mas. Farmakologiai,
elektrofiziologiai €s molekularbiologiai eredmények alapjan mindkét tipust receptorcsalad
tovabbi altipusokra kiilonithetd el. Az ionotrop receptorcsaladba tartoznak a specifikus
ligandumaikrol elnevezett N-metil-D-aszpartat (NMDA), kainat (KA) és a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-izoxazolpropionat (AMPA) receptorok, melyek aktivaldsa tobbnyire depolarizaciot,
helyi membranpotencial-valtozast valt ki, a posztszinaptikus receptorok intracellularis doménjén
keresztiill pedig a citoplazmatikus fehérje-fehérje kolcsonhatasok révén szamos jelatvivo
mechanizmust indithatnak el. A metabotrop receptorok aktivalasa az intracellularis G-
proteineken keresztiil az inozitolfoszfat, a cAMP ¢és mas intracellularis hirvivd molekulak
A GABA az agy valamennyi teriiletén, els6sorban az interneuronokban taldlhatdé meg. Hatasat
farmakologiailag kiilonboz6 receptorokon fejti ki. A GABA-receptorok aktivalasa rendszerint a
neuronok ingerlékenységének csokkenéséhez vezet. A GABAs- és GABAc- receptorok
aktivalasa Cl'-bearamlast és kovetkezményes hiperpolarizaciot hoz létre, ami gatolja az
idegsejtek mitkodését, szedaciot és izomtonus-csdkkenést okoz.

Mai ismereteink alapjan a serkentd glutamaterg transzmisszidé az emldsok
idegrendszerében szerepet jatszik az ideg- és a gliasejtek differencialodasdban és
novekedésében, az interneuronalis kapcsolatok kialakitasaban, az érz6 informaciok
feldolgozasaban, az agy ¢éber allapotanak fenntartasaban, a mozgaskoordinacioban, a
megismerési, a tanulasi és a memoriafolyamatokban, valamint az érzelmi reakciokban, mint
példaul a szorongas és a stressz. A fentiek alapjan nyilvanvald, hogy a glutamaterg
transzmisszioban bekdvetkez6 koros elvaltozasok az életfunkciok és a magasabbrendil
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idegtevékenység zavarat idézhetik eld. Az idegsejtek aktivitdsat a glutaminsav és a GABA altal
létrehozott ingerld és gatlo hatasok ereddje hatarozza meg. Az ingerlés-gatlas egyensulyanak
tartos felborulasa kéros allapotokhoz és végiil sejtpusztulashoz vezet. Allatkisérletek és klinikai
meghaladé emelkedése a glutamaterg végkésziilékek tulzott aktivalasaval excitotoxikussa valhat
(pl. akut agyi iszkémids és hipoglikémiés allapotokban). Szerepet tulajdonitanak a glutamatnak
a kronikus neurodegenerativ korképek, igy az epilepszia, a skizofrénia, a Parkinson-kor, az
Alzheimer-kor, a Huntington-betegség, az olivo-pontocerebellaris atroéfia és az amiotrofias
lateralszklerozis (ALS) patogenezisében is.

Az ¢élettani ¢és a koros folyamatok megismeréséhez, valamint a neuropszichiatriai
betegségek gyogyitasahoz elengedhetetleniil sziikséges az ingeriiletatvivé anyagok szerepének,
molekularis hatdsmechanizmusanak ¢és a kozponti idegrendszeri neurotranszmissziod
szabalyozasanak pontosabb ismerete.

Az elmult évtizedben bizonyossa valt, hogy a viszonylag kis molekulatomegi peptidek
(pl. az endorfinok, a vazointesztinalis peptid (VIP), a neuropeptid Y (NPY), a kolecisztokinin
(CCK)) és a peptid tipusu releasing hormonok is rendelkeznek idegrendszeri szabalyozo
szereppel. Ezek a peptid-mediatorok gyakran a klasszikus transzmitterekkel egytitt, de mas-mas
tipusu vezikuldkban tarolva talalhatok meg ugyanazokban a neuronokban. Depolarizacié soran a
felszabadult  peptidek  kotranszmitterként vagy neuromodulatorként a  klasszikus
transzmitterekkel egyiitt fejthetik ki hatasukat a célsejten, erdsitve vagy éppen gyengitve azok
hatasat. Az utobbi 25-30 évben szamos neuroaktiv aminosavat tartalmazo, viszonylag kis
molekulatomegli, endogén di- és tripeptidet izolaltak az agyszovetbol. Bar szerkezetiiket
felderitették, pontos funkcidjukat napjainkig sem tisztaztak.

A y-glutamil-ciszteinil-glicin (GSH) egy filogenetikusan 6si tripeptid. Az endogén GSH az
¢élovilag szinte valamennyi sejtjében szamos metabolikus funkcidval rendelkezik, igy példaul
redox reakciok kofaktora, antioxidans, részt vesz a xenobiotikumok metabolizmusaban, a
leukotriének szintézisében, a DNS-szintézisben €s hibajavitdé (repair) mechanizmusiban, az
aminosavak, a fémionok membranokon keresztiili és az egyes kotofehérjék kozotti
transzportjaban. A GSH-molekulat alkotd6 aminosavak neuroaktivak, koziilikk a glutamat és a
glicin neurotranszmitter. A cisztein pontos szerepe nem tisztazott, ezért vizsgalni kivantuk az
NMDA-fiiggd Ca’'-bearamlésra és az intracellularis Ca**-szint valtozasara gyakorolt hatasat. A
GSH-t kémiai szerkezete alkalmassa teszi arra, hogy neuromodulatorként ¢és
neurotranszmitterként egyarant muikodhessen. A glutation valoban modositja a glutamaterg
neurotranszmissziot az ionotrop glutamatreceptorokkal vald kolcsonhatdsa révén, valamint a
receptorok szelektiv agonistdival kivaltott neuronalis Ca’’-valasz és a neurotranszmitter-
felszabadulas szabalyozasaval. Irodalmi adatok alapjan bizonyosra vehetd, hogy a GSH képes
megkotni az NO-t is, igy glutation-nitrogén-monoxidként (GSNO) megnédvelheti az NO
¢letidejét, és a keletkezés helyétdl tavolabb elhelyezked6 effektorokhoz is képes eljuttatni azt.
Az NO retrograd neurotranszmitterként modulalja az NMDA-receptorfehérjén keresztiil a
sejtvalaszokat, igy szerepet jatszik a jelatviteli mechanizmusokban. Mivel a GSH és
szarmazékai kolcsonhatnak a glutamatreceptorokkal, ezért azt kivantuk megvizsgalni, hogy a
GSNO is befolyasolja-e a glutamaterg receptorok ligandumainak kotddését. Amennyiben
hatéssal van a kotédésre, gy a GSH-hoz hasonléan a GSNO is neuromodulatorként miikddhet.

Amellett, hogy a GSH kolcsonhatasba 1€p a glutamatreceptorokkal €s ott neuromodulator
szerepet tolt be, receptorkotddési és elektrofiziologiai vizsgalatok alapjan feltételezhetd volt,
hogy mas membranfehérjékkel is kolcsonhatdsba léphet, esetleg ©nalld receptorral is
rendelkezhet a kozponti idegrendszerben. Mivel a GSH megfelel a feltételezett transzmitterekkel
szemben tamasztott szamos koOvetelménynek, azt kivantuk megvizsgalni, hogy valoban
rendelkezik-e a glutamatreceptoroktol eltéro, sajat kotohellyel, amihez kdtddve befolyasolhatja
az ingeriiletatvitelt. Mivel szinaptikus plazmamembranban talaltunk ilyen kétohelyeket, tovabbi
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feladat volt, hogy jellemezzilk a glutation kotodését ezekhez a helyekhez. Ezen beliil
megvizsgaltuk, hogy a GSH-molekuldban, valamint a GSH-t kotd fehérje (fehérjék)
oldallancaban 1évd ciszteinnek szerepe van-e a peptid és a kotéfehérje kolcsonhatasaban. A
cisztein-oldallancok mellett a kotéfehérje kémiai modositasaval mas oldallancok szerepét is
tisztazni kivantuk. Az évtizedek alatt felhalmozodd oridsi mennyiségii informécio ellenére
szamos kozponti idegrendszeri részfolyamat hianyos. Alapkutatas jellegli munkankkal a GSH ¢és
szarmazékai neurotranszmisszioban betdltott szerepét kivantunk pontosabban megismerni.



Irodalmi attekintes

2.  IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A GLUTAMATRECEPTOROK; ALOSZTALYOK ES ALTIPUSOK

Az emldsok idegrendszerében szamos szerkezetileg és farmakologiailag eltérd receptort
azonositottak savas aminosavak szamara. Ezen receptorok kozos endogén liganduma az L-
glutamat ¢és az L-aszpartdit (Collingridge ¢és Lester, 1989; Nakanishi, 1992). A
glutamatreceptorok két nagy csaladja az ionotrop és a metabotrop glutamatreceptorok. Az
ionotrop receptorok a membranok integrans fehérjéi. Tobb alegységbdl épiilnek fel, és
kationokra szelektiv ioncsatornat képeznek. Az ionotrop receptorok N-metil-D-aszpartat
(NMDA), 2-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionat (AMPA) és kainat (KA) receptorokra
oszthatok, amelyek neviiket szintetikus agonistaik utan kaptdk (Monaghan, 1989; Watkins és
mtsai, 1990; Récasens és mtsai, 1992). Az AMPA ¢és a kainatreceptorokat nem-NMDA-
receptorokként is emlegetik. A metabotrop glutamatreceptorok intracellularis GTP-koto
fehérjékhez kapcsolodnak, és a sejtvalaszokat az inozitol-foszfolipid metabolizmusanak (Conn
és Désai, 1991) vagy a ciklikus nukleotidok szintézisének befolyasolasaval hozzak Iétre
(Nakanishi, 1992; Monaghan ¢s Wenthold, 1997).

2.1.1. lonotrop receptorok
2.1.1.1. NMDA-receptorok
2.1.1.1.1. Szerkezet és klonozas

A nativ NMDA-receptorok heterodimer felépitésiick, legalabb kétféle, NMDARI1 és
NMDAR2A-D alegységbdl tevodnek Ossze. Ezeket az alegységeket két géncsalad kddolja (NR1
és NR2A-D), amelyeket egérbol, patkanybol és emberbdl is klonoztak (Moriyoshi €s mtsai,
1991; Tkeda és mtsai, 1992; Kutsuwada és mtsai, 1992; Monyer és mtsai, 1992; Yamazaki és
mtsai, 1992b; Ishii és mtsai, 1993; Le Bourdallés és mtsai, 1994; Hollmann és Heinemann,
1994). Az NMDARI alegység 8 valtozata (1a/b-4a/b) ismert (Hollmann és mtsai, 1993; Zukin
és Bennett, 1995), amelyek fOleg az extracellularis N-terminalis és az intracellularis C-
termindlis aminosavsorrendjében kiilonboznek egymastol. Az NMDAR2A-D alegységeket négy
kiilonb6z6 gén kodolja. Az alegységek kozos tulajdonsaga a hosszu intracellularis C-terminalis
domén. Ezen potencialis foszforilacios helyek talalhatok (Chen és Huang, 1992; Hollmann és
Heinemann, 1994). igy egyes protein-kinazok (pl. a protein kinaz C), valamint a CAM-KII és
egyes foszfatazok (pl. a kalcineurin) részt vesznek a szinaptikus plaszticitas folyamataiban,
példaul a hosszu tavu potencirozasban (LTP) vagy gatlasban (LTD) (Wang és Feng, 1992). Az
ingerlési frekvencia és az ingerléskor intracellularisan jelenlévé Ca** mennyiségének
fliggvényében az NMDA-receptorokon keresztiil bearamlo Ca’"  mindkét folyamatot
megindithatja (Mulkey és Malenka, 1992). A magas posztszinaptikus intracellularis Ca®'-
koncentracio a potencirozast segiti el0, amig az alacsonyabb koncentracid gatlast hoz 1étre. Az
ionotrop glutamatreceptor-alegységek az extracellularis N-termindlis és az intracellularis C-
terminalis mellett harom, a membrant atszeld hidroféb domént (M1, M3, M4) ¢és egy, a
membranban 1évé domént (M2) tartalmaznak (Henley 1994; Hollmann és Heinemann, 1994;
Wo és mtsai, 1995; Hirai és mtsai, 1996; Sutcliffe és mtsai, 1996; Paas, 1998). Az M2 domén
egy, az intracellularis oldalon belépd és a membranon beliil visszahajlo szakasz, amely az
ioncsatorna falat képezi, hasonloan, mint a P szegmens a fesziiltségfiiggd K'- és a ciklikus
nukleotid-vezérelt csatornak esetén (Bennett és Dingledine, 1995; Kuner és mtsai, 1996). Az
extracellularis N-terminalis M1 domént kdzvetleniil megel6z6 szakasza (S1), valamint az M3 és
az M4 domén kozti hurok (S2) tartalmazza a ligandumkotésért felelés oldallancokat (O’Hara és
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mtsai, 1993; Kuusinen és mtsai, 1995; Tygesen és mtsai, 1995; Chen és Gouaux, 1997). Ezeken
a szakaszokon kivalasztott egyes aminosavak célzott, indukalt mutagenezise felfiiggeszti a
ligandumok kotédését (Kuryatov és mtsai, 1994; Hirahi és mtsai, 1996; Laube és mtsai, 1997).

crcr

crcr

jellemz8 Ca®'-szelektivitasért felelés. Az NMDARI alegységben az aszparagin glutaminnal
valé helyettesitése a Ca*'-permeabilitas csokkenésével jar. Viszont ugyanez a helyettesités az
NMDAR? alegységben a Mg*"-blokk megsziinéséhez vezet (Burnashev és mtsai, 1992).
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1. abra. Az ionotrop glutamatreceptor
alegységek transzmembran topologiaja.

2.1.1.1.2. Farmakologia és lokalizdacio

Az NMDA-receptor alegységek olyan receptor-ioncsatorna komplexet képeznek a
membranban, amely Ca’"-ra szelektiv, de kisebb mértékben Na- és K-ionokat is atenged. A
komplexen szdmos kotdhely van.

1., Serkent6 aminosavagonista kotohely az endogén L-glutamat, L-aszpartat, L-homociszteat, L-
ciszteinszulfinat és kvinolinat, valamint a szintetikus NMDA szamara (Collingridge és Lester,
1989; Récasens és mtsai, 1992; Stone, 1993). Ehhez a helyhez kotédnek a kompetitiv
antagonistak is, pl. az L-2-amino-5-foszfonovalerat (APV) és a 3-((RS-karboxipiperazin-4-il)-
propil-1-foszfonat (CPP).

2., Sztrichnin-inszenzitiv glicinko6té koaktivatorhely, ahova a glicin mellett a D-szerin és a D-
alanin is kotodhet. Ez a kotOhely blokkolhatd a glicin-analdg parcidlis agonista 1-hidroxi-3-
amino-2-pirrolidonnal (HA-966), valamint az antagonista kinurenattal, a 7-klorokinurenattal és a
6,8-dinitroquinoxalindionnal (MNQX).

3., A csatornan beliil az intracellularis felszinhez kozel talalhatd egy Mg®"-kétShely, ami az
ioncsatorna fesziiltségfliggd blokkolasaban jatszik szerepet (Nowak és mtsai, 1984).

4., Fenciklidin (PCP) kotohely, amely szintén a csatornaban foglal helyet. Ehhez mas, nem
kompetitiv. NMDA-antagonista disszociativ anesztetikumok is kotédnek, pl. a ketamin, a
dextorfan, a desipramin és az (+5)-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo(a,d)cikloheptén-5,10-imin
hidrogén-maleat (MK-801, dizocilpin). Ezek a vegyiiletek a nyitott csatorndba kotddnek,
jelezvén annak aktivalt allapotat (Anis és mtsai, 1983; Collingridge és Lester, 1989; Lodge és
Johnson, 1990).
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5., Zn*"-kotéhely, amely fesziiltségtdl nem filggé csatornablokkot kdzvetit (Peters és mtsai,
1987).

6., Poliamin kotohelyek, amelyek putreszcint és endogén aktivald hatasu spermint és spermidint
kotnek, valamint a poliamin-antagonista, protektiv hatast ifenprodilt (Ransom és Stec, 1988;
Carter és mtsai, 1989; Williams K. és mtsai, 1989; Lodge és Johnson, 1990).

7., Proton (H") kétdhely, ahova bekotddve a proton a receptor allosztérikus gatlisat hozza létre
(Aizenmann és mtsai, 1989; Yoneda és mtsai, 1994).

A fentieken kivill szamos mas anyag is befolyasolja az NMDA-receptorok miikodését, de
hatasuk pontos helye még ismeretlen. Ilyenek: az etanol (Lovinger és mtsai, 1989, 1990; Buller
¢s mtsai, 1995), a gangliozidok, az inzulin (Liu és mtsai, 1995) és a hisztamin (Vorobjev és
mtsai, 1993). A két utdbbi stimuldlod hatdsu. Mindezeken feliil az NMDA-receptor tobb redox
modulacios hellyel is rendelkezik. Kohr és mtsai (1994) rekombinans NMDA-receptor
alegységeket expresszaltak human embridé vesesejtben (HEK293). Az NR1/NR2 alegységet
DTT-vel redukaltak, és az alegységen két —egy gyors és egy lassu— redox modulaciés helyet
irtak le. A lassti redox modulacidés komponensért két cisztein (cys744 €s cys798) a felelds, amig
a gyors redox modulaciés komponensért az NR2A N-terminalis cys370. Az NR1/NR2B, az
NRI1/NR2C ¢és az NRI/NR2D receptorok csak lassu redox modulédcids helyet tartalmaznak.
Paoletti és mtsai (1997), valamint Choi és mtsai (2000) arra kovetkeztettek, hogy a DTT
potencirozo hatasat nemcsak a gyors redox modulalé komponens redukélasaval fejti ki, hanem a
Zn*" kelalasaval is. A receptor aktivitasat befolyasolhatjak szabad oxigéngyokdk és tiol-redox
agensek, pl. az endogén glutation és a nitrogén-monoxid is (Aizenmann és mtsai, 1989, 1990;
Levy és mtsai, 1990; Sucher és Lipton, 1991; Lipton és mtsai, 1993; Sullivan és mtsai, 1994).

Mint kordbban emlitettem, az NMDA-receptorok miikddését a C-termindlison 1évo
szekvenciak foszforilacdja is szabalyozza (Chen és Huang, 1992; Kutsuwada és mtsai, 1992;
Tingley és mtsai, 1993; Roche és mtsai, 1994).

A receptoron 1évd kiillonbozo kotohelyek egymassal kolcsonhatnak. Az agonista €s a
koagonista kdtohelyek kozott pozitiv kooperacio all fenn, az agonista glutamat és a koagonista
glicin eldsegiti egymas kotodését (Monaghan és mtsai, 1988). A glicin-analog parcialis agonista
HA-966 aktivalja az NMDA-antagonista CPP k&todését (Compton és mtsai, 1990). Ugyanakkor
eléfordul, hogy az egyik kothely antagonistija gatolja egy masik kotdhelyen az agonista
kotodését (Monaghan és mtsai, 1988; Kaplita és Ferkany, 1990; Monahan és mtsai, 1990). A
receptorok heterogenitasa miatt az NMDA-receptorok farmakologidja nagyon bonyolult. Az
egyedfejlodés alatt az NMDA-receptorok kotohelyeinek eloszlasa valtozik, a felnott egyedeknél
mar jelentds helyi eltérést mutatnak. Kiilonboz6 agyrégiokban példaul a CPP-t eltérd affinitassal
kotd helyek talalhatok (van Amsterdam és mtsai, 1992). A glicin-affinitas szintén régionként
valtozik, legnagyobb a kisagyban (Sakurai és mtsai, 1993). A poliamin serkent hatdsa is
teriiletenként valtozik, ami ugyancsak a receptorok heterogén eloszlasara utal (Subramanian és
McGonigle, 1991). A receptornak igy két -—agonista-, illetve antagonista-preferalo—
szubpopulécidja vagy konformacios allapota 1étezhet (Monaghan és mtsai, 1988). Ezek aranya
mas és mas az agy kiilonbozd teriiletein. Xenopus oocitan expresszalt rekombinans NMDA-
receptorokkal végzett elektrofizioldgiai tanulmanyok szerint (Sugihara és mtsai, 1992) az NR2
alegységekbdl allo homomerek inaktivak, viszont az NR1 receptor alegységek funkcionalis
homomerikus csatorndkat alakitanak ki, amelyek nagyon sok tulajdonsagukban hasonlitanak a
nativ NMDA-receptorokra. A receptorok kozott 1ényeges fizioldgiai és farmakologiai eltérések
vannak. Az eltérések oka az NR1 alegység kiilonb6zo NR2 alegységekkel valo kapcsolodasa a
nativ receptorokban. Az NR1 alegység minden NMDA-receptornak alkotéeleme, és az agy
egész teriiletén megtalalhatdo (Meguro és mtsai, 1992; Shigemoto és mtsai, 1992). Az NR2A-D
alegységek eloszlasa viszont jellegzetes képet mutat. Az NR2A alegység elsdsorban az
eléagyban (agykéregben), a hippocampusban és a kisagyban fordul el6, és lokalizacioja
megfelel az antagonista szubpopuldcié lokalizacidjanak (Meguro €s mtsai, 1992; Monyer és
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mtsai, 1992). Az NR2B alegység foleg az eldagyban talalhato meg, az NR2C a kisagyban, mig
az NR2D a koztiagyban ¢és az alacsonyabb agyrégiokban lokalizalodik (Kutsuwada és mtsai,
1992; Meguro és mtsai, 1992; Monyer és mtsai, 1992). Stern és mtsai (1992, 1994)
heteromerikus NMDA-csatornakon végzett kisérletei szerint a csatornak két nagy csoportja
létezik: vannak magas és alacsony konduktanciajii ionoforok. Az NR1/NR2A ¢s az NR1/NR2B
alegységbdl felépiilok képezik a magas, mig az NRI/NR2C és NRI/NR2D alegységekbol
felépiilok az alacsony vezetdképességii csatornakat.

2.1.1.1.3. Az NMDA-receptorok mitkodése

Az NMDA-receptor-ioncsatorna komplex az agonista glutamat és a koaktivator glicin
egylittes hatasanak kovetkeztében aktivalodik. Ha egyidejlileg a membran depolarizalt allapotba
keriil, akkor megsziinik a fesziiltségfiiggd Mg*-blokk, a csatorna kinyilik, és rajta Ca*"-ionok
aramlanak a sejtbe. A bearamlo Ca”" szamos intracellularis folyamatot indit el.

1., Aktivalja a foszfolipaz A2-t (PLA2), ez arachidonsavat hasit le, ami aztan preszinaptikusan
fokozza a glutamat felszabadulasat (Dumuis és mtsai, 1988), és gatolja a glutamat glidba valo
felvételét (Chan és mtsai, 1983). igy a posztszinaptikus Ca*"-bearamlas fokozodik (Miller és
mtsai, 1992).

ami nitrogén-monoxidot szabadit fel. Az NO fokozza a ciklikus-guanozin-3’,5’-monofoszfat
(cGMP) szintézisét a preszinaptikus végkésziilékben, ¢és onnan glutamatot szabadit fel
(Garthwaite és mtsai, 1988).

3., Az ornitin-dekarboxildz aktivacidja poliaminok termelddését eredményezi. Ezek az NMDA-
receptorokon keresztiil tovabbi Ca’"-bedramlast valtanak ki (Porcella és mtsai, 1992).

4., A protein-kinaz C aktivalodik, foszforilélja a receptorfehérjét, és felfiiggeszti annak Mg®'-
blokkjat (Chen és Huang, 1992; Tingley €s mtsai, 1993; Roche és mtsai, 1994).

5., Korai gének expresszalddnak, melyek transzkripcidja szabalyozza a célgén expresszidjat. A
potencialis célgének kozt talalhatok példaul az apoptdzist indukald gének (Chen és mtsai, 1995).

Az emlbésagyban az NMDA-receptorok kozponti szerepet jatszanak a hasznalatfiiggd
szinaptikus plaszticitas kiilonb6z6 formainak létrehozasaban, igy az LTP-ben és az LTD-ben. A
szinaptikus plaszticitast a szinapszisban bekovetkezd funkcionalis és morfologiai valtozasok
hatarozzak meg, amelyek az informaciotarolas és a viselkedés alapjait képezik. Az NMDA-
receptoroktol fiiggd LTP kivaltasaban két egyidejii jel, a preszinaptikus glutamatfelszabadulas
és a posztszinaptikus membran-depolarizacio jatszik szerepet (Malgaroli, 1994; Kullmann és
mtsai, 2000). Az LTP indukalésaban a kulcsesemény a Ca*"akkumulacidja, illetve a Ca**-fliggé
protein-kinazok aktivalasa, amelyek eldsegitik és modulaljak az LTP kialakulasat. Az LTP
a nitrogén-monoxid (Zhuo és mtsai, 1993; Schuman és Madison, 1994), a szén-monoxid
(Stevens és Wang, 1993) és az arachidonsav (Willams és mtsai, 1989). Az NMDA-receptorok
tehat molekularis idokapcsoloknak tekinthet6k (Seeburg, 1993), mert csak az AMPA- és a
jonnek miikodésbe, és ilyenkor kései serkentd posztszinaptikus potencialt (EPSP) generalnak.
Az NMDA-receptorok ezaltal a pre- és posztszinaptikus neuronok szinkron aktivitdsdnak
szenzorai. Az aktivalt NMDA-receptorokon a sejtbe aramlo Ca’" mas ingeriiletatvivé anyagok
felszabadulasat is kivalthatja, példaul az acetilkolinét, a dopaminét (Cai és mtsai, 1991) és a
noradrenalinét (Wang €s mtsai, 1992).
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2.1.1.2. AMPA-receptorok
2.1.1.2.1. Szerkezet és klonozas

Eddigi tudasunk szerint az AMPA-receptorok négy alegysége ismert (GluR1-4 vagy
GIuRA-D). Az alegységeket négy kiilonbozo gén kodolja, ezeket egérbdl, patkanybodl és
emberbdl is klonoztak. A GIluR1 alegység 96-97%-0s, amig a masik harom alegység csak 68-
73%-0s szekvenciahomologiat mutat a harom fajban (Hollmann és Heinemann, 1994).
Kimutattdk, hogy mindegyik alegység a C-termindlishoz kozel tartalmaz egy szakaszt, ami az
AMPA-receptor deszenzitizacidjat szabalyozza. Az alegységek két kiilonbozo elsodleges
szekvenciaval rendelkeznek ezen a szakaszon, ami az mRNS alternativ vagasabol ered. Ezeket
az alegységek flip és flop valtozatinak nevezzilkk (Sommer ¢és mtsai, 1990). A
receptoralegységek aminosavsorrendjének 0Osszehasonlitasabol kideriilt, hogy a GluR2 M2
Valojaban az R (arginin) nem kodolédik a GIluR2 alegység génjében, hanem mRNS
szerkesztéssel az eredeti glutamin argininre cserélodik (Sommer €s mtsai, 1991). Ez maga utan
vonja az ioncsatorna permeabilitisanak megvaltozasat, és megmagyarazza a GluR2 alegység
funkcionalis dominanciajat az AMPA-receptor-csatorna komplexekben (Hume és mtsai, 1991).
A GluR2 alegységet tartalmazé AMPA-receptor-ioncsatorna komplex kevésbé atjarhato Ca®'-
ionok szamara, viszont monovalens, foleg Na'- és K'-ionokra szelektiv (Hollmann és
Heinemann, 1994). Az AMPA-receptorok kapcsolatban allhatnak mas fehérjékkel, bar ezekrol
nagyon keveset tudunk. A rekombindns alegységek funkcionalis receptort alkothatnak,
fliggetleniil attol, hogy ezek homomer vagy heteromer felépitésiick (Hollmann és Heinemann,
1994). Az alegységek az NMDA-receptorokhoz hasonld topoldgiat mutatnak. A membrant
harom transzmembran domén (M1, M3, M4) szeli at, és egy (M2) domén hajtikkanyarszeriien
visszahajlik a membranban. Hasonléoan az NMDA- ¢és kainatreceptorokhoz az AMPA-
receptorok pontos sztochiometridja sem ismert, de az valoszinii, hogy heteromer felépitéstiek, és
négy vagy 0t alegységbdl allnak.

2.1.1.2.2. Farmakologia és lokalizacio

Kiilonboz6 receptoralegységekkel végzett rekombinacids kisérletekben azt talaltdk, hogy
az agonista ligandumok koziil altaldban az AMPA a leghatasosabb, majd az L-glutamat és a
kainat. Az L-glutamat sokkal hatdsosabb a GluRA/B kombinacidoban, mint a GluRB/D-ben
(Stein és mtsai, 1992). Az AMPA-receptorok szelekiv ligandumai egyes AMPA-szdrmazékok
(Krogsgaard-Larsen és mtsai, 1980), a természetes willardiin és szarmazékai (Watkins és mtsai,
1990; Hawkins és mtsai, 1995), valamint a névényi eredetli 3-N-oxalilamino-L-alanin és a 3-N-
metilamino-L-alanin (Gill és Lodge, 1997) is. Ezek mellett a kainatreceptoron is hatdsos domoat
¢és kviszkalat is agonista hatasu. Rekombinacios kisérletekben a kiilonb6z6 alegység-variaciok
nem kiilonboztek a kompetitiv antagonista 6-ciano-7-nitroquinoxalin-2,3-dion (CNQX) gatlo
hatasara nézve, ugyanakkor a szulfamoil(f)quinoxalin (NBQX) esetében némi eltérést
tapasztaltak (Stein €s mtsai, 1992). A 6,7-dinitroquinoxalin-2,3-dion (DNQX) az elobb emlitett
antagonistakkal egyiitt sokkal hatasosabb az AMPA-, mint a kainatreceptorokon. Az AMPA-
receptorok kompetitiv antagonistdja tovabba a racém deka-hidroizoquinolin (LY215490) és
annak aktiv izomerje, az LY293558 is. Az AMPA-receptorok nemkompetitiv antagonistai
bizonyos barbituratok (pl. a metohexiton, a pento- és a fenobarbital) (Gill és Lodge, 1997) és az
agriotoxin, ami a GluR1-, 3- és 4-es alegységre szelektiv. Ez a toxin a nyitott AMPA-receptor-
csatornat fesziiltségfiiggé modon blokkolja (Herlitze és mtsai, 1993). ). Két tovabbi vegyiilet
mutat szelektivitast a kainatreceptorokra, a 2,3-benzodiazepan GYKI 52466 és GYKI 53655
(Tarnawa ¢és mtsai, 1990). Bizonyos poliaminok, mint a Joro pok mérge, szelektiven blokkoljak
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azt a receptorcsatornat, amelyik nem tartalmazza a GluR2 alegységet (Herlitze és mtsai, 1993;
Blaschke ¢és mtsai, 1993). Ez a toxin azon a Q/R/N helyen hat, amelyik a kalcium-
szelektivitasért felels. A toxin a szerkesztett véltozatot (R) nem blokkolja. fgy segithet azon
idegsejtek azonositasaban, amelyek kalciumra atjarhat6 AMPA-receptorokat tartalmaznak. A
GluR1 alegység az intracellularis C-terminalison két helyen foszforilalhat6 a ciklikus adenozin
3’,5’-monofoszfat (cAMP)-fiiggd PKC, és egy helyen a protein-kindz (PKA) altal (Roche és
mtsai, 1996). Ezen helyek foszforilalasaval megvaltozik a receptorcsatorna nyitvatartasi ideje, a
csatornanyitas valoszintisége és az érzékenysége. A receptor mikodéséhez glikolizacios helyek
is hozzajarulnak, amelyek a receptoralegységek Osszeallitasat szabalyozzak, és fenntartjak a
GluR2 ¢és a GluR3 alegységben 6t, amig a GluR1 és a GluR4 alegységben hat potencialisan
glikolizalhat6 hely van (Hullebroeck és Hampson, 1992). A GIluR1-4 receptoralegységek foleg
posztszinaptikusan fordulnak el6 (Petralia és Wenthold, 1992), bar a gerincvelében a GluR1 és a
GluR3 preszinaptikusan is megtalalhato (Ye és Westlund, 1996). A kisagyi szemcsesejtek foleg
GluR2 ¢és GluR4 alegységeket expresszalnak, mig a Bergman-gliasejtek GIuR1 ¢és GluR4
alegységeket. A hippocampus CA1 régidja erds, amig CA3 régidja gyenge GluR4 expressziot
mutat (Keindnen és mtsai, 1990). A négy alegység flip és flop variacioi is jellegzetes eloszlast
mutatnak a kdzponti idegrendszerben.

2.1.1.2.3. Az AMPA-receptorok mitkédése

A GIluR2 alegységet tartalmazdé AMPA-receptorok felelések a gyors serkentd
ingeriiletatvitelért. A receptorok aktivaldsa maga utan vonja a monovalens ionok bedramlasanak
novekedését. Az intracellularis térbe jutva az ionok gyors depolarizaciot valtanak ki, és gyors
serkentd posztszinaptikus potencialt (EPSP) generdlnak. Az AMPA- és az NMDA-receptorok
egylittes eldfordulasa (Nicoll és mtsai, 1990) felelds az NMDA-receptorok ismétlddo
aktivalasaért, és az LTP létrehozasaban jatszhat szerepet. A GIuR2 alegységet nem tartalmazo
receptorok kozvetleniil is szerepet jatszhatnak az LTP kialakitdsaban, mert ezek a receptorok
nagy mennyiségli Ca’’-iont képesek beengedni, ezaltal e receptorok aktivalisa
neurotranszmitter-felszabadulast is kivalthat (Iino és mtsai, 1990).

Az AMPA kivaltotta sejtvalaszt allosztérikusan potencirozé szerek tanulast segitd hatasa
felvetette, hogy néhany ilyen vegyiilet javithatja a memoriazavarokat (Stidubli és mtsai, 1994).
Az AMPA-receptor-antagonistak viszont védik a sejtet a globalis €s a helyi iszkémia okozta
sejthalal ellen, és segithetnek meggatolni a mas traumak altal kivaltott agyi sériiléseket is. Egyes
AMPA -antagonistdk antikonvulzans hatassal is rendelkeznek. Mivel az AMPA-receptorok a
fiziologias, gyors serkentd ingeriiletatvitelben jatszanak dontd szerepet, ezért azok teljes gatlasa
nem kivanatos. Terapiasan azoknak az AMPA-receptor-alegységeknek a gatlasa johet szoba,
amelyek patologias folyamatokban vesznek részt (Sheardown és mtsai, 1990).

2.1.1.3. Kaindtreceptorok
2.1.1.3.1. Szerkezet és klonozas

A kainatreceptorok eddig oOtféle alegységét klonoztak: a GluRS (Bettler és mtsai, 1990;
Sommer és mtsai, 1992), a GluR6 (Egebjerg és mtsai, 1991) és a GluR7 (Bettler és mtsai, 1992)
alegységeket, amelyek valoszinlileg KA1 (Werner és mtsai, 1991) és KA2 (Herb és mtsai, 1992;
Sakimura és mtsai, 1992) alegységekkel kombinalodnak. Expresszios kisérletekben (Bettler és
mtsai, 1990; Sommer és mtsai, 1992) kimutattak, hogy a GIuRS5 és a GluR6 (Egebjerg és mtsai,
1991) alegységek funkcionalis homomer csatorndkat képeznek szamos olyan tulajdonsaggal,
amelyekkel a nativ receptorok rendelkeznek. A KA1l és a KA2 homomerek nagy affinitdsu
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kotohellyel rendelkeznek, de nem hoznak létre funkcionalis ioncsatornat (Werner és mitsai,
1991; Herb és mtsai, 1992; Sakimura ¢és mtsai, 1992). Biokémiai (Wenthold ¢és mtsai, 1994;
Puchalski és mtsai, 1994) és fiziologiai kisérletek (Sakimura és mtsai, 1992; Partin és mtsai,
1993) eredményei szerint a KA1 vagy a KA2 alegységek a GluRS vagy a GluR6 alegységekkel
heteromerikus csatorndkat alkotnak. Nem taldltak viszont bizonyitékot arra, hogy a GIluR7
alegység részt venne homo- vagy heteromer funkciondlis csatorna felépitésében (Lomeli és
mtsai, 1992; Partin és mtsai, 1993), bar ez az alegység bizonyos sejtekben expresszalva (Bettler
¢s mtsai, 1992) olyan kainatkoté helyeket hozott 1étre, amelyek affinitasa Osszehasonlithato a
GIuRS5 vagy a GluR6 alegységekével. A GluR5S és a GluR6 alegységek RNS-szerkesztésen
eshetnek at, amely modosithatja az altaluk képzett ioncsatorna permeabilitasat (Sommer és
mtsai, 1991; Kohler és mtsai, 1993). Az AMPA-receptor GIuR2 alegységéhez hasonldoan
(Sommer és mtsai, 1991) a GIuRS ¢és a GluR6 alegységek genomikus szekvencidja glutamint
(Q) kodol a feltételezett porusformald régioban, ami argininre (R) cserélhetd az RNS
szerkesztésével, miel6tt az mRNS-fehérjébe atirodna. A GluR2-vel éles ellentétben (Hume ¢és
mtsai, 1991; Burnashev és mtsai, 1992) a GluR6 szerkesztett (R) verzidja sokkal jobban
atjarhaté Ca’"-ionok szamara, mint a nemszerkesztett verzio (Q) (Kohler és mtsai, 1993), de
csak akkor, ha az M1-ben is a szerkesztett valtozat talalhaté (Egebjerg és Heinemann, 1993). A
Q/R hely mellett azonban a GluR6 mRNS két masik helye is ateshet szerkesztésen az M1-ben.
A genomikus szekvencia izoleucint €s tirozint kodol azon a helyen, ahol a szerkesztett valtozat
valint és ciszteint tartalmaz (Kohler és mtsai, 1993). Ennek a két helynek a szerkesztése a
GluR6(R) esetében nincs jelentds hatassal, de a GIuR6(Q)-ban bekovetkezett valtozas erdsen
csokkenti a Ca”**-permeabilitast (Kohler és mtsai, 1993).

2.1.1.3.2. Farmakologia és lokalizacio

A kainat kiilonb6z0 receptoraltipusokat aktivalhat, beleértve az AMPA-receptorokat

(Patneau ¢és Mayer, 1991), a kainatreceptorokat (Agrawal és Evans, 1986; Huettner, 1990) ¢és
néhany fajban az alacsony molekulasulyta kainatkotd fehérjéket (Henly, 1994). Az AMPA-
receptorok kozvetitik a gyors serkentd ingeriiletatvitelt a kozponti idegrendszerben (Monaghan
¢és mtsai, 1989). Bar a kainat kisebb affinitassal aktivalja ezeket a receptorokat, mint az AMPA,
a glutamat vagy a kviszkalat, de sokkal nagyobb ionaramot hoz létre, mint a tbbi agonista
(Patneau és Mayer, 1991). A kainatreceptorok szelektiv agonistai a kainat és a domoat (Egebjerg
és mtsai, 1991; Sommer és Seeburg, 1992), valamint agonista az (S)-5-trifluorometil-willardiin
(Wang és mtsai, 1993). Kompetitiv, nem szelektiv antagonista a CNQX ¢és a DNQX. Nativ és
rekombinans KA-receptorok relative szelektiv antagonistdja az oxim NS-102 (Johansen és
mtsai, 1993).
A kainatreceptorok elsddlegesen a striatumban, a thalamus nucleus reticularisaban, a
hipotalamusban, a gyrus dentatusban, a nagyagykéreg mély rétegeiben, a kisagyi
Kainatreceptorok jelen lehetnek pre- (Coyle, 1983; Represa €s mtsai, 1987; Petralia és mtsai,
1994) és posztszinaptikusan is (Gartwaite és Gartwaite, 1983; Petralia és mtsai, 1994).

2.1.1.3.3. A kainatreceptorok miikédése

A kainatreceptorok élettani szerepe a kozponti idegrendszerben nem teljesen tisztazott.
Patkanyokban a kiilonb6z6 kainatreceptor-alegységeket kodold mRNS-ek szintje kozvetleniil a
szliletés utan nagyon magas, ami azt sugallja, hogy ezek a receptorok fontos szerepet jatszhatnak
az idegi fejlédésben és a plaszticitaisban (Bahn ¢és mtsai, 1994). A preszinaptikus

srer

mtsai, 1987; Malva és mtsai, 1995) és a kisagyi parhuzamos palyakon (Petralia és mtsai, 1994) a
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transzmitterek felszabadulasat szabalyozhatjak (Chittajallu €s mtsai, 1996). A posztszinaptikus
membranban a kainatreceptorok (Huntley és mtsai, 1993; Petralia és mtsai, 1994) kozvetleniil
hozzajarulhatnak a serkentd posztszinaptikus aram létrehozasahoz (Paternain €s mtsai, 1995). A
szinaptikus plaszticitasban és bizonyos neurologiai korképek patogenezisében jelentoséggel
birhat egyes receptormedialt csatornak Ca®’-ateresztéképessége. Ezek a receptorok a szinaptikus
Vélaszok ﬁnomhangoléséban is szerepet jétszhatnak Mindemellett a kainét erds neurotoxin A

crer

mtsai, 1991) és limbikus rohamokat okoz (Lothman és Collins, 1981).
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2. abra. Az ionotrop glutamatreceptorok farmakologiai
tulajdonsagai. (A) NMDA-receptor, (B) AMPA-receptor,

(C) kainatreceptor.
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2.1.2. Metabotrop glutamatreceptorok

A metabotrop glutamatreceptorok GTP-koté fehérjékhez (G-protein) kapcsolt
membranreceptorok. Eddig nyolc (mGluR1-8) receptort klonoztak, amelyek szerkezete nagyon
hasonlit egymasra. A hosszi extracellularis aminoterminalis lancrészt hét transzmembran
szakasz és egy intracellularis C-terminalis kdveti. A ligandumok az N-terminalis szakasz azon
részéhez kotddnek, amely szekvencidk baktériumok periplazmas aminosav-kotéhelyével
homologok (O’Hara és mtsai, 1993). A metabotrop receptorok szekvenciahomoldgiajuk szerint
harom nagy csoportba oszthatok (Conn €s Pin, 1997). Az 1. csoportba az mGluR1 és az mGIuRS
receptorok tartoznak, amelyek a foszfoinozitol hidrolizisén keresztiil fejtik ki hatasukat. A
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metabotrop receptorok II. csoportjanak receptorai (mGluR2 és mGIluR3), valamint a III. csoport
receptorai (mGluR4 és mGluRS) az adenilat ciklaz aktivitasat gatolhatjak. Ezen receptorok
szamos vagasi valtozata létezik (Conn €s Pin, 1997; Corti és mtsai, 1998). Az 1. csoport
receptorai foszfolipaz C-t (PLC) aktivalnak, ami inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP;) és diacil-glicerol
(DAG) képzédését eredményezi. Az IP; Ca*"-ot szabadit fel az intracellularis raktarakbol, amig
a DAG PKC-t aktival (Conn és Desai, 1991). Ezen receptorok a K'-csatornak aktivitasanak
gatlasaval fokozzak a sejt ingerlékenységét (Conn és Pin, 1997), de gatld hatasat is
megfigyelték, amit a Ca®"-aktivalt K'-csatornak aktivalasa eredményez (Fiorillo és Williams,
1998). A szinapszisokban pre- és posztszinaptikusan lokalizalodhatnak. A preszinaptikusan
elhelyezkedé receptorok a Ca**-csatornak gatlasaval csokkentik a glutamatfelszabadulast, amig
a preszinaptikus K'-csatorndk PKC-kozvetitette gitlasa fokozza azt. A posztszinaptikus
mGluR1 receptorok PKC-t aktivdlnak, ami az NMDA-receptorokat foszforilalja, igy a
receptorok fokozddo aktivitdsa LTP-t generalhat. Posztszinaptikusan elhelyezkedd receptorok
lasst depolarizaciot és kismértékii tlizelést valtanak ki a membranban, ami ugy tlinik, hogy a
K'-aram G-protein kozvetitett gatldsa utjan valosul meg.

Az 1. csoport receptorai L-glutamattal, kviszkalattal, ibotenattal és trans-1-amino
ciklopentan-1,3-dikarboxilattal (trans-ACPD) aktivalhatok. Szelektiv agonistajuk az S-3,5-
dihidroxi-fenilglicin (S-DHPG). Gatlészereik az L-AP3 és az L-AP4. Szelektiv gatloszeriik az
AIDA. A 1I. csoport receptorai (mGIluR2 ¢és mGluR3) L-glutamattal és trans-ACPD-vel
aktivalhatok, szelektiv agonistajuk a DCGIV, mig a III. csoport receptorainak (mGluR4, 6, 7 és
8) szelektiv agonistai az L-amino-4-foszfonobutirat (L-AP4) és az L-szerin-O-foszfat (L-SOP).
A 1II. és a IIl. tipusu receptorok foleg preszinaptikusan helyezkednek el, koziilik az mGluR7
centralisan, amig az mGluR2 ¢és az mGluR3 a szinapszis periféridjan talalhaté meg (Cartmell és
Schoepp, 2000). E két csoport receptorai gatldo autoreceptorok a glutamaterg preszinaptikus
terminalokban. Aktivalodva az adenilat- és a guanildt-ciklaz gatlasan keresztiil csokkentik a
cAMP és a cGMP szintet, de feltételezhet$ a kozvetlen G-protein kdzvetitette Ca*"-csatornan
keresztiili gatolhatosaguk is. Igy gatoljak a glutamat felszabadulasat, és csokkentik az idegi
aktivitdst. A metabotrop glutamatreceptorok kiilonbozo fajtai a gliasejteken is megtalalhatok
(Mineff és Valtschanoff, 1999). A glialis ionotrop (AMPA ¢s kainat), valamint a metabotrop
(mGlIuR1, 5, 2, 3, 4 és 7) receptorok egyiittesen szabalyozzak a glidlis valaszt, és ezzel
val6szinlileg az ideg- és a gliasejtek kozti kommunikacié szabalyozasaban vesznek részt
(6sszefoglalok: Nakanishi, 1992; Pin és Duvoisin, 1995; Nicoletti €s mtsai, 1996; Riedel, 1996).

2.2. A GLUTATION
2.2.1. A glutation metabolizmusa és funkcidja

A y-glutamil-ciszteinil-glicin (glutation, GSH) filogenetikailag az egyik legdsibb peptid,
az egész ¢lovilagban gyakorlatilag minden sejtben megtalalhaté (Martin €s Macllwain, 1959;
Orlowski és Karkowsky, 1976). A GSH az 6t felépité aminosavakbol a y-glutamil ciklusban
szintetizalodik, és aminosavakka torténd lebomlésa szintén e ciklusban zajlik. A tripeptid
szintézisét a y-glutamilcisztein-szintetdz és a glutation-szintetaz katalizalja két ATP-molekula
segitségével. Mindkét enzim szubsztratjainak és termékeinek kontrollja alatt all. A szintetizalt
GSH negativ visszacsatolds révén a y-glutamilcisztein-szintetdzt gitolja, és szabdlyozza az
intracellularis GSH-koncentraciot is. A glutation lebomlasat a membranhoz kotott y-glutamil-
transzferaz (y-GT) enzim katalizalja, amely vagy a y-glutamil k&tést hidrolizalja, vagy a
glutamatot szabad aminosavakra, peptidekre helyezi at. A keletkezett y-glutamil-peptid a y-
glutamil ciklotranszferaz hatdsara 5-oxoprolinra, aminosavra, illetve peptidre hasad. A gytirts 5-
oxoprolint az 5-oxoprolinaz alakitja glutaminsavva (Meister €s Anderson, 1983; Deneke és
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Fanburg, 1989). A glutation metabolizmusaban résztvevé enzimek és a GSH el6fordulasa a
kozponti idegrendszerben egymashoz kapcsolt (Orlowski és Karkowsky, 1976).

RSH GSSG NADPH e
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3. abra. A glutation metabolizmusa.

A GSH altalanos redox funkcidi kézismertek. Mint antioxidans szabadgyokokkel reagal és
védi a sejtet a radioaktiv- és az UV-sugarzastol, valamint az oxidativ stressz okozta
karosodastol. A glutation-peroxidaz-reakcioban (GPX) a peroxid lebontdsa soran a glutation
hidrogén-donorként szolgal és oxidalodik, a keletkezett GSSG pedig a glutation-reduktaz (GSR)
altal GSH-va redukalodik. A glutation-S-transzferdz (GST) szubsztratjaként kiilonbozo
xenobiotikumokkal konjugalodik, eldsegitve azok eltavolitasat a szervezetb6l (Meister és
Anderson, 1983). A GSH szdmos mas enzim kofaktora vagy szubsztratja, és szabalyozza a
sejtciklust, valamint a sejtmetabolizmust (Kosower és Kosower, 1978; Meister, 1988; Max,
1989).

2.2.2. A glutation a kézponti idegrendszerben

A glutation (Reichelt és Fonnum, 1969; Slivka és mtsai, 1987a,b; Kirstein és mtsai, 1991),
az S-metilglutation (SMG) (Kanazawa és mtsai, 1965) és a glutation-szulfonsav (GSA) (Li és
mtsai, 1993b) az agyszovet endogén vegyliletei. A glutation szdveti koncentracioja a KIR-ben
1,4-3,4 mM. Ennek 95%-a redukalt formaban van jelen (Slivka és mtsai, 1987a,b), de példaul
oxidativ stresszben a GSSG aranya megnd (Folbergrova, és mtsai, 1979). Az SMG 0,1-0,2
mg/kg mennyiségben taldlhatdé a friss agyszovetben. A GSH megtalalhatd epitél-, glia- és
idegsejtekben, de jelen van az extracellularis térben is (Orlowski ¢s Karkowsky, 1976). A
cerebrospinalis folyadék GSH-koncentracioja mikromolos (Rehncrona és Siesjo, 1979). A
peptidet a neuronokban az idegvégzddésekben, az axonokban és a kisagyi szemcsesejtek
kivételével az idegsejt perikarionjaiban is kimutattak (Slivka és mtsai, 1987a; Philbert és mtsai,
1991; Hjelle és mtsai, 1994). A GSH szintje sokkal magasabb differencialodott
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asztrocitatenyészetben, mint asztroblasztokban vagy idegsejttenyészetben (Raps és mtsai, 1989).
Tenyésztett asztrocitak mitokondriumaiban a glutation koncentracioja 8-20 mM (Jain és mtsai
1991; Yudkoff és mtsai, 1990). Immunocitokémiai modszerekkel GSH-ellenes specifikus
antitestet alkalmazva azt talaltdk, hogy az agyszovet gliasejtjeiben sem magasabb a GSH-
koncentracio, mint az idegsejtekben, bar kiilonb6z6 agyteriileteken valtozik a neurondlis és
glialis GSH koncentracio aranya (Hjelle és mtsai, 1998). A glutation a neuronokbol és az
asztrocitakbol is felszabadul, de még nem ismert, hogy milyen modon (Raps és mtsai, 1989;
Yudkoff és mtsai, 1990; Zingerle és mtsai, 1992). Feltételezik, hogy az asztrocitak és az
idegsejtek kozott GSH-transzport mitkddik. A korai posztiszkémids fazis alatt fokozodik a GSH
felszabadulasa (Andiné és mtsai, 1991; Wallin és mtsai, 1999), ami arra utalhat, hogy a GSH
szerepet jatszik az extracellularis milid redox allapotanak fenntartdsaban. Mivel a fenti
kisérletekben nem hataroztak meg a redukalt és az oxidalt glutation ardnyat, nem zarhat6 ki,
hogy a sejtek oxidalt glutationt is felszabaditanak. A GSSG-felszabadulas arra utalhat, hogy
bizonyos koriilmények kozott a sejtek nem képesek a normalis intracellularis redox allapot
fenntartasara. Ekkor a GSSG az extracellularis tér feldl moddosithatja az intracellularis
eseményeket.

Mivel a GSH-t felépité harom aminosav mindegyike neuroaktiv, mar korabban felmeriilt
annak a lehet0sége, hogy a fent emlitett altaldnos funkciok mellett a GSH maga is
neoromodulatorként vagy neurotranszmitterként miikodhet a KIR-ben.

2.2.3. A glutation neuromodulator szerepe
2.2.3.1. A glutation hatdsa az ionotrop glutamdtreceptorokon
2.2.3.1.1. Az NMDA-receptoron kifejtett hatasok

Az endogén glutamat valamennyi ionotrop €s metabotrop glutamatreceptorral kdlcsonhat.
A GSH, a GSSG ¢és szamos S-alkilalt szarmazéka a patkdny szinaptikus plazmamembran
preparatumon gatolja a [*H]glutamat kotddését. Ez arra utal, hogy a GSH kélcsonhatasba 1ép
glutamatkotohelyekkel (Koller és Coyle, 1985; Ogita és mtsai, 1986; Ogita és Yoneda, 1987;
Yoneda és mtsai, 1990; Ogita és mtsai, 1995; Varga és mtsai, 1997; Jenei €s mtsai, 1998; Janaky
és mtsai, 1998). A Na" jelenlétében kimutatott hémérséklet- és Cl/Ca®"-fiiggé kotédés nagy
valoszintiséggel a transzportald fehérjékhez valo kotddést reprezentdlja (Pin és mtsai, 1994).
Ezekben a kisérletekben is hatdsosan gatolja a GSH a glutamat kotodését (Ogita és mtsai, 1986;
Vincent és McGeer, 1980; Ogita és Yoneda, 1986), de a Na'-fiiggetlen kotédésben a GSH és
szarmazekai lényegesen hatasosabbak (Ogita €s mtsai, 1986; Varga ¢és mtsai, 1989, 1997; Janaky
és mtsai, 1998, 1999; Jenei ¢és mtsai, 1998). A GSH-hoz hasonléan potencialis
leszoritoszereknek bizonyult a GSSG ¢és mas, glutamatot tartalmazo peptid is (Varga és mtsai,
1989, 1997; Janaky €s mtsai, 1998, 1999; Jenei és mtsai, 1998). A GSH és a GSSG egyarant
gatolta a [*H]CPP (Yoneda és mtsai, 1990) és a [*H]CGP-kot6dését (Ogita és mtsai, 1995;
Pasqualatto, 1998) is az NMDA-receptor NMDA-felismeré doménjéhez, méghozza nagyobb
affinitassal, mint ahogy ezek a ligandumok az NMDA kotodését gatoltak. A fenti vegyiiletekhez
hasonldan a glutation S-alkil mddosulatai (SMG, SEG, SPG, SpeG, SBG, GSA) is hatasosan
leszoritottak a [’H]JCPP-t (Jenei és mtsai, 1998). Mivel a GSH és S-alkil szarmazékai egyarant
hatdsosan gatoljadk az NMDA-receptor ligandjainak kotddését, megallapithatd, hogy nem a
cisztein-oldallanc szabad tiolcsoportjainak, hanem minden bizonnyal a y-glutamilcsoportnak van
szerepe a kotddésben. Nem donthetd el viszont a fenti adatokbodl, hogy a GSH és szarmazékai
agonistakként vagy antagonistakként hatnak az NMDA-receptoron. Ogita és mtsai (1995) azt
tapasztaltak, hogy a GSH sokkal hatékonyabban gatolta az agonista [*H]glutamat, mint az
antagonista ["H]CGP kotédését. Ugy tiinik, hogy az NMDA-agonistik hatdsosabbak az
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agonistak leszoritdsaban, mint az antagonistakéban, ezért a GSH-t Ogita és mtsai (1995) inkabb
NMDA -receptor-agonistanak tartottdk. Funkcionalis tesztekben azonban a ligandum
koncentracidjatol fiiggden valtozik az agonista vagy antagonista jelleg. A GSH mikromolos
koncentracidban gatolta, mig magasabb koncentracioban fokozta az NMDA-kivaltotta
neurondlis valaszt (Janaky és mtsai, 1993, 1998, 1999). Ezt latszik alatdmasztani az a tény is,
hogy a GSH, a GSSG és a GSH alkil szarmazékai koncentraciofiiggé modon fokozzak a
dizocilpin kotddését, ami viszont a glutamathoz hasonloan agonista hatast feltételez az NMDA-
receptorokon. Ez a hatdsuk NMDA-antagonistakkal (CGP, L-AP5) kivédhetd, de nem
befolyasolhato glutamat-dehidrogenazzal (Ogita és mtsai, 1995), amibdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy a glutation hatasaért nem a potencialisan bel6le felszabaduld glutamat a felelds. A
glutamat maximalis aktivalo hatidsa mellett azonban sem a GSH, sem az alkil szarmazékai nem
fokozzak tovabb a [*H]dizocilpin-kotédést. Ezek az adatok alatamasztjik, hogy a GSH a y-
glutamilcsoportja révén kotddik az NMDA-receptorok glutamatkotdhelyeihez (Ogita és mitsai,
1986; Varga és mtsai, 1989; Oja és mtsai, 1995; Janaky és mtsai, 1998, 1999).

A GSH és szarmazékai mM-os koncentracioban a [*H]glicint és a glicin-antagonista
[*H]kinurenatot is leszoritjak a koaktivator glicinkotéhelyekrél (Ogita és mtsai, 1995; Varga és
mtsai, 1997; Jenei és mtsai, 1998; Janaky és mtsai, 1998, 1999). Ezenfeliil azt is tesztelték, hogy
a GSH-nak és mas tiolvegyiileteknek milyen szerepe lehet az NMDA-receptorhoz kapcsolt
ioncsatorna nyitasaban (Yoneda és mtsai, 1990; Ogita és mtsai, 1995; Varga és mtsai, 1997;
Jenei ¢és mtsai, 1998; Janaky és mtsai, 1998). Tenyésztett patkany kortikalis neuronokon az
NMDA -receptor aktivalasaval l1étrehozott aramot a DTT mint redukal6 agens jelentdsen fokozta
(Leslie és mtsai, 1992; Lipton, 1993; Lipton és Stamler, 1994), amig az oxidalé 5’5-dithio-bis-
nitrobenzoesav (DTNB) csokkentette, és megsziintette a DTT fokozd hatasat. Az NMDA-val
kivaltott Ca’’-aramot a GSH bifazisos modon befolyasolja: mikromdlos koncentraciéban
gatolja, millimolos koncentracioban noveli. Aktivald hatdsat az L-APS és a dizocilpin kivédi. Ez
a bifazisos hatas azzal magyarazhat6, hogy a GSH nagy koncentracioban a DTT-hez hasonloan
redukalja az NMDA-receptor funkcionalis tiolcsoportjait, amig mikromolos koncentraciéban
gatolja az agonista kotodését. A GSSG és az S-alkil glutationszarmazékok, amelyek nem
tartalmaznak szabad tiolcsoportot, antagonistaként mitkddnek (Janaky és mtsai, 1993).

2.2.3.1.2. A nem-NMDA-receptorokon kifejtett hatisok

Szamos endogén y-glutamil-peptid gatolja a Na™-tol fiiggetlen ["HJAMPA és [*H]kainat
kotodését szinaptikus plazmamembranban (Varga és mtsai, 1989, 1994). A GSH és a GSSG
nagyobb affinitassal kotddik az AMPA-receptorokhoz, mint a kainatreceptorokhoz (Jenei és
mtsai, 1998). A GSH S-alkil szarmazékai (SMG, SEG, SPG, SBG, SPeG és GSA) szintén nagy
affinitassal kotddnek az AMPA-receptorokhoz. A GSH ciszteinil oldallancanak alkildlasa nem
csokkentette nagy mértékben a vegytilet affinitdsat, ami arra utal, hogy a ciszteinil oldallanc
nem vesz részt a glutation kotédésében az AMPA receptorokhoz. Ugyanakkor a GSH
tiolcsoportjanak alkilaldsa noveli a molekula AMPA-receptor szelektivitasat a KA-
receptorokkal szemben. Kinetikai vizsgalatok eredményei szerint nem egy tiszta kompetitiv
gatlasrol (versengés a glutamatkdtohelyekért) van szd csupan, hanem a GSH, a GSSG ¢és a
glutationszarmazékok allosztérikus kdlcsonhatas révén is befolyasolhatjak ezeket a receptorokat.
Fiziologias koncentracioban a GSH az NMDA-receptorok mellett az AMPA-receptorokon hat,
ahol y-glutamil oldallancai révén kompetitiven és allosztérikusan leszoritja az endogén
glutamatot. A GSH igy részt vehet a neurotranszmisszid finomhangolasaban, azaltal, hogy az
AMPA -receptorok aktivalasakor bekdvetkezett ionaram idejét megroviditi.
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2.2.3.2. A glutation hatdsa a neurotranszmitterek felszabaduldsara és felvételére

Werman és mtsai mar 1971-ben leirtdk, hogy a GSH ¢és a GSSG acetilkolin-felszabadulast
valt ki a neuromuszkularis junkcidban. Mind a GSH, mind a cisztein kivalthat
glutamatfelszabadulast kisagyi szemcsesejtekbol (Janaky és mtsai. 1998). A GSH ¢és a GSSG is
gitolja a CI'- és Ca*'-fliggd, hémérséklet-érzékeny glutamatkotddést durva szinaptikus
plazmamembranokhoz (Varga és mtsai, 1994), ami valdsziniileg glutamatfelvételnek felel meg.
Szinaptoszoéma-frakcioban azonban a GSH fokozta a glutamat felvételét (Varga és mtsai, 1994).
A GSH a striatumban fokozta a glutamat- és NMDA-indukalta dopaminfelszabadulast, de
ugyanitt gatolta a K'-depolarizacioval kivaltott dopaminfelszabadulast. Sem a GSH, sem a DTT
nem befolyasolta hippocampélis szeletekbél az alap ["H]GABA-felszabadulast. A DTT viszont
koncentraciofiiggé modon megemeli és meghosszabbitja a glutamat-aktivalta ["H]GABA
felszabadulasat. Ez az aktivalo hatas dizocilpinnel és Mg*"-mal gatolhaté (Janaky és mtsai,
1993, 1999). A DTT-vel ellentétben a GSH és a GSSG nem emeli a glutamat-agonistakkal
kivaltott GABA-felszabadulast, sot a DTT potencirozo hatasat kivédi. Ezen adatok arra utalnak,
hogy bizonyos esetekben a GSH és a GSSG megakadalyozhatja az erds redukaloszerek altal
kivaltott potencialisan patologias neurotranszmitter-felszabadulést (Pittaluga €s Raiteri, 1992).
Mas neurotranszmitterek preszinaptikus felszabadulasanak szabalyozasaban a GSH talan
preszinaptikus receptorai révén is részt vesz. Ennek tisztdzdsa azonban tovabbi kisérleteket
igényel.

A fenti adatok alapjan joggal allithatjuk, hogy bar a GSH molekulatdmege nagyobb ¢és
flexibilitdsa limitaltabb, mint a glutamaté, kdlcsonhatasba 1ép a glutamatreceptorokkal és a
transzportfehérjékkel. Ezenkiviil a GSH ciszteinje befolyasolja a glutamatreceptorok és a
transzportfehérjék redox allapotat is (Janaky €s mtsai, 1993; Kohr és mtsai, 1994, Kiskin és
mtsai, 1986; Terramani és mtsai, 1988; Aizenman ¢és mtsai, 1989; Lazarewicz és mtsai, 1989;
Sucher és mtsai, 1990; Tang ¢és Aizenman, 1993). Ezek mellett redox vegyiiletek (pl.
aszkorbinsav és nitrogén-monoxid) szintézisét és intracelluldris metabolizmusat is szabalyozza
(Aizenman ¢és mtsai, 1990; Manzoni és mtsai, 1992b). A harmadik alkotorész, a glicin az
NMDA -receptor-ionoféron koagonistaként hathat, bar a glicinkot6helyekhez a GSH affinitasa
meglehetésen alacsony. A GSH tehat mint neuromodulator befolyasolhatja a glutamaterg
neurotranszmisszio részfolyamatait. Hatassal lehet a serkenté aminosavak felszabadulasara,
idegi vagy glialis felvételére, valamint a pre- €s posztszinaptikus glutamatreceptorokon keresztiil
a cellularis valasz kialakitasara.

2.2.4. A glutation lehetséges neurotranszmitter szerepe
2.24.1. A neurdlis sejtvalaszok modositasa glutationnal

Mar a fent emlitett vizsgalatok soran felmeriilt annak a lehetdsége is, hogy a GSH nem
csak neuromodulator szereppel birhat a KIR-ben. Patkanyagybol preparalt szovetszeleten
(wedge technika, Harrison és mtsai, 1985) a GSH koncentraciofiiggd modon depolarizaciot valt
ki (Shaw ¢és mtsai, 1996, Pasqualatto és mtsai, 1998). Ezt a depolarizaciot sem az AMPA-, sem
az NMDA-receptor-antagonistak (DNQX, L-AP5) nem csokkentették. A GSH-kivaltotta
depolarizacio tehat feltehetéen nem a glutamatreceptor-ioncsatornan keresztiil jatszodik le. A
GSH-kivaltotta depolarizacié Ca*'-mentes kozegben nem csokkent, de a Na' eltavolitasa
megsziintette azt. Tehat ezt a depolarizaciot is a befelé iranyulé Na'-aram hozza létre. A GSH-
val kivaltott depolarizaci6 az inhibitorikus GABA-val részlegesen visszafordithat6. Ezen adatok
és a kotodésvizsgalatok (lasd késobb) eredményei alapjan feltételezhetd, hogy a GSH olyan
receptor(ok)on keresztiil fejti ki hatasat, amely(ek) nagy valoszinliséggel nem azonos(ak) az
eddig ismert egyetlen glutamatreceptorral sem. Tovabba a cisztein-peptid struktura sziikséges a
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hatashoz. A GSH-bol szarmaztathaté dipeptidek (pl. a glutamil-cisztein, a ciszteinil-glicin),
valamint mas dipeptidek (pl. a ciszteinil-alanin, az aszpartil-cisztein) a GSH-hoz hasonldan
hatottak, és az L-AP5 nem gatolta az altaluk kivaltott depolarizaciot. A glutation-szulfonsav
(GSA) és az S-metil-glutation (SMG) L-AP5-szenzitiv modon depolarizalnak. A cisztein olyan
potencialvaltozast hoz 1étre, mint az NMDA. A depolarizacié L-AP5-tel kivédhetd. Ugyanilyen
hatast valtanak ki a cisztein analdgjai, az N-acetilcisztein (NAC), a cisztein-monoetil-észter
(CEE) ¢s a cisztein-metil-észter (CME) is. Az altaluk létrehozott depolarizacid szintén
felfiiggeszthetd L-AP5-tel. Az adatok alapjan tisztan elkiilonitheté egy GSH-kivaltotta ,,GSH-
receptor-medialt” €s egy cisztein-szeri ,,NMDA-receptor-medialt” hatas. Ezek az adatok azt
tamasztjak ald, hogy a GSH membranpotencidl-valtozast létrehoz6 hatdsdban fontos szerepet
jatszik a ciszteinil-oldallinc. Tehdt a KIR-ben a GSH feltehetéen rendelkezik olyan
kotéfehérjével, amelyhez hozzakotédve direkt vagy indirekt médon depolarizaciot valt ki.

2.2.4.2. A tricidlt glutationkotédés : GSH-receptor?

A [*H]glutation az agyszovetbél izolalt plazmamembran-frakciohoz és a szovetszeletekhez
nagy affinitassal kotodik, és a kotdhelyekrdl nemjeldlt GSH-val leszorithato, tehat a GSH
szamara specifikus Na'-fiiggetlen kotShelyet/receptort tételezhetiink fel. A tricidlt GSH-val
végzett kotddésvizsgalatok (Ogita és Yoneda, 1987, 1988, 1989; Guo és Shaw, 1992; Guo és
mtsai, 1992; Lanius és mtsai, 1993, 1994) azt mutattak, hogy a GSH-nak legalabb két kdtéhelye
van a KIR-ben. Ezek koziill az egyik viszonylag nagy affinitdsu, a masik kis affinitdsu. Ezen
kotohelyek viszont nem kiilonitheték el egyértelmlien a glutamatkotohelyektol. Ezért a
glutamatreceptor-ligandumok szisztematikus alkalmazasaval megprobaltuk elkiiloniteni a GSH
kotéhelyét a glutamatkotohelytél. A [PH]GSH kotéhelyei a KIR valamennyi vizsgalt teriiletén
megtalalhatok. A kotOhelyek szama, illetve siirisége a retindban a legnagyobb, csokkend
denzitassal fordulnak el a hipotalamuszban, a striatumban, a gerincvel6ben, a kdzépagyban, a
hid-nyultveldben, a hippocampusban, a kisagyban és az agykéregben (Ogita és Yoneda, 1987).
Receptor-autoradiografias modszerrel a retina fotoreceptoraiban ¢€s pigmenthamjaban, a
hippocampus gyrus dentatusdban, a habenuldban, a hipotalamuszban, a gerincvelében és a
neokortex egyes részeiben mutattak ki GSH-ko6téhelyeket (Bains és mtsai, 1997; Shaw, 1998).
Az asztrocitdkon is talalhatok GSH-receptorok (Guo és Shaw, 1992; Guo ¢és mtsai, 1992).
[*H]GSH-kotShelyeket szamos periférids szovetben, igy az agyalapi mirigyben, a
mellékvesében, a majban, a 1épben, a vazizmokban ¢és a szivben is kimutattak (Ogita és Yoneda,
1988).

2.3. A NITROGEN-MONOXID

Az elmult két évtized soran bebizonyosodott, hogy a géz halmazallapotu, szabadgyok
tipusu nitrogén-monoxid (NO) fontos szerepet jatszik az ¢élovildg intercellularis jelatviteli
folyamataiban. fgy példaul immunmediator, a makrofigok baktériumold és citotoxikus
képességének fontos eleme. Az a felismerés, hogy az NO mediator funkcidval rendelkezik a
kozponti és a kornyéki idegrendszerben, alapvetéen 1) iranyokat szabott az idegrendszer-
kutatasokban. Az NO olyan atipikus neurotranszmitter/neuromodulator, amelynek féléletideje
igen rovid, a szokasos transzmisszidos folyamatokat megkeriilve fejti ki hatdsat. Nem
vezikuldkban tarolodik, a képzddés helyérdl difftizio révén jut el a célmolekulakhoz, és nem
rendelkezik posztszinaptikus receptorral. Képzddhet a preszinaptikus idegvégzdodésben, de a
posztszinaptikus sejtben is. Hatasat kifejtheti abban a sejtben, amelyben képzodott, de gaz
halmazallapoti vegyiilet 1évén a biologiai membranokon is konnyen keresztiiljut. Igy a
szinaptikus membranok receptorain kiviil intracellularis fehérjéken is kozvetleniil hathat és
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befolyasolhatja a jelatviteli folyamatokat. A periférias beidegzés révén szabalyozza az erek- és a
gyomor-béltraktus simaizomsejtjeinek tonusat, ennek kovetkeztében a vérnyomast, az egyes
szervek vérellatasat, a gyomor-bél motilitasat. A kdzponti idegrendszerben modosithatja a
neurtranszmisszid szinte valamennyi folyamatat: a transzmitterek felszabadulasat, visszavételét,
a szinaptikus jelatvitelt, az agy fejlodését, a szinapszisok kialakulasat és funkcionalis
megerdsitését, a neuro- és szinaptikus plaszticitdst. Részt vesz a tanuldsi folyamatok alapjaul
szolgald hosszutavii megerdsité (LTP) és gatld folyamatokban (LTD), a szoveti karosodast
kisérd hosszantart6 fajdalom fenntartasaban.

2.3.1. A nitrogén-monoxid képzédése

Az NO a nitrogén-monoxid-szintaz (NOS) hatasara, L-argininbdl két egymastol fliggetlen
lépésben képzOédik. Az elsd reakcidban az arginin kételektronos oxidacidja révén N°-
hidroxiarginin (NHA) intermedier képzodik. Az enzimreakcié emlékeztet a citokrom P450 altal
katalizalt monooxigenaz reakciéra. Az NHA nitrogén-monoxidda ¢és citrulinnd alakulasa
kevésbé tisztazott. Valoszinii, hogy a masodik oxidacids 1épéshez a NADPH és az NHA is egy-
egy elektront szolgaltat. A hidroxilaciot a biopterin felgyorsitja, a CO pedig gatolja. A NOS
mitkodéséhez feltétlen szitkség van Ca®’-ra és kalmodulinra, valamint oxigénre. Az enzim
aktivalasdhoz elektrondonor és -akceptor kofermentekre, flavin-adenin-dinukleotidra (FAD),
flavin-mononukleotidra (FMN) vagy adenin-dinukleotid-foszfatra (NADPH) is sziikség van.

2.3.2. A nitrogén-monoxid-szintaz

Az elmult tiz évben molekularbiologiai modszerekkel a nitrogén-monoxid-szintaz
enzimek harom nagy csaladjat azonositottak. Kettd koziilik konstitutiv, amelyek a kdzponti
idegrendszerben a neuronokban (nNOS) és az endotél sejtekben (eNOS) allandoan jelen vannak.
Az indukalhaté iNOS a makrofagokban, a neutrofil granulocitakban, a hepatocitakban ¢s a
gliasejtekben, illetve a harantcsikolt izomban talalhaté meg. Az nNOS 29 exonjat talaltdk meg a
DNS-szekvenciaban, ami a szamos izoforma jelenlétét magyarazhatja. A kiilonb6z6 osztalyokba
sorolt klonozott enzimek aminosavsorrendjiikben koriilbeliil 50%-0s hasonldsdgot mutatnak.
Valamennyi NOS konzervativ szakaszan megtalalhatok a bazikus amfipatias alfa-hélix
kalmodulin-, a hem-, a NADPH-, az FMN- ¢s a FAD-felismerd, illetve -kotohelyek, valamint a
protein-kinazok (PKA ¢és PKC) foszforilacios szekvenciaja (Bredt és mtsai, 1991a,b). A NOS-ok
mintegy fele a C terminalisban erds hasonlosagot mutat patkdny citokrom P450 reduktazzal
(CPR) és szulfit-reduktdzzal (Bredt és mtsai, 1991a), amelyek szintén tartalmaznak specifikus
kotohelyeket a NADPH, az FMN és a FAD szamara. Az endotelialis NOS csalad enzimeit
szarvasmarhabol és emberbdl is klonoztak (Lamas és mtsai, 1992; Sessa és mtsai, 1992;
Janssens és mtsai, 1992; Marsden és mtsai, 1992). A két izoforma, 135 kDa molekulatomegii
fehérje egymassal 90%-os szekvenciaazonossagot mutat (Pollock és mtsai, 1991), a klénozott
makrofag NOS- és az agyi NOS-szekvencidkkal viszont csak 50, illetve 60%-ost. Az
aminoterminalis szakaszon az eNOS mirisztilacios, illetve palmitoilacios szekvenciakat
tartalmaz, amig az nNOS olyan PDZ-szekvenciat, amely a membranokhoz vald kotodést segiti
el6. Az indukalhatdé NOS latszolag elkiiloniilt két izoformajat makrofagokbol (Lowenstein és
mtsai, 1992; Lyons és mtsai, 1992) és human hepatocitakbol izolaltak (Geller és mtsai, 1993),
amelyek primer szekvencidja egymassal 80%-ban egyezik meg.

2.3.2.1. A nitrogén-monoxid-szintaz aktivacidja és lokalizdcidja

Az iNOS-szabalyozas els6sorban az enzim mennyiségének ndvekedése révén valosul
meg. A szintézist kiillonbozo citokinek és mikrobialis antigének, lipopoliszacharidok fokozzak,
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€s mar par ora alatt megnd a fehérje expresszioja, illetve az NO termelddése (Hibbs és mtsai,
1987). Az iNOS szorosan koti a kalmodulint, de az enzimaktivitast ugyaniugy, mint mas NOS
esetén is, az intracellularis Ca*'-szint véltozasa hatarozza meg. A cellularis Ca*'-szint
novekedése els6sorban az intracellularis raktarakbol inozitol-trifoszfat receptorokon keresztiil
valdosul meg (Knowles ¢és mtsai, 1989; Bredt és Snyder, 1990).

Az agyi nNOS ¢és eNOS enzimek aktivitasa, illetve annak szabalyozéasa kizarolag az
intracellularis Ca®"-szint fiiggvénye (Dawson és mtsai, 1998). A neuronalis intracellularis
Ca’’szint novekedése szarmazhat az NMDA-receptor vagy a fesziiltségfiiggs Ca”'-csatorna
aktivacidja révén az extracellularis térbol, de felszabadulhat az I-es tipusu metabotrop
glutamatreceptorok aktivaciojat kovetéen az intracellularis inozitol-trifoszfat hirvivo
kozvetitésével az endoplazmas retikulumbél is. Az intracellularis Ca®’-szint emelkedése
aktivalja az nNOS-t, azonban az enzim csak révid ideig marad aktiv (féleg a hatdsosan miik6do
Ca’"-pumpamechanizmusok miatt), igy a termelt NO mennyisége kisebb.

Az nNOS a neuronokban citoplazmatikusan és membrankstott formaban fordul eld. Az
enzimaktivitds magas a cerebellumban, a bulbus olfactoriusban, a hidban (Bredt és mtsai,
1991a), a hippocampusban (gyrus dentatus), a nucleus supraopticusban és a colliculus
superiorban, valamint a colliculus inferiorban. Izolalt NOS-tartalmu idegsejteket az agykéregben
€s a striatumban is kimutattak (Bredt és mtsai, 1991a; Dawson és mtsai, 1991a).

2.3.3. Az NMDA-receptorok és az NO kolcsonhatasa

Altalanosan elfogadott az a tény, hogy az NMDA-receptoraktivaciot kovetéen az
agyszovetben megemelkedik az NO-szintézis. Mas adatok azt bizonyitjdk, hogy az nNOS-t
tartalmazoé neuronok lényegesen magasabb koncentracidban expresszalnak NMDARI1 ¢és
NMDAR?2 alegységeket, mint azonos agyteriileten a NOS-t nem tartalmazo idegsejtek (Price és
mtsai, 1993). Tovabbi immunhisztokémiai eredmények azt erdsitik meg, hogy az nNOS a
helyezkedik el. Az nNOS-t a plazmamembranhoz horgonyzo fehérjék (a PDZ-93 és —95) szintén
a posztszinaptikus régioban talalhatok meg (Aoki és mtsai, 1998). Mindezek az NMDA -receptor
¢s az nNOS kozotti szoros funkcionalis kapcsolat 1étét tamasztjak ala. A kiilonbozé NO-
donorokkal végzett kisérletek eredményei azt bizonyitjak, hogy az NO gatolja az NMDA-
receptor altal kozvetitett intracellularis Ca’"-szint emelkedését (Lei és mtsai, 1992; Manzoni és
mtsai, 1992a,b; East és mtsai, 1991; Hoyt és mtsai, 1992). Az NMDA-receptorcsatornan a
neuronba bearamlé Ca®" aktivalja az nNOS-t, igy a keletkez6 NO potencialis hatassal van
szamos, NMDA-receptor-medialt, Ca®" altal szabéalyozott idegi miikodésre. Negativ
visszacsatolas révén pedig az NMDA-receptoron keresztiil az NO gétolhatja 6nmaga szintézisét
is (Mayer és Westbrook, 1987; MacDermott ¢s mtsai, 1986; Jahr és Stevens, 1987; Ascher és
Nowak, 1988). Arra vonatkozoan, hogy az NMDA-receptor altal kivéltott intracellularis Ca*'-
szint emelkedését milyen médon szabdlyozza az NO, eltérd mechanizmusokat tételeznek fel.
Egér striatalis és kisagyi szemcsesejttenyészeten a 3-morfolino-szidnonimin SIN-1 és az 1-
nitrozo-pyrrolidin (1-NP) reverzibilisen csokkentette az NMDA-receptor kdzvetitette ionaramot,
a csatornak nyitasi valdszinliségét, és gatoltdk az intracellularis Ca®-szint emelkedését
(Manzoni és mtsai, 1992b). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az NO kozvetleniil az
NMDA -receptorokon fejti ki hatasat, mégpedig a receptor-ionofor komplexben helyet foglald
»~redox modulacios helyen” keresztiil. Patkany kortikalis idegsejttenyészeten az NO és az
izoszorbiddinitrat (ISDN) koncentraciofiiggd modon és reverzibilisen gatolta az NMDA-
stimulalta kalciumaramot, de a hatast akkor is észlelték, ha a sejteket DTNB-vel vagy N-
etilmaleimiddel (NEM) elékezelték (Hoyt és mtsai, 1992). Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontak le,
hogy az NO nem kozvetleniil a receptormolekulan, hanem a Ca’’-homeosztazis
megvaltoztatasaval befolyasolja az NMDA-valaszt. Ez utdbbi feltételezést alatdmasztjak Pasqui
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¢és mtsai (1991), Stoyanovsky €s mtsai (1997), Brorson és mtsai (1997) ideg- és mas sejteken
végzett kisérletei is. Lei és csoportja (1992) arrdl is beszamolt, hogy a nitroglicerin (NTG) és a
natrium nitroprusszid (SNP) erésen gatolta az NMDA-val kivaltott intracellularis Ca®'-
akkumulaciot, azonban az NTG és az SNP hatdsa spontdn modon megfordult az esetek mintegy
40%-4ban. Ok ezt a jelenséget azzal magyaraztik, hogy az NO S-nitrozotiol intermediert képez
a receptor cisztein oldallancanak szulfhidrilcsoportjaval, amely intermedier gyorsan lebomlik.
Az egymasnak latszolag ellentmond6 eredményeket Lipton és mtsai (1993a) ugy értelmezték,
hogy a kiilonb6zé NO-donorokbdl mas-mas redox allapoti NO szabadul fel (lasd késobb), és
azokbol mas-mas intermedier vegyiilet(ek) vagy termék(ek) képzddhet(nek).

Az NO ¢s az NO-ekvivalensek kozvetlenill is kolcsonhatnak az idegsejtek NMDA-
receptoraival, a receptor mikodését szabalyozd modulatorhelyekkel, a receptor-ioncsatornakkal,
de az intracellularis Ca*-homeosztazis és egyéb intracellularis jelatviteli mechanizmusok
befolyasolasaval is kialakithatjak hatasukat (Choi és Lipton, 2000).

2.3.4. A Janusz-arcu nitrogén-monoxid: cellularis hatasmechanizmus

Mar a hetvenes években leirtdk, hogy az NO sejten beliili hatasat a guanil-ciklazon fejti ki
(Arnold és mtsai, 1977; Miki és mtsai, 1977; Murad és mtsai, 1977). A guanil-ciklaz hem
tartalmu heterodimer felépitésii fehérje. Az NO a hem porfiringytiriijében 16v6 Fe**-hoz kotédik,
a Fe*" a porfirinvaz sikjabol kiemelkedik, ezaltal konformaciovaltozas jon létre, és a guanil-
ciklaz aktivaloédik (Wolin és mtsai, 1982). A cGMP-szint kdvetkezményes emelkedése aktivalja
a cGMP-fiiggd protein-kinazt, és a foszforilacio révén befolydsolja az ioncsatornak miikodését,
valamint a foszfodiészteraz aktivitasat. Simaizomsejtekben az NO altal kivaltott cGMP-szint
novekedése aktivalja a cGMP-fliggd protein-kinazt, és simaizom-relaxaciét okoz. A cGMP
csokkenti az intracellularis Ca*"-szintet, igy ezaltal is hozzajarulhat a simaizom-relaxaciohoz
(Rashatwar és mtsai, 1987). A makrofagokban és neutrofil granulocitédkban az NO szuperoxid-
anionokhoz kapcsolodva peroxinitritet (ONOQ™) formal. A peroxinitrit hidroxil-anionra és NO;
szabadgyokokre bomlik, amelyek az aktivalt makrofagok ¢€s a neutrofil granulocitdk
baktériumolo hatasaért felelossé tehetok (Beckman ¢€s mtsai, 1990).

A nitrogén-monoxid harom kiilonb6z6 redox modosulatat izolaltak: a nitrogén-monoxidot
(NO®%), a nitrozénium-iont (NO") és a nitroxiliont (NO) (Stamler és mtsai, 1992). A
nitrozéniumion (NO') exogén NO-donorbol (pl. nitroglicerinbdl vagy endogén nitrozotiolbol)
szarmazhat. Endogén  nitrozotiolokat  (pl. S-nitrozoglutationt) néhdny  mikromolos
koncentraciéban a tiidében és az agyban is kimutattak (Hogg és mtsai, 1996, Kluge és mtsai,
1997). Az NO" szabad tiolcsoportokkal valé reakcidjat nitrozilacionak nevezziik. A
nitrozotiolok rekcidja: R-SH + R’-SNO «» R-SNO + R’-SH. A nitrozotiolok az NMDA-
receptorok redox modulaciés helyével kdlcsonhatva nitrozocisztein intermedier képzodésén
keresztiil csokkentik a receptoraktivitast, tehat protektiv hatasuak lehetnek (Lei és mtsai, 1992;
Lipton es mtsai, 1993a; Arnelle és mtsai, 1995). Rekombinans NR1/NR2 alegységeken az NO"
az NR2A alegység 399—es ciszteinjén fejti ki hatasat. A redox modulacidban természetesen részt
vehetnek az NR1 alegység 744-es €s 798-as ciszteinjei is abban az esetben, ha azok redukalt
allapotban vannak (Choi és Lipton, 2000). Azonban az NO™ a Zn*"-kétShelyekhez is
bekatddhet, igy kompeticid jon létre az NO™ és a Zn®" kozott a kotShelyekért. Ezaltal a
receptorfehérje mikodésében is kettds modulacié valdsulhat meg, az enzimaktivitas
szabalyozasaban leirtakhoz hasonloan (Gergel és mtsai, 1996).

Az NO™ magas energiaju (singlet) és alacsony energiaju (triplet) allapotban fordul el6. A
magas energiaju a tiolcsoportokkal kozvetleniil reagalhat, mig az alacsony energiaju nem
(Bonner, 1996). Mindkét energiaji modosulat kdlcsonhatasba Iéphet azonban szuperoxid
anionnal (0,"), igy peroxinitrit képz6dik, ami a szabad tiolcsoportokat oxidalhatja (Kim és
mtsai, 1999). Tehat a peroxinitrit kdzvetleniil és kozvetve is kdlcsdonhatasba 1éphet az NMDA -
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receptoron 1év§ tiolcsoportokkal, és csokkentheti a receptorok aktivalhatosagat. Az NO® szintén
konnyen reagal szuperoxiddal, és szintén peroxinitritet hoz 1étre. A protonalt peroxinitrit vagy
bomlasterméke, a nitrit, amely maga is igen reakcioképes molekula, a fehérjék tirozincsoportjat
nitrozotirozinna oxidaljak. Ez a folyamat szamos fontos intracellularis fehérje (pl. a Cu/Zn-
SOD, a Mn-SOD, az akonitaz, a citokrom oxidaz (mitokondridlis komplex 1V)) aktivitdsanak
megvaltozasahoz vezet.

Az NO fokozhatja a fehérjék ADP-ribozilacidjat kozvetleniil (Brune és Lapetina, 1989,
Dimmeler és Brune, 1992; Kots és mtsai. 1992) vagy a poli-ADP-rib6z polimeraz (PARP)
serkentésén keresztiil (Williams és mtsai, 1992). Az ADP-ribozilacié pedig tobbek kozott az
enzimek aktivitasat és fehérjék funkciojat modositja.

2.3.5. A nitrogén-monoxid szerepe a neurotoxicitisban

Az akut és a kronikus neurologiai és pszichiatriai megbetegedésekben fontos szerepet
jatszik a glutamaterg neurotranszmisszid. Felismerték, hogy a KIR-ben a neuronpusztulas
legfobb oka a glutamat lehet, elsdsorban az NMDA-receptorok aktivalasa révén (Choi, 1988;
Meldrum és Garthwaite, 1990). Az excitotoxicitas tanulmanyozasakor igen fontos 1épés volt
annak felismerése, hogy az NO szerepet jatszhat az NMDA-receptor-medialt neurotoxicitdsban
csakugy, mint az NMDA-receptorok élettani miikddésében (Garthwaite és Boulton, 1995).
Azonban az NO szerepe az NMDA-receptorok altal kozvetitett neurotoxicitasban nagyon
ellentmond6. Mar a korai tanulmanyokban fontos szerepet tulajdonitottak az NO-nak az
NMDA -kivaltotta idegsejtpusztulasban (Dawson és mtsai, 1991a,b, 1993). Mas tanulmanyok
azonban ezt nem erdsitették meg sem in vitro, kortikalis neurontenyészeten (Demerle-Pallardy
¢és mtsai, 1991; Hewett és mtsai, 1993), sem pedig in vivo érelzarodas utani allapotban (Buchan
és mtsai, 1994). Huang és mtsai (1994) szerint az agyi vérellatasi zavarokban az NMDA-medialt
idegsejtpusztulas soran a sejthalal f6 okozoja az NO fokozott termelédése. Knock-out egerekbol
szarmazo6 sejtkultirakban, ahol az nNOS nem expresszalodott, azt talaltak, hogy az idegsejtek in
vitro rendkiviili mértékben ellenallok voltak az NMDA karosito hatasaval szemben (Dawson és
mtsai, 1996).

Ezek a tanulmanyok mas, példaul az NO-t megkoto, a NOS-t gatlo anyagokkal, vagy NOS
tartalmu idegsejtek kiiktatasaval végzett kisérletekkel egylitt arra mutattak, hogy az NO fontos
szerepet jatszik a neurotoxicitasban (Dawson és mtsai, 1991a,b, 1993, 1996). Néhany modellben
az antioxidansok blokkoljak az excitotoxicitast (Lafon-Casal és mtsai, 1993; Chiueh, 1999).
Transzgenikus allatokon végzett kisérletek bizonyitjak, hogy az NO és az O, egyiittes jelenléte
sziikséges a neurondlis toxicitdshoz. Ha fokoztdk a szuperoxid-dizmutaz (SOD) expressziojat,
amely a szuperoxidgyokoket eltavolitia ¢és megakadalyozza a peroxinitrit képzodését,
csokkenteni lehetett az iszkémias neuronpusztulast (Kinouchi és mtsai, 1991). A SOD
hianyaban viszont fokozodik a peroxinitrit-képzddés, csokken a mitokondridlis respiracio, nem
mikodik a mitokondrialis protonpumpa, megsziinik a bels6 membranpotencial, nincs ATP-
szintézis a mitokondriumokban (Bonfoco és mtsai, 1995; Lipton és mtsai, 1997). Ugy tartjak,
hogy a sejthalal bekdvetkezésének legfobb oka a sejt energiakészletének kimeriilése valamilyen
okbdl, példaul iszkémia, hipoxia, hipoglikémia miatt. Az NO sulyosbitja az energiahianyt, mert
csokkenti az oxidativ foszforilaciét és a mitokondrialis enzimek (a NADH-ubikinon
oxidoreduktaz, a szukcindt-koenzim Q oxidoreduktaz, a citokrom oxidaz) aktivitdsat gatolja
(Bredt, 1999, Stamler, 1994, Drapier és Hibbs, 1996, Brown, 1995). Az indukélhat6 NOS jelen
van a mikroglidban ¢és az asztrocitakban, igy patologias koriilmények kozott (pl. agyi
iszkémiaban) jelent6s mennyiségii NO szabadulhat fel ezekbdl a sejtekbdl is (Nowicki és mtsai,
1991). Mindezek a tények azt sugalljak, hogy a fokozott NO-szintézis szerepet jatszik a
neurodegenerativ korképek patogenezisében is. Azonban az NMDA-receptorok altal kozvetitett
sejtpusztulds a nitrogén-monoxid hatasa nélkiil is 1étrejon, és a nitrogén-monoxid termelddés
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onmagaban nem elegendd az idegsejtek elpusztitdsdhoz. Tokita és mtsai (1996) agykérgi
neuronok tenyészetén végzett kisérleteik eredményeibdl is arra az allaspontra jutottak, hogy az
NO toxikus hatasanak kifejtéséhez az NMDA-receptorok parhuzamos aktivalasa sziikséges.

2.3.6. A nitrogén-monoxid neuroprotektiv hatasai

Az agyi vérellatasban és a sejtek kozotti kommunikécioban betdltott szerepe mellett in
vitro €s in vivo eredmények bizonyitjdk, hogy az NO hatasos antioxiddns. A fém-ionok
generalta  hidroxilgyokok  (*OH)  Fenton-reakcion  keresztiili ~ szupresszalasaval, a
lipidperoxidaci6 lancreakcidjanak felfiiggesztésével, a redukalt glutation antioxidans
potencialjanak megemelésével és a cisztein protedzok gatlasaval az NO ledllitja az oxidativ
stresszt az agyban. Az NO hatastalanitja az igen reaktiv gyokoket a szuperoxid-aniont: (O,"),
[0," +NO® = (ONOO") —-»NO57], a mar emlitett hidroxilgyokot [OH® +NO* = (HONO) —-NO;],
a peroxil-lipidgyokét [LOO® + NO® = LOONOT] és a tiilgyokoket (pl. GS®), [GS*+NO* =
GSNO]. Reakcidjukbol kiilonbdzé nitrogénvegyiiletek (nitrit, nitrat), S-nitrozoglutation és
peroxinitrit képzédhet. A GSNO sokkal hatdsosabb antioxidans, mint a GSH, és képes a
peroxinitrit peroxidativ hatdsanak teljes megsziintetésére (Chiueh, 1999). Az NO aziltal is
protektiv lehet, hogy megvaltoztatja a ras-proteinek GTP-GDP kicserélé mechanizmusat, igy a
MAP-kindz utvonala aktivalodik, amely a sejtek tulélését segiti elé (Lander és mtsai, 1997, Xia
¢és mtsai, 1995).

2.3.7. A nitrozoglutation

Az NO mint neurotranszmitter vagy neuromodulator a képzodés helyérél a
koncentraciogradiensnek megfeleléen konnyen diffundal a sejtmembranon keresztiil. Az NO a
korabban bemutatott adatok alapjan kozvetleniil reakcioba léphet fehérjék és peptidek cisztein
oldallancaval, a vas-hemmel, a szuperoxid anionnal €s az oxigénnel (Stamler és mtsai, 1992b).
Mivel féléletideje nagyon rovid, gyorsan inaktivalodik. Ezért méar korabban feltételezték, hogy
az NO hosszantartd hatasanak kifejtéséhez valamilyen intermedier sziikséges, ami az NO-t
megkéti és a célsejtekhez szallitja (Stamler és mtsai, 1994). Ugy vélik, hogy a sejtekben ezt a
funkciét a nitrozotiolok latjak el. Ezt a feltevést igazolja, hogy az NO kotott formaban
legnagyobb mennyiségben nitrozotiolok, féleg S-nitrozoprotein (pl. S-nitrozo-szérum-albumin)
formajaban van jelen (Stamler és mtsai, 1992b). Az S-nitrozoglutationt izolaltdk az emberi
tiidébronchusok mosofolyadékabol is, ahol koncentracidja elérheti a mikromolos tartomanyt
(Gaston és mtsai, 1995). Ha neutrofil leukocitakat gaz halmazallapoti NO-val kezeltek, akkor a
sejtfeltaras utan szintén GSNO-t lehetett izolalni. Feltételezik, hogy a GSNO intermedier részt
vesz a leukocitak aktivalasaban (Clancy és mtsai, 1994).

Az NMDA -receptorok aktivalasa NO-felszabadulast valt ki kisagyi szemcsesejtekben és
mas NOS-t tartalmaz6 neuronokban (Garthwaite €s mtsai, 1988). Mivel az intracellularis szabad
tiolok koncentraciéja meglehetdsen magas, példaul a GSH-¢ idegsejtekben és az asztrocitakban
millimélos (Chen és mtsai, 1989), extracellularisan pedig mikromdlos koncentracioban van
jelen (Zéngerle és mtsai, 1992), az NO ismert reakcioi révén nagy eséllyel reagalhat a GSH-val.
gy az NMDA-receptoraktivaciot kovetden extra- és intracellularisan is képzédhet GSNO.
Kluge és mtsai (1997) valoban kimutattadk a GSNO-t cerebellumbol. Azt is bizonyitottak, hogy a
GSNO mennyisége megndvekedett, amikor glutamattal vagy NMDA-val kisagyi szdvetszeletet
inkubaltak. Ezek az adatok azt igazoljak, hogy a kozponti idegrendszerben is képzédik GSNO,
és feltételezhetjiik, hogy a GSNO a GSH-hoz hasonl6an felszabadulhat idegsejtekbdl, illetve az
extracellularisan képz6dott GSNO kozvetleniil kapcsolddhat extracelluléris fehérjékhez.

A GSNO aerob koriilmények kozott az NO és a GSH reakcidjabol jon 1étre. A GSNO
GSH-val reagalhat, amibdl dinitrogén-oxid és GSSG keletkezik. Mind aerob, mind anaerob
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feltétel mellett a nitroxil-ion intermedier lehet a dinitrogén-oxid szintézisében, de aerob
koriilmények kozott a nitroxil-ion peroxinitritet is generalhat. GSNO azonban transznitrozilacios
folyamatok végterméke is lehet. Feltételezik, hogy a foszforilaciés és a defoszforilacios
mechanizmusokhoz hasonldéan, a transznitrozilacid 1is szerepet jatszhat a fehérjék
poszttranszlacios szabalyozasaban.

Az S-nitrozotiolok széleskorti  biologiai aktivitdssal rendelkeznek, ilyenek az
antimikrobialis hatas (De Groote és mtsai, 1995), a vazodilatacio (Kowaluk és Fung, 1990), a
vérlemezke-aggregacio gatlasa (Hirayama és mtsai, 1999), a bronchodilatacié (Bannenberg és
mtsai, 1995) és a bélmotilitas gatlasa (Slivka és mtsai, 1994). A GSNO hatéasos antioxidans
tulajdonsadga miatt in vivo megvédi a dopaminerg neuronokat a hidroxilgyok altal indukalt
oxidativ stressztdl. A GSNO ¢és az NO az atmeneti fémek 4ltal stimulalt hidroxil- és mas
szabadgyok képzodését akadalyozhatja meg. A lipidperoxidacio leallitdsaval, a glutation
antioxidativ potencialjanak megemelésével, az agyi neurotrop faktor (BDNF) protektiv
hatasanak kozvetitésével ¢és a cisztein-protedzok gatlasaval megakadalyozhatja a
neurodegeneraciot. igy a GSNO sokkal erésebb antioxidans, mint a klasszikus antioxidans GSH
(Chiueh és Rauhala, 1999). Ezek mellett a cisztein-oldallanc GSNO altali S-nitrozilalasa
inaktivalja a kaszpaz-3-at és a HIV-1 proteazokat, amellyel véd az apoptozis €és a neurotoxicitas
karos hatasai ellen is (Chiueh ¢és Rauhala, 1999). Talan ezzel magyarazhaté az is, hogy az
idegrendszerben az NO-t szintetizal6 idegsejtek a legellendllobbak.

A fehérjék transznitrozilacidja mellett azonban egy masik mechanizmus, az Ggynevezett
S-tiolacido (GSNO + R;S™ = RSSG + NO") is fontos szerepet jatszhat a fehérjék miikodésének
modositdsdban. Ebben a reakcioban a GSNO-bol szarmazd glutation vegyes diszulfidot képez
eldszor az oxidativ stressz egyik intracelluldris valaszreakcidjanak tekintették. Ujabb
kisérletekkel azonban azt mutattak ki, hogy ha nitrozotiollal inkubéltak enzimeket, akkor az S-
nitrozilacid mellett S-tiolacié is lejatszodik. Ha NO-val inkubaltak sejteket, akkor is jelentésen
megndvekedett az intracellularis fehérjék S-tiolacidja (Ji és mtsai, 1999; Padgett és Whorton,
1998). Az S-tiolacio stabilabb modositas, mint az S-nitrozilacio, €s irreverzibilis oxidativ
valtozasokat alakithat ki a fehérjék szulthidril oldallancan. Emellett az NMDA-receptorok
hosszantartd gatlasat is okozhatja, ezen keresztiil pedig a toxikus hatasok elleni védelem egyik
fontos pillére lehet.

24. A CISZTEIN

A cisztein a fehérjék endogén épitdeleme és szdmos biologiailag aktiv peptid prekurzora,
példaul az arginin-vazopresszinnek, az oxitocinnak, a szomatosztatinnak és a glutationnak
(Sagara ¢és mtsai, 1993; Dringen ¢és mtsai, 1999). Inorganikus szulfatot szolgaltat a
detoxifikacios reakciokhoz (Heafield és mtsai, 1990), igy neuroprotektiv hatasa is lehet
(Miyamoto és mtsai, 1989). Az idegsejteket azaltal is megvédi, hogy komplexalja a nehézfém-
ionokat, igy meggatolja azok vér-agy gaton keresztiili bejutasat az agyba (Bradbury és Deane,
1993). Mivel a cisztein agyszeletekbSl depolarizacioval Ca®'-fiiggé moédon felszabadul,
neuromodulatorként is miikddhet (Keller és mtsai, 1989; Zangerle és mtsai, 1992) serkentve a
neuronok mikodését (Olney ¢és mitsai, 1990c). Azonban nagy mennyiségben juttatva az
agyszovetbe a glutamathoz hasonléan az L-cisztein is toxikus. Agykdarositd hatasa az
egyedfejlodés olyan szakaszaban 1évo allatoknal jelentkezik elsésorban, amelyeknél a vér-agy
gat még nem fejlodott ki teljes mértékben (Karlsen és mtsai, 1981). In vitro mar mM-os
koncentracioban idegsejtdld hatassal rendelkezik (Klingman és Choi, 1989). A cisztein
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viselkedési zavarokat is kivalt (Sharpe €s mtsai, 1975). A cisztein toxikus hatdsai szerepet
jatszhatnak szamos neuroldgiai korkép patogenezisében, igy az amiotrofids lateral
szkler6ziséban (ALS), a Parkinson- és az Alzheimer-koréban (Heafield és mtsai, 1990) és a
Hallervorden-Spatz betegségében (Perry és mtsai, 1985), valamint a hipoxids, a hipoglikémias
és az iszkémias allapotokban keletkezd sériilésekben (Olney, 1993; Lehmann és mtsai, 1993;
Schurr ¢és mtsai, 1993; Slivka és mtsai, 1993). Annak ellenére, hogy az L-cisztein
idegsejtkarositod hatasai tobb, mint két évtizede ismertek, a toxicitds pontos mechanizmusat még
ma sem ismerjik (Olney ¢€s mtsai, 1990c). Toxikus hatasa feltehetéen csak thalzott
felszabaduldsa esetén mutatkozik, hiszen fiziologias koncentracioban minden €16 sejtben
eléforduld épitéelem. Az L-cisztein agyi iszkémiaban foleg a gliabol keriilhet nagy
mennyiségben az extracellularis térbe, a glutation felszabadulasat és hidrolizisét kdvetden a y-
glutamil-transzferaz enzim (y-GT) hatasara (Li és mtsai, 1999). Ilyen esetben a cisztein gyorsan
kialakul6 idegsejtkarosodast hozhat létre viszonylag nagy agyteriileteken (Olney és mitsai,
1990c¢). Paradox moddon a kisebb koncentracidban adagolt L-cisztein egy lassabban kifejlodo, de
sokkal pusztitobb és az agy szamos teriiletén megjelend (agykéreg, hippocampus, nucleus
caudatus és talamusz) karosodast idéz el6. A legsebezhetdbbek az agykéreg €s a hippocampus
idegsejtjei (Puka-Sundvall és mtsai, 1995). Vemhes patkdnyoknak a vemhesség utolso
szakaszaban adagolva Olney ¢és mtsai (1990c) a magzati agyban szintén mikroszkdpos
elvaltozasokat tapasztaltak. Mivel a cisztein okozta idegsejtpusztulast az NMDA-receptor-
antagonista D-2-amino-5-foszfonopentanoat (D-APS5) adagolasa kivédte, azt feltételezték, hogy
az L-cisztein neurotoxikus hatasat az NMDA-receptorokon fejti ki. Farmakologiai vizsgalatok
alapjan viszont a cisztein csak gyenge NMDA-receptor-agonista hatdssal rendelkezik, éppen
ezért az NMDA-szer(i toxicitdsa nem magyarazhat6 teljes mértékben. Feltételezték, hogy az L-
cisztein redukalja az NMDA-receptor-ionoférokban 1évé funkcionalis diszulfidcsoportokat, és
ezaltal modositja az NMDA-receptorok miikodését (Olney és mtsai, 1990c; Olney, 1993). Ezek
alapjan egyfajta szinergizmus létezhet az L-cisztein és a glutamat hatasa kozott (Puka-Sundvall
és mtsai, 1995). Masok adatai alapjan az L-cisztein fémionokkal alkotott komplexei szabad
oxigéngyokok és hidrogén-peroxid keletkezését katalizalhatjak (Plaitakis és mtsai, 1988). A
cisztein a GSH-hoz hasonléan reagalhat az NO-val, €s S-nitrozocisztein (cys-NO) képzodhet. A
cisztein-NO nitrogén-monoxidot szabadithat fel, amely szabadgyokokkel (pl. szuperoxiddal)
reagalva toxikus peroxinitritet (OONQO™) general koros koriilmények kozott. Ezt a feltételezést
az tdmasztja ala, hogy szuperoxid-dizmutaz jelenlétében lényegesen kisebb mérvii a cys-NO
sejtkarositd hatasa (D’Emilia és Lipton, 1999), mivel a SOD megakadalyozza, hogy a cys-NO
hasadasabol keletkezett NO* a reaktiv oxigénnel toxikus hatast reakcioba 1épjen. Tovabba SOD
jelenlétében a cys-NO gatolja az NMDA-val kivaltott neuronalis Ca*-aramot, ami az NMDA-
receptor kdzvetitette toxicitas eldfeltétele (Brorson és Zhang, 1997; Lipton és mtsai, 1993a).
Elettani koriilmények kozott, SOD jelenlétében, ha az NMDA-receptorok ingerlése Ca®'-
bearamlast valt ki és a NOS aktivalasaval NO keletkezik, akkor cys-NO képzésével, kis
koncentraciéban az L-cisztein protektiv hatasu lehet. Fiziologias esetben tehat finom egyenstly
all fenn a neurondlis glutamat és az NO, valamint az idegi és a glidlis L-cisztein mint
kotranszmitter vagy neuromoduldtor felszabadulasa kozott, ami hozzajarul az NMDA-
receptorok normalis aktivacidjahoz az idegsejtek karositasa nélkiil.

A fenti lehetséges mechanizmusok mellett az L-cisztein toxikus oxidalt termékekké
alakulhat, példaul ciszteinszulfinsavva (CSA), ciszteinsavva és S-szulfociszteinné (Olney és
mtsai, 1975). Ezek a ciszteinszdrmazékok mind az ionotrop, mind a metabotrop
glutamatreceptorokon hathatnak (Lehmann €és mtsai, 1993; Patneau és Mayer, 1990; Porter és
Roberts, 1993), és kozvetithetik az L-cisztein toxikus hatasait (Olney és mtsai, 1972). Mas
excitotoxikus vegyiiletek (pl. az L-cisztein-S-szulfat) csak nagy koncentracidoban valthatnak ki
toxikus hatasokat (Olney és mtsai, 1990c). Az L-ciszteinszulfinsav effektiv agonista hatassal
rendelkezik a serkentd aminosav ionotrop és metabotrop receptorokon (Récasens és mtsai, 1981;
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Griffiths, 1990). Gatolja a glutamat felvételét (Récasens és mtsai, 1981, Griffiths és mtsai,
1989), vagy foszfolipaz-D-hez kapcsolt sajat receptorain keresztiil is hathat (Boss és mtsai,
1994).

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a cisztein (1 mM) jelentdsen fokozta a
radioaktiv glutamatfelszabadulast hippocampalis szOvetszeletb6l, amelyet elézetesen tricialt
glutamattal inkubéltunk. A K'-depolarizacidval kivaltott glutamatfelszabadulast szintén tovabb
fokozta (V./ 5.abra). A kisagyi szemcsesejteken szintén novelte a glutamat, a D-aszpartat, de
nem befolyasolta a glicin felszabadulasat. Potencirozta a K' és a glutamat altal kivaltott D-
aszpartat felszabaduldsat. A glutamat és a cisztein altal kivaltott D-aszpartat felszabaduldsat az
NMDA- ¢és a nem-NMDA -receptor-antagonistak csokkentették. A cisztein tehat dnmagéban is
kivalthat glutamat- vagy aszpartat-felszabadulast, és potencirozza az NMDA-receptor-
ligandumok transzmitter felszabadito hatasat.
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3. CELKITUZESEK

A GSH altalanos szabadgyokfogdé molekula, szamos redox reakcioban és detoxifikalo
mechanizmuban vesz részt, amelyek révén fontos sejtvédé funkcioval rendelkezik. A kdzponti
idegrendszerben az ionotrop glutamaterg receptorokkal kolcsonhatva az intercellularis jelatvitel
modositasaval szamos élettani folyamatot moduldlhat. A GSH reagalhat a rovid életidejii, gaz
halmazallapoti neuromodulator és neurotranszmitter NO-val is és glutation-nitrozotiol (GSNO)
képzodik beldle. Mivel a GSNO leadja az NO-t, igy annak ¢életideje lényegesen
meghosszabbodhat. Feltételezziilk, hogy a GSNO a GSH-hoz hasonléan a glutamaterg
receptorokhoz kotodhet és ott az NO-t ,,célzottan” leadhatja a receptorokon. Ehhez azonban
bizonyitani kell azt, hogy a GSNO kolcsonhat a glutamatreceptorokkal. Kisérleti eredmények
arra is ramutatnak, hogy a GSH nemcsak a glutamatreceptorokkal képes kdlcsonhatni, hanem
mas, talan sajat receptoron keresztiil is befolyasolhatja az idegsejtek miikodését. Nincs azonban
megnyugtatéan bizonyitva a GSH-receptor Iétezése. Nem ismert a feltételezett
glutationreceptorok szerkezete és miikodése sem. Nincs kelléen karakterizalva a receptorfehérje
és a GSH-ligandum kolcsOnhatasa. Az sem tisztazott teljes mértékben, hogy a GSH-t alkotd
cisztein, hogyan és miért fejt ki toxikus hatast a kdzponti idegrendszerben.

Ezért az alabbi kérdések megvalaszolasat tiztem ki célul:

1.) Szerepet jatszhat-e a GSH és az NO° reakcidja sordan keletkezd endogén nitrozotiol
GSNO az ionotrop glutamdatreceptorok szabalyozasaban?
2.) Hogyan jellemezheté a GSH feltételezett kétohelyének és ligandumanak kélcsonhatdasa
az agykérgi szinaptikus plazmamembranban ?
3.) Kolcsonhatnak-e az ionotrop és metabotrop glutamdtreceptorok ligandumai a
feltételezett glutationreceptorral?
4.) Kolcsonhat-e a GSNO a feltételezett glutationreceptorokkal?
5.) A GSH-molekulaban talalhato aminosavak koziil melyik/ek jatszik/anak szerepet a peptid
és a receptor kolcsonhatasaban?
6.) A receptorfehérje mely aminosav-oldallancai vesznek részt a receptor és a peptid
kélcsonhatdasaban?
7.) Hogyan befolydasolja a glutation e sajat feltételezett receptoraihoz valo kétodését a
membranproteinek ciszteinil-oldallancainak redox allapota?
8.) Mikent fejti ki az L-cisztein idegsejt-karosito hatasat?
a.) Befolydasolja-e az ionotrop glutamatreceptorok aktivalasaval kivaltott neuronalis
valaszt?
b.) A cisztein tiolcsoportianak redukalo és fémionokat komplexalo sajatsaga szerepet
jatszik-e az ionotrop glutamatreceptorok altal kozvetitett neurotoxicitasaban?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. PREPARATIV ELJARASOK
4.1.1. Kisérleti allatok

A kotédésvizsgalatokhoz vagohidi sertések agykérgét hasznaltuk fel szinaptikus
plazmamembran preparalasahoz. Kisagyi szemcsesejteket 7 napos Wistar patkdnyok agyabol
tenyésztettiink. A kisérleti allatok felhasznélasat és a kisérleteket az egyetemek Etikai
Bizottsaganak elozetes engedélyével végeztiik.

4.1.2. Szinaptikus plazmamembran preparalisa

A vagohidi sertések agyszovetének disszekciojat, szallitasat és a kiilonb6zo szubfrakciok
preparalasat 0-4°C-on végeztik. A friss agyszovetr6l az agyhartydkat eltavolitottuk €s az
agykérget elvalasztottuk a fehérallomanytol. A kérget tizszeres térfogatu 0,32 M-os szacharéz
oldatban tiveg-teflon potterrel 800 rpm-mel homogenizaltuk. A homogenizatumot 1000 g-vel 10
percig centrifugaltuk. Ezzel a centrifugalassal az agyhartyamaradvanyokat, a vérereket, valamint
a fehérallomany és a mitokondriumok egy részét tavolitottuk el. A feliiluszot 6sszegyijtottiik és
20 000 g-vel 20 percig centrifugaltuk, majd az tiledéket (P2) 40 ml 0,32 M-os szachar6zban
finoman felszuszpendaltuk és —20 °C-on taroltuk a plazmamembran prepardlasanak napjaig
(Cotman és Taylor, 1972). A szinaptikus plazmamembran eldallitasahoz a P2 frakciot lassan
felolvasztottuk, 0,8 M-o0s szachardzoldatra rétegeztiik és 8 000 g-vel 20 percig centrifugaltuk. A
0,8 M-os frakciot, amely a szinaptoszoma-frakciot tartalmazta, fecskendovel leszivtuk, majd
0,9%-0s KCl-oldattal 6sszekevertiik és 30 000 g-vel 20 percig centrifugaltuk. Az igy kapott
iiledéket negyvenszeres térfogati desztillalt vizben felszuszpendaltuk (ozmotikus sokk) és
48 000 g-vel 20 percig centrifugéltuk. A kapott iiledéket 50 mM-os Tris-acetat pufferben (pH
7,4) felszuszpendaltuk és a mar el6zbleg elkészitett 1,2-1,0-0,8 M-os diszkontinuus szachar6z-
gradiensre rétegeztiik, majd kilengdrotorban 63 000 g-vel 45 percig centrifugaltuk. Az 1,0 és 1,2
M-os szachardzréteg hataran Osszegylilt szinaptikus frakciot fecskendével leszivtuk és —20°C-on
taroltuk a kisérlet napjaig. A kisérlet napjan a szinaptikus plazmamembrant tartalmazoé oldatot
lassan felolvasztottuk. El6szor 0,9 %-os KCl-oldattal 6sszekevertiik, és 48 000 g-vel 20 percig
centrifugaltuk, majd az igy kapott iiledéket desztillalt vizben szuszpendaltuk fel, és 20 000 g-vel
20 percig centrifugaltuk. Az tiledéket 50 mM-os Tris-acetat pufferben (pH 7,8) homogenizaltuk,
és 37°C-on 20 percig inkubaltuk. Az oldatot hiités utan lecentrifugaltuk (48 000 g, 20 perc),
majd az iiledéket immar a kisérlethez hasznalt pufferben homogenizaltuk és kétszer
centrifugaltuk (48 000 g, 20 perc). Ez a kezelés azért volt sziikséges, hogy az endogén
ligandumokat (glutamat, aszpartat, glicin) eltavolitsuk.

4.1.3. Kisagyi szemcsesejttenyésztés

A kisagyi szemcsesejteket 7 napos Wistar patkanyokbol tenyésztettik Holopainen és
Kontro (1988) modszere szerint. A sejteket tripszinnel izolaltuk, majd tripszin inhibitort és
deoxiribonukleazt tartalmazo oldatban (a sériilt sejtek DNS-ének lebontasara) disszocialtuk.
Centrifugalas utan a sejteket Dulbecco eszencialis médiumban szuszpendaltuk, ami FCS-t (fetal
calf serum, 10%), K'-ot (a sejtek megfelelé szaporodasahoz, 25 mM), gliikozt (30 mM), p-
amino-benzoatot (7 uM), inzulint (100 mU/l) és gentamicint tartalmazott. A sejteket ezutan
polilizinnel bevont edényben tenyésztettik (a gliasejtek szaporodasanak gatlasara). A

33



Anyagok és modszerek

tenyészethez 48 ora elteltével 40 uM citozin-arabindzt adtunk 24 6rara. A kalciumfelvételt 8 nap
mulva vizsgaltuk.

4.1.4. A membranfehérjék kémiai modositisa

A fehérjék kémiai modositasanak alapja az aminosav-oldallancok funkcids csoportjai és a
modositoszer kozti kovalens kotés kialakuldsaval jard specifikus reakcid. A modositast
sejttenyészeteken, expresszalt receptoralegységeken €s az altalunk hasznalt tisztitott szinaptikus
plazmamembranon is el lehet végezni. Ez utobbi azért lehet alkalmas, mert a P2 (mitokondrialis-
szinaptoszomalis) frakciobol nyert szinaptikus plazmamembran-preparatumban talalhatok
legnagyobb szamban a neurotranszmitter-receptorok. A modositas hatasat elektrofizioldgiai
vizsgalatokkal és radioaktiv ligandumokkal végzett kotodésvizsgalatokkal Iehet ellendérizni. Ha
a modositas utdn a vizsgdlatban kotodésgatlas vagy kotddésfokozodas figyelheté meg, akkor
arra kovetkeztethetiink, hogy az adott oldallanc részt vehet a ligandum kotésében. Teljes
bizonyossagot azonban akkor kaphatunk, ha un. protektiv kisérletekben a modositast a
specifikus ligandum jelenlétében végezziik el.

Ha a kérdéses oldallanc kozvetleniil részt vesz a ligandum kotésében, akkor a ligandum
elfoglalja a kotohelyet, a modositészer mar nem fér hozza, igy a kotodésgatlas elmarad vagy
csokken. Ha a specifikus ligandum jelenlétében is fennall a kotodésgatlas, akkor a vizsgalt
aminosav modositasa allosztérikusan hat. Nagyon fontos azonban a reakciokoriilmények
(modositészer-koncentracio, fehérjekoncentracio, inkubalasi id6 és hémérséklet, pH, pufferek)
pontos meghatarozasa, ugyanis egy adott modositészer mas koriilmények kozott mas
aminosavval is kialakithat kovalens kotéseket. A mddszer elénye, hogy a nativ receptorok
szerkezetét vizsgaljuk vele. A nativ receptorokon végzett vizsgalatok és a molekularbiologiai
eredmények egyiittesen teszik lehetové a receptorok szerkezet-funkcid Osszefiiggéseinek
pontosabb feltarasat.

4.1.4.1. A ciszteinil-oldallancok kémiai modositasa

A ciszteinil-oldallancok oxidéalasdhoz a szinaptikus plazmamembrant 1,0-1,5 mg/ml
koncentracioban hasznaltuk. Az oxidalast kiilonb6zo koncentraciojit DTNB-vel és
dittiodipiridinnel (DDP) végeztiik 37°C-on, 15 percig, razéinkubatorban. A moédositoszereket
frissen készitett abszolut etanolos torzsoldatbol mértiik be. A kontroll membranfrakciot
modositoszer hozzaadasa nélkiil, azonos mennyiségli alkohollal inkubaltuk. A plazmamembran
DTNB-vel valé modositasat a kotddési vizsgalathoz hasznalt pufferben (50 mM Tris-acetat, pH
7,4) végeztik (Ellman, 1959), a DDP esetén 50 mM KHCO;3-HCI (pH 8) puffert hasznaltunk
(Grassetti, 1967). A kémiai reakciot hideg puffer hozzaadasaval és centrifugaldssal (48 000 g,
20 perc) allitottuk le, majd tovabbi két centrifugalassal eltdvolitottuk a feleslegben maradt
modositoszert. A protektiv kisérletekben a receptor kotohelyeinek lefedésére a modositoszer
hozzaadasa eldtt a plazmamembran-frakciot 1 mM GSSG-vel elokezeltiik.
on, 30 percig, razdinkubatorban, a kotdédésvizsgalathoz hasznalt pufferben (pH 7,4) (Matthews
és mtsai, 1991). A NEM-et frissen készitett 100 mM-os desztillaltvizes torzsoldatbol mértiik be.
Az alkilalasi reakciot hideg puffer hozzaadasaval és centrifugalassal (48 000 g, 20 perc)
allitottuk le. Az alkilaloszer feleslegét tovabbi puffer hozzaadéasaval és kétszeri centrifugalassal
tavolitottam el. A protektiv kisérletekben a modositdst megelézd 15 percig 1mM GSSG-vel
eléinkubaltuk a membranfrakciot.

A ciszteinil-oldallancok modositasat fenilizotiocianattal (PITC) a DDP-vel torténo
modositashoz hasonloan végeztiik. A PITC-et alkoholos torzsoldatbol mértiik be. A modositast

50 mM KHCO3-HCI (pH 8) pufferben 37°C-on, 15 percig, razoéinkubatorban végeztiik (Edman,
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1959). A reakciot centrifugalassal allitottuk le, majd a modositoszer feleslegét tovabbi kétszeri
centrifugalassal tavolitottuk el.

ocC o’ NO, Co”

) 2 - 2
(€0)
pHE>7.0 2
O2 —S—S— NO2 —> + HS— NO2

DTNB . ,
tionitrobenzoat

—Q —n—un—

H, O

R—NH—CH—(C—R,

tionitrobenzoil szarmazék

4. abra. Az 5’5-dithio-bis-nitrobenzoat (DTNB) reakcidja ciszteinnel.
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= =
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4'4-ditiodipiridin tiopiridin

5. abra. A DDP reakcioja ciszteinnel.

N-etilmaleimid szarmazék

6. abra. N-etilmaleimid reakcioja ciszteinnel.

35



Anyagok és modszerek

CH, I i
‘ C _
SH H =
S T
PITC
7. abra. A PITC reakcioja ciszteinnel.
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8. abra. A PITC reakcidja lizillel.

4.1.4.2. A diszulfidhidak redukdldsa

A plazmamembranban 1évo diszulfidhidak redukalasara ditiotreitolt (DTT) alkalmaztunk.
A DTT-t desztilldltvizes torzsoldatbél mértik be. A DTT-vel 37°C-on, 15 percig,
razdinkubatorban végeztiik az inkubalést, a kotddésvizsgalatokhoz hasznalt 50 mM-os Tris-
acetat (pH 7,4) pufferben (Cleland, 1964). A reakciot puffer hozzdadasa utan centrifugélassal
allitottuk le, majd a folyamatot haromszor megismételtiik a DTT feleslegének eltavolitasara.
Egyes kisérletekben a DTT-vel és a DTNB-vel torténd membrankezeléseket egymast kovetden,
kiiléonboz6 sorrendben kombinaltuk.
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9. abra. A diszulfidhidak DTT 4altali felbontasa.

4.1.4.3. Az arginil-oldallancok médositdsa

Az arginil-oldallancok kémiai modositasakor a szinaptikus plazmamembrant (1,0-1,5
mg/ml) 50 mM KHCO;-HCl (pH 8) pufferben szuszpendaltuk fel. A kiilonb6zd
koncentracidban hasznalt fenilglioxalt (PGO) frissen készitett abszolut alkoholos torzsoldatbol
mértiilk be, és a membrant 25°C-on, 40 percig, rdzoéinkubatorban, sotétben inkubaltuk azzal
(Takahashi, 1968). A kontroll kisérletekben a membrant azonos mennyiségii alkohollal
inkubaltuk. A reakciét puffer hozzdadasa utdn centrifugalassal allitottuk le, majd a PGO
feleslegét tovabbi két centrifugalassal tavolitottuk el.

4.1.4.4. A karboxilcsoportok modositasa

A karboxilcsoportok modositasakor a plazmamembrant (1,0-1,5 mg/ml) foszfat pufferben
(pH 6) szuszpendaltuk fel. Az etil-dimetil-aminopropil karbodimidet (EDC) desztillaltvizes
torzsoldatbol mértiik be. A modositast 37°C-on, 15 percig, razéinkubatorban végeztiik (Yamada,
1981). A reakciot puffer hozzaadasa utan centrifugalassal allitottuk le, majd az EDC feleslegét
tovabbi kétszeri centrifugalassal tavolitottuk el.

4.2. VIZSGALOMODSZEREK
4.2.1. Kotodésvizsgalatok

A kotédésvizsgalatokban a receptor-ionofor és a specifikus ligandumok kolcsonhatasat
vizsgaljuk. A vizsgalatokban egy adott triciummal jeldlt specifikus ligandum kotédését
befolyasoljuk kiilonb6z6 anyagokkal. A kotddési eredményekbdl elsdsorban azt tudjuk
megallapitani, hogy az illeté vegyiilet liganduma-e a receptornak. Bizonyos kisérletekben
ezenkiviil azt is meg tudjuk hatarozni, hogy a kérdéses vegyiilet milyen hatasossaggal aktivalja
vagy gatolja a receptorok mikddését, illetve hogy allosztérikus gatlast vagy serkentést hoz-e
létre. Megfelelden tervezett vizsgalatokkal az esetleges gatlas kompetitiv vagy nem-kompetitiv
jellegére is kovetkeztethetiink. A kotodésvizsgalatokat az altalanosan elfogadott modszer szerint
(Enna és Snyder, 1975) tisztitott szinaptikus plazmamembranon végezhetjiik.
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4.2.1.1. P H]Glutamdtkotédés

A kotodési kisérletekhez a szinaptikus plazmamembrant (200-300 pg/tesztcsd) az endogén
ligandumok eltavolitasa utdn (mosas, inkubalas, centrifugalas) 50 mM Tris-acetat pufferben (pH
7,4) szuszpendaltuk fel a tesztcsdvekben, €s jeges vizfiirdében 10 percig eldinkubaltuk a
tesztelni kivant anyagokkal. Az elinkubalas utan a plazmamembrant 20 nM [*H]glutamattal,
jeges vizfiirdében, razodinkubatorban, 60 percig inkubaltuk. A nem-specifikus kotddés
meghatarozasara 1 mM jel6letlen glutamatot hasznaltunk. A receptor és a ligandumok kozti
dinamikus egyensuly beallta utan a kotdédott és a szabad ligandumot centrifugalassal vagy
szlirési technikéval valasztottuk el. Centrifugalas esetén (27 000 g, 15 perc) (Compton és mtsai,
1990) a feliiluszot leszivtuk, az iiledéket kétszer 4 ml hideg pufferrel ledblitettiik. Az iiledéket
Triton X-100-zal felszuszpendaltuk és desztillalt viz, valamint szcintillacios oldat hozzaadéasaval
készitettiik el a mérésre. A szlirés esetén Brandel (Gaithesburg, MD) filtraciés rendszert
hasznaltunk. A kisérleti elegyet Whatman B {ivegszalas szlirOpapirra sziirtilk, majd haromszor
Sml hideg pufferrel Oblitettiik. A szir6papirhoz tapadt fehérjét szintén desztillalt viz és
szcintillacids oldat hozzaadasaval készitettiik eld a mérésre.

4.2.1.2.  PH]Kaindtkotédés

A plazmamembrant a [*H]glutamatkotédés vizsgalatdhoz hasonléan 50 mM Tris-acetat
pufferben (pH 7,4), 200-300 pg/tesztcs6 mennyiségben inkubaltuk elé jeges vizfiirddben, 10
percig a vizsgalandd anyagokkal. A nem-specifikus kotodés meghatarozasara 100 uM jeloletlen
kainatot hasznaltunk. A 20 nM [*H]kainat hozzdad4sa utin a membrant jeges vizfiirdSben, 60
percig inkubaltuk tovabb London és Coyle (1979) mddszerével, majd centrifugalassal (27 000 g,
15 perc) allitottuk le a kotodést. Az tliledéket kétszer oOblitettiik hideg pufferrel, majd Triton X-
100-zal szuszpendaltuk fel. A fehérjeszuszpenzidt itt is desztillalt viz és szcintillacios folyadék
hozzaadasaval készitettiik eld a mérésre.

4.2.1.3. [3 HJ Fluorowillardiin-kotodés

Az AMPA-receptorok specifikus liganduma kotdédésének vizsgalata soran a membrant
(200-300 pg/tesztcsd) 50 mM Tris-HCI pufferben (pH 7,4) a vizsgalandé anyagokkal jeges
vizfiirddben, 10 percig eldinkubaltuk, majd 20 nM [PHJFWD hozzaadasa utan ugyancsak 0°C-
on 40 percig inkubaltuk Hawkins és mtsai (1995) modszere szerint. A nem-specifikus kotddés
meghatarozasahoz ImM glutamatot hasznaltunk. A kotddést centrifugalassal (27 000 g, 15 perc)
allitottuk le, majd az iiledéket jéghideg pufferrel kétszer Oblitettiik. Az {iledék tritonos kezelése
utan a fentiekkel megegyezden készitettiik eld a mérésre.

4.2.14. [ H]CPP-kitédés

Az NMDA-receptorok szelektiv kompetitiv antagonistdjanak kotodési vizsgalatahoz a
plazmamembrant (200-300 pg/tesztcsé) 50 mM Tris-acetat pufferben (pH 7,4) a vizsgalt
anyagokkal jeges vizfiirdSben, 10 percig eléinkubaltuk, majd 10 nM ["H]CPP hozzaadasa utan
25 °C-on 15 percig inkubéltuk A nem-specifikus kotédés meghatarozasara 1 mM nem jelolt
glutamatot hasznaltunk. A kotédést centrifugalassal (27 000 g, 15 perc) éllitottuk le. A
fentiekkel megegyezd kétszeri hideg pufferrel vald 6blités és tritonos kezelés elozte meg a
szcintillacids szdmlalast.
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4.2.1.5. [P H]Dizocilpin-kétédés

A glutamat altal aktivalt nyitott NMDA-receptor-ionoforhoz kétddo nonkompetitiv
antagonista dizocilpin kotédésének vizsgalatakor a plazmamembrant (200-300 pg/tesztcsd) 5
mM HEPES-Tris (pH 7,6) pufferben, jeges vizfiirddben, 10 percig eldinkubaltuk a vizsgalt
anyagokkal, és a nem-specifikus kotddés meghatarozasara szolgdlé 30 uM dizocilpinnel. Az
elsinkubaldas utan InM  [‘H]dizocilpint alkalmaztunk, majd 23°C-on, 30 percig,
razéinkubatorban inkubaltuk Reynolds és mtsai (1987) szerint. A kotddést szliréssel allitottuk le.
A Whatman B tipusu {ivegszalas szlirOpapirt a sziirés eldtt 30 perccel 0,1%-os polietilénimin
oldatba aztattam be a nem-specifikus kotddés csokkentése érdekében.

4.2.1.6. FH]Glutation-kitédés

A fentiekkel megegyezd, endogén ligandumoktdl megtisztitott szinaptikus
plazmamembrant (200-300 pg/tesztcsd) Tris-acetat pufferben (pH 7,4) szdmos tesztelendd
vegyiilettel, valamint a nemspecifikus kotddés meghatarozasara szolgalé GSH-val (1 mM) jeges
vizfiirdében, 10 percig eléinkubaltuk. 10 nM [*H]glutation hozzaad4sa utan, a membrant jeges
vizben, 60 percig, razoinkubatorban tovabb inkubdltuk. A kotohely €s a ligandumok kozti
dinamikus allandosag bedllta utan sziirési technikaval allitottuk le a kotodést. A szlirést a
fentiekkel megegyezden végeztiik.

Nativ, kezeletlen membranokon kiviil olyan plazmamembranokon is végeztiink
glutationkotddést, amelyeknek egyes fehérjeoldallancait kiilonb6zé kémiai modositoszerekkel
el6zoleg modositottuk, majd a feleslegben maradt modositoszert tobbszori centrifugéalassal
eltavolitottuk (lasd a membranfehérjék kémiai modositasat). A tovabbiakban a kémiai
modositason atesett plazmamembranon a nativ membranokkal megegyez6 modszert
alkalmaztunk.

A fenti kotodésvizsgalatokban a membranhoz kotodott (szliréssel vagy centrifugalassal
elkiilonitett) radioligandum mennyiségét folyadékszcintillacds szamlélassal hataroztuk meg. A
mintak fehérjetartalmat Lowry és mtsai (1951) modszerével mértiik.

4.2.2. A kalciumfelvétel vizsgalata

A sejtek *Ca®"-felvételét Krebs-Ringer-Hepes pufferben vizsgaltuk, ami a kovetkezéket
tartalmazta (mM): NaCl 126; KCI 5,1; CaCl, 0,81; MgSO4 0,1; NaH,PO4 1,3; HEPES 15; D-
gliikoz 10; pH 7.4 (NaOH-dal bedllitva). Ebben a médiumban a sejteket 10 percig 37 °C-on
el6inkubaltuk, majd 44 MBg/I *CaCl,-ot (0,37-1,5 PBg/kg) adtunk a médiumhoz. Az 1 mM
NMDA-t vagy a 0,1 mM glutamatot a **Ca®"-mal egyiitt adtuk. A Zn’" hatdsanak vizsgalatakor
1 perccel az agonistak (NMDA, NMDA+cisztein) és a radioaktiv Ca’" hozzaadasa elétt 1 mM
ZnCl,y-ot kevertiink a médiumba. Egy masik kisérletsorozatban a sejteket 10 percig 1 mM
ZnCl,-dal elokezeltiik, a médiumot lecseréltiik, és ezutan alkalmaztuk az agonistakat és a
CaCly-ot. A sejteket mindkét kisérletsorozatban 5 percig inkubaltuk a *Ca®" hozzaadasa utan,
majd leszivtuk a médiumot és a sejteket Ca*-mentes, 2 mM EDTA-t tartalmazé KRH oldattal
kétszer leoblitettiik. Végiil 0,4 M NaOH-ban feloldottuk Oket, az oldatot 2N so6savval
neutralizaltuk és 200 pl-es térfogatokbol radioaktivitast hataroztunk meg folyadékszcintillacios
modszerrel. A fehérjetartalmat Lowry €s mtsai (1951) modszerével mértiik.
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4.2.3. Az intracellularis Ca**-szint mérése

Az intracellularis Ca*'-szint mérését Holopainen és mtsai, (1989) modszerével
tiveglemezen tenyésztett kisagyi szemcsesejteken végeztiik. A sejteket BSS pufferral oblitettiik
at, amely a kovetkezOket tartalmazta (mM): NaCl 137; KCI 5,0; CaCl, 1,0; KH,PO4 0,44;
NaHCO; 4,2; 2-(3-hidroxil-1,1-bis(hidroximetil)etil)aminoetan-szulfonat (TES) 20; gliikkoz 10
és 0,1 % BSA, (pH 7.4; 37°C), majd DMSO-ban (2mg/ml) oldott 10 pl fura-2 acetoximetil-
észtert (fura-2/AM) adtunk az 5 ml médiumhoz és 40 percig 37°C-on inkubdltuk vele. A
fluoreszcens méréshez a sejteket lemostuk BSS-oldattal, majd 2 ml BSS-oldatot tartalmazo
hémeérséklet-szabalyozott (37°C) kiivettaba helyeztiik, és folyamatos magneses keverés kdzben
mértiik a fluoreszcenciat 340 (ex.) és 505 (em.) nm-en. Kalibraciohoz a kisérlet végén 1 uM
ionomicint és 0,1 mM MnCl,-ot alkalmaztunk a maximalis, illetve a minimalis fluoreszcencia
eléréséhez. A fura-2-Ca**-komplexre megéllapitott 220 nM K értéket hasznaltuk (Grynkiewicz
és mtsai, 1985) és a szabad Ca*"-koncentracio meghatarozasat a Tsien és mtsai (1982) altal
kidolgozott médszer alapjan végeztiik.

4.3. SZAMOLASI MODSZEREK ES STATISZTIKAI ANALIZIS

A kotédésvizsgalatokat mindig harom parhuzamos mintan végeztiik, és az eredmények
ezek atlagat = S.E.M.-t jelentik. Az atlagértékek kozti statisztikailag szignifikans kiillonbségeket
Student’s t-test segitségével adtuk meg.

Az ICs értékeket a 95 %-0s megbizhatosagi hatdrokkal, a maximalis aktivaciot, a Kp €s a
Bmax értékeket Markwardt-algoritmus hasznalataval, iterativ optimalizacioval hatadroztuk meg.
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5. EREDMENYEK

51. A NITROZOGLUTATION KOLCSONHATASA AZ IONOTROP
GLUTAMATRECEPTOROKKAL

Annak eldontésére, hogy a GSNO kolcsonhat-e a glutamatreceptorokkal, mindenekel6tt
azt kellett bizonyitanunk, hogy sertés agykéregbdl izolalt szinaptikus plazmamembran-frakcio
glutamatreceptort tartalmaz. Ezért el6észor a membranpreparatumban a glutamat, illetve a
glutamatreceptor-csalad specifikus ligandumainak receptorkdtodését vizsgaltuk meg.

Kimutattuk, hogy a tricialt ligandumok: a glutamat, a kainat, az AMPA-analog
fluorowillardiin, az NMDA-nonkompetitiv antagonista CPP mar nanomolos koncentracidban is
kotédnek a plazmamembran receptoraihoz. A ligandumok kotédése reverzibilis, nem jeldlt
glutamattal, illetve glutamat-analogokkal a kotohelyekrdl leszorithatok. A specifikus kotodés a
a kotohelyek telitodési kinetikat mutatnak. A kotddésvizsgalatok eredményeinek kinetikai
analizise alapjan nagy affinitasti (Kp: 20-750 nM) és kis kapacitasti (Bmax: 1-15 pmol/kg fehérje)
specifikus NMDA- és nem-NMDA-kotohelyeket detektaltunk a preparatumban (I./ 2. abra és
11. tablazat).

Korabbi vizsgalatainkban bizonyitottuk, hogy a GSH és a GSSG kolecsonhat a
glutamatreceptorokkal. Jelen munkdban a GSNO mellett alkalmaztuk a peptid redukalt és
oxidalt formajat is annak eldontésére, hogy a GSNO-molekuldban az NO milyen mértékben
valtoztatja meg a GSH affinitasat az egyes glutamatreceptorokhoz. A GSNO, a GSH ¢és a GSSG
gatolta ["H]GLU, a [PH]CPP és [PH]JKA glutamatreceptor-specifikus ligandumkotédését. Az
effektiv.. 50 %-os gatld  koncentracidértekek  (ICsg) az  alacsony  mikromolos
koncentraciotartomanyban talalhatok (I./ 1. dabra és I. tablazat). A glutamatot mindharom
peptid, a GSNO, a GSH ¢és a GSSG hatasosan szoritotta le a kotOhelyekrdl. Ezekben a
vizsgalatokban érthetd6 modon a legnagyobb affinitdst maga a glutamat mutatta, és azt a
GSNO>GSH>GSSG kovette (ICsg értekek: 0,34; 1,50; 1,74; 5,07 uM a felsorolés sorrendjében).
A specifikus antagonista CPP-kotohelyhez szintén hasonld sorrendben mutattak affinitdst a
glutamat és a peptidek (ICsg értékek: 0,76; 2,14; 2,52 és 4,76 uM). A kainatot viszont a glutamat
kb.10-szer hatasosabban szoritja le, mint a jelolt glutamatot, azaz ebben a preparatumban a
ligandum affinitasa a kainatreceptorokhoz magasabb, mint mas receptorokhoz. A GSNO 4,5-
szer hatdsosabban szoritja le a glutamatot a kotShelyekrdl, mint a kainatot. Ugyanakkor a
kainatreceptorokhoz 225-sz6r kisebb az affinitasa, mint a glutamatnak. A peptidek még mM-os
koncentracioban sem szoritjak le kotéhelyeikrél a szelektiv AMPA-receptor-agonista ["H]JFWD-
t. Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a GSNO - hasonldéan a GSH-hoz ¢s a GSSG-hez -
legnagyobb affinitast az NMDA-, illetve a kainatreceptorokhoz mutat. A harom peptid koziil
minden esetben a GSNO rendelkezett a legnagyobb affinitassal a glutamatreceptorokhoz.

Amint korabban mar leirtam, az egyes specifikus kotohelyek telitési kinetikat mutattak. A
tovabbi vizsgalatokban kinetikai analizist végeztiink annak eldontésére, hogy a GSNO azonos
kotohelyekért verseng-e a glutamatreceptor-agonistakkal, illetve -antagonistakkal. Ezekben a
vizsgalatokban 10 pM GSNO jelenlétében a radioaktiv ligandumok koncentraciojat emelve a
receptorok szintén telitdédést mutatnak. Nem valtozott az egyes ligandumokra specifikus
kotohelyek szdma (Bpax), azonban csokkent a kotohelyek affinitasa (Kp). A Kp érték a
radioaktiv glutamatra nézve 3,2-szeresére, a CPP-re 1,5-sz0rdsére, a kainatra pedig 2,2-szeresére
nétt a kontrollhoz képest; a gatlas tehat kompetitiv jellegii ( I./ I1. tablazat). Mindez arra utal,
hogy a GSNO a [*H]glutamat-, a ["H]CPP- ¢és a [*H]kainatreceptorok ligandumfelismeré vagy
ahhoz kozeli helyeihez kotddik. Ezt igazolja az is, hogy a 10 uM GSNO sokkal hatasosabban
szoritja le a jelolt ligandumokat az alacsonyabb, mint a magasabb koncentracidtartomanyaban
(I./ 2. abra).
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A GSNO tehat legnagyobb affinitassal az NMDA-receptorokhoz kotédik. Az NMDA-
receptorral vald kdlcsonhatast az is igazolhatja, ha a peptid fokozza vagy csokkenti a nyitott
NMDA -receptor-ioncsatornahoz a nonkompetitiv antagonista [*H]dizocilpin kotédését. A
GSNO -hasonléan a GSH-hoz ¢és a GSSG-hez- koncentraciofiiggd modon fokozta a
[*H]dizocilpin kotédését. Ebben az esetben is a GSNO bizonyult a leghatisosabbnak. Az
NMDA -receptor-koagonista glicin (10 pM) szintén aktivalta a triciummal jeldlt dizocilpin
kotodését. Tovabba, ha a peptideket a glicinnel egyiitt adtuk az inkubalo elegybe, akkor a
peptidek a glutamathoz hasonloan tovabb fokoztak a glicin hatasat. A GSNO és a GSH, illetve a
GSSG (100 uM) és a glicin (10 uM) hatasa additiv volt (I./ 3. abra). Ezekben a kisérletekben
szintén a GSNO bizonyult a leghatasosabbnak (I./ 3. abra).

Az NO-donorok: a SNAP, a SIN-1 és a nitroglicerin viszont nem befolyasoltak
szignifikansan a ["H]dizocilpin kot6dését. A GSNO hatasat nem befolyasolta az inkubalas alatti
lebomlasa. Igazoltuk, hogy a kotodési vizsgalatok koriilményei kozott az inkubalas ideje alatt
csak minimalis mennyiségii GSH képzddott a GSNO-bol. Amennyiben a kétédésvizsgalatokhoz
hasonlé koriilmények kozott plazmamembran nélkiil inkubaltuk a GSNO-t, akkor a
reakcidelegyben nem tudtuk detektdlni sem a GSH-t, sem pedig a peptidet alkoté aminosavakat.
Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a szinaptikus plazmamembran és a magas inkubalasi
hémérséklet eldsegiti ugyan az NO felszabadulasat, de -tekintve a minimalis GSH-
felszabadulast - a fent leirt hatasokért elsésorban maga a GSNO-molekula tehetd feleldssé (I.).

5.2. A SZINAPTIKUS PLAZMAMEMBRAN GLUTATIONSPECIFIKUS KOTO-
HELYEINEK JELLEMZESE

A GSH glutamatreceptorokon kifejtett neuromodulator szerepének tisztdzasa soran
korabbi eredményeink és mas munkacsoportok elektrofiziologiai kisérletei alapjan felmeriilt,
hogy a GSH mas, esetleg sajat jelatviteli uton/utakon keresztiil is képes a neuronalis aktivitast
befolyasolni. A neurotranszmitterekkel szemben tdmasztott kdvetelmények nagy részének a
GSH is megfelel. Vizsgalataink kezdetén azonban nem alltak rendelkezésiinkre egyértelmii
bizonyitékok arra nézve, hogy a GSH 0nallo receptorral rendelkezik a kozponti
idegrendszerben. Az sem volt ismeretes, hogy a feltételezett GSH-kotohelyek kiilonboznek-e
mas ionotrop ¢és metabotrop glutamatreceptoroktol.

5.2.1. A [’H]GSH-kotédés jellemzoi

Sertés agykéregbél izolalt szinaptikus plazmamembran-preparatumon a ["H]GSH Na'-
fiiggetlen specifikus kotddését mutattuk ki. A kotédés reverzibilis, nemtricidlt GSH-val
kozott- a specifikusan kotodott GSH telitési kinetikat mutatott. Kinetikai analizissel két,
egymastol jelentdsen kiilonb6zo kotdhelyet kiilonitettiink el. Egy nagy affinitasa (Kp: 9,60 +
2,26 uM), kis kapacitast (Bmax: 0,208 £ 0.070 umol/kg fehérje), és egy kis affinitasu (Kp: 1880
+ 330 uM), nagy kapacitasu (Bmax: 13,8 = 1,3 umol/kg fehérje) kotohelyet (IL./ 1. tablazat). A
CaCl, (2,5 mM) mintegy 50 %-kal novelte a specifikus kotddést 0 C°-on, és 180 %-kal 37 C°-
on. Az inkubalo elegy homérsékletének 37 C°-ra torténd emelése 120 %-kal ndvelte a tricialt
GSH kotédését. Megallapithaté tehat, hogy a GSH kotddése Na'-mentes kozegben fiigg a
hémérséklettdl, és amennyiben CaCl, is jelen van az inkubalas soran, akkor a kotddés mértéke
fokozodott.

Kinetikai analizist végezve, a 10 nM tricialt GSH kot6dését a nemjelolt GSH hasonlo
effektivitassal gatolja 0 és 37 C°-on CaCl, nélkiil, €s 37 C°-on CaCl, jelenlétében is (ICso: 2,5;
3,9; 7,4 uM) (11./ 1. abra).
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5.2.2. Glutamatszirmazékok és glutamatreceptor-ligandumok hatisa a [’H|GSH
kotodésére

Mivel a GSH az ionotrop glutamatreceptorokkal kolcsonhat, felvetddott, hogy a
glutamatreceptor-agonistak, illetve -antagonistdk befolyasoljak a GSH kotddését. A kiilonbozo
ligandumok specifikus kotddésének tanulmanyozasdban nagy segitséget jelent a ligandum
analog vegyliletekkel vald leszorithatosaganak vizsgélata. Kiilondsen alkalmas ez a modszer
abban az esetben, amikor azt kivanjuk elddnteni, hogy két ligandum azonos vagy két kiilonb6z6
helyhez kotédik. A tovabbiakban ismertetésre keriil vizsgalatainkban a glutamat, a glicin és a
cisztein, illetve analog vegyiileteiknek a tricidlt GSH kotodésére gyakorolt hatasat teszteltiik.

A glutamatanalogok koziil az L- és D-aszpartdt, a D-glutamat, az L-glutamin és a
kviszkalat 1 mM-os koncentracioban nem befolyasolta lényegesen a ["H]|GSH kotédését.
Gyenge, de szignifikdns gatld hatasa volt az L-glutamatnak, a kinurenatnak és a piroglutamatnak
(IL./ 2. tablazat). Az NMDA-receptorok ligandjai koziil csak a kvinolinat (1 mM) géatolta
szignifikinsan a ["H]GSH kotédését. Az NMDA (1 mM), az l-aminociklobutin-cisz-1,3-
dikarboxilat (0,5 mM), a 3-[(R)-2-karboxipiperazin—4-il-]propil-1-foszfonat (1 mM) és az L(+)-
2-amino-5-foszfonopentanoat (1 mM) nem voltak hatasosak. A glicin (0,5 és 1 mM) és az
NMDA -receptorok glicin-koaktivator helyén hatd vegyiiletek [a (+)-1-hidroxi-3-amino-2-
pirrollidon, az 1-aminociklobutan-karboxilat, a 7-klorokinurenat és az (RS)-(tetrazol-5-il)glicin]
szintén hatastalanok voltak. Egyediil a D-szerin (0,5 mM) gatolta gyengén a kotddést (IL/ 3.
tablazat). A nem-NMDA-receptor ligandumai: a kainat, az AMPA, a 6-ciano-7-
nitrokvinoxalin-2,3-dion (CNQX), a 6,7-dinitrokvinoxalin-2,3-dion (DNQX), a 6,7-
diklorokvinoxalin-2,3-dion (DCQX) ¢és az 5,6-dinitrokvinoxalin-2,3-dion (MNQX) alig vagy
egyaltalan nem szoritottdk le a GSH-t kotohelyeirdl. Az (S)-5-fluorowillardiin és a 6-nitro-7-
szulfamoilbenzol[f]kvinoxalin-2,3-dion (NBQX) 0,5 mM koncentracioban is csak gyengén
gatolta a ["TH]GSH kotédését (IL/ 4. tablazat). Bar a 0,5 mM koncentracioji kvinoxalinok és a
GYKI-53655 novelték a kotddést, azonban ez a kotddésfokozo hatas nagy valosziniiséggel a
dimetilszulfoximinnek (DMSO) tulajdonithatdo, mivel a szerves oldoszer az alkalmazott
koncentracidban dnmagaban is 43 %-kal novelte a kotddést. A metabotrop glutaméatreceptorok
az I, II. és III. csoportjanak agonista és antagonista vegyiiletei koziil csak az L(+)-2-amino-3-
foszfonopropionatnak (L-AP3) volt némi affinitdsa 0,5 mM koncentracioban, az 0sszes tobbi
metabotrop glutamatreceptor-ligand hatastalan volt.

A glutamattranszporteren hatd egyik glutamatanaldég, az 1-aminociklobutan-transz-1,3-
dikarboxilat (trans-ACBD) hatastalan volt, mig egy masik, az ugyancsak glutamattranszporter-
gatld L-transz-pirrolidin-2,4-dikarboxilat (L-trans-2,4-PDC) pedig 36%-kal novelte a kotddést
(IL./ 5. tablazat).

Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a glutation kotédését sem a glutamatreceptor-
agonistak, -koagonistak, illetve -antagonistdk, sem pedig a glutamattranszportert gatld
vegyiiletek nem befolyasoljak lényegesen.

5.2.3. A glicin- és a GABA-receptor-ligandumok hatasa a [3H]GSH kotodésére

Elektrofiziologiai vizsgalatokban az aminosav tipusu receptoragonistak €s -antagonistak
kozil a GABA csokkentette GSH depolarizalo hatasat, ami a GABA direkt vagy indirekt
kolesonhatésat jelentheti a GSH feltételezett receptoraival. Ezért megvizsgaltuk, hogy a GABA-
receptoron hatd vegyiiletek befolyasoljak-e a GSH kotodését. Emellett szamos glicinreceptor-
ligandum hatasat is teszteltiik. Ezen vegyiiletek koziil a GABA, az 5-amino-pentanoat, a f3-
alanin, az L-alanin, az L-szerin, a prolin, illetve maga a glicin sem szoritotta le a tricialt GSH-t a
kotohelyekrol. Ezek az eredmények arrdl tanuskodnak, hogy a glutationk6tdhely nem lehet
azonos sem a GABA-, sem a glicinkotéhelyekkel.
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Tovabbi kérdés volt, hogy a peptidet alkotd6 mas aminosavak milyen szerepet jatszanak a
kotodésben, van-e Kkitiintetett szerepe példaul a ciszteinnek a GSH és a plazmamembran
kolcsonhatasaban. Ezért a tovabbiakban azt vizsgaltuk meg, hogy a cisztein és mas kéntartalmu
analogok hogyan befolyasoljak a GSH kotodését.

5.2.4. A cisztein, a ciszteinszarmazékok és a szulfhidril vegyiiletek hatasa a FH]GSH
kotodésére

Az L-cisztamin, az L-ciszteamin, az L-cisztein, a ditiotreitol, a homocisztein, az
aminometan-szulfonsav 1 mM-os koncentracioban (ebben a sorrenben) szignifikdnsan gatolta a
kotodést (IL/ 6. tablazat). Azonban a cisztein kb. 40-szer gyengébb leszoritészernek bizonyult,
mint a GSH. Annak ellenére, hogy a vegyiiletek hatasos gatld koncentracidja (ICsy értéke) a
magas mikromolos koncentracidtartomanyban talalhatok, affinitasuk nagyobb a GSH-
kotohelyhez, mint a glutamatreceptor-antagonistaké. A ciszteinnél egy szénatommal hosszabb
L-homocisztein 38 %-kal gatolt. Az SH-csoport oxidalasa révén nyert vegyiiletek koziil az
amino-metan-szulfonsav 35%-kal csokkentette a kotodést, az egy szénatommal hosszabb, de
karboxilcsoportot nélkiilozé taurin, illetve a két szénatommal hosszabb taurinanalog
homotaurin, a cisztationin, az L-ciszteinsav és az L-cisztin hatastalan volt. A hipotaurin
gyengén, de szignifikdnsan novelte a kotdédést. A cisztamin viszont igen hatdsos
leszoritoszernek bizonyult. A ciszteinanaldg vegyiiletnek is felfoghatd tiokinurenat viszont
szembetiinG, koncentraciofiiggé aktivalo hatist gyakorolt a [H]JGSH koétddésére (IL/ 6.
tablazat és 2. A. abra).

Mivel a cisztein és a ciszteamin, a redukaldé DTT és a tiokinurenat mind tartalmaz SH-
csoportot igy valoszinil, hogy ezek a vegyiiletek a tiolcsoportjaik révén befolyasoljak a GSH és
a felismer6helyek kdlcsonhatasat. Tehat a ciszteinil-oldallanc vagy az amino-etan-tio struktara
lehet fontos a GSH kotodésében. Tovabbi kérdésiink az volt, hogy elegendé-e dnmagaban a
cisztein, vagy a glutamat, illetve a glicin is sziikséges a kotodéshez.

5.2.5. Dipeptidek hatisa a ["H|GSH kotodésére

A y-L-glutamilcisztein és a cisztein azonos koncentracidban hasonld mértékben csdkkenti
a GSH-kotédést. Az L-ciszteinilglicin viszont kevésbé hatasos. Ugy tiinik tehat, hogy a glutamat
és a glicin nem befolyasolja Iényegesen a GSH kdolcsonhatasat a feltételezett receptorral.
Ugyanakkor, ha a y-L-glutamilciszteinben a ciszteint az SH-csoporton oxidalt ciszteinsavra
cseréljiik, akkor kissé fokozodik a tricialt GSH kotddése, ami arra utal, hogy a cisztein SH-
csoportja mellett a glutamat szerepe sem elhanyagolhatd. Ezt az is alatamasztja, hogy a y-L-
glutamil-GABA ¢és a y-L-glutamil-leucin ugyancsak jelentsen és koncentraciofiiggd modon
novelik a kotodést (I1./ 2.A. abra). A GABA ¢és a leucin 6nmagaban viszont hatéastalan volt. Ez
az eredmény azt sugallja, hogy a GSH-ko6t6 fehérjén esetleg tobb kotdhely is 1étezik, amelyek
egymassal kolcsonhatva befolyasolhatjak a ligandumok k&todését. Az egyes kotdhelyekkel a
peptidet alkoté aminosavak mindegyike vagy csak egy-egy oldallanc jatszhat szerepet. A
kotohelyeket alkotdé aminosavoldallancok csak megfeleld térszerkezetli peptid befogadasara
képesek, és ezek szerkezetiiktl fiiggéen fejtik ki hatasukat a kotofehérjén (pl. a y-D-
glutamilglicin gyengén gatld hatast, de az L-modosulati peptidnek joforman nincs hatasa a
GSH kotodésére (I1./ 7. tablazat)).

5.2.6. A glutationszirmazékok hatasa a [3H]GSH kotodésére

Az 6sszes altalunk vizsgalt GSH-szarmazék leszoritotta a [3H]GSH—t kotohelyérol (11./ 8.
tablazat). A GSH és a GSNO volt a leghatasosabb, 1Csy értékeik az alacsony mikromolos
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tartomanyban talalhatok. A GSNO kb. 5-szor magasabb koncentracioban volt ugyanolyan
hatasos, mint a GSH. Az oxidalt glutation affinitdsa 152-szer alacsonyabb, mint a redukalt GSH-
¢. Ez az adat, valamint az S-alkil-glutation-szarmazékokkal nyert eredmények arra utalnak, hogy
a GSH-molekuldban a cisztein szabad SH-csoportja alapvetden fontos szerepet tolt be a peptid
€s a receptor kolcsonhatasaban. Azonban nem tekinthetd kizardlagosnak az SH-csoport szerepe,
mert példaul a GSNO affinitasa is magas a kotdhelyekhez (II./ 9. tablazat). A GSNO
hatdsossagaban azonban valdsziniileg mas, a mar kordbban részletezett kémiai modifikacios
mechanizmusok is szerepet jatszhatnak, de ennek a kolcsonhatdsnak a természete tovabbi
vizsgalatokat kivan.

A glutation S-szarmazékok koziil a hidrofob oldallanct vegytiletek hatasosabbak, mint a
hidrofil oldallancuak, amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a GSH-k6tohely kozvetlen kdzelében
hidrofob aminosav-oldallancok talalhatok. Mivel a kiilonb6z6 hidrofob tioéter-oldalldncot
tartalmazo GSH-analogok valtozo effektivitassal szoritjak le a GSH-t a kotdhelyekrdl, ezért
ezek az adatok is a térszerkezet fontossagara utalnak a GSH ¢és a fehérje kolcsonhatasaban.

53. A MEMBRANFEI,-,IEI,{J]; AMINOSAV-OLDALLANCAINAK SZEREPE A
GLUTATION KOTODESEBEN

A kompeticids kisérletek eredményei alapjan feltételezziik, hogy a GSH-molekulédban a
ciszteinnek van kitlintetett szerepe a peptid €s a kotdhelyek kolcsonhatasaban. Ez azonban nem
ad felvilagositast a membranfehérje szerkezetérdl és tulajdonsagairdl, de arrdl sem, hogy a
receptorligandum felismerésében a membranfehérje milyen aminosavoldallancai vesznek részt.
Mivel nem ismeretes a fehérje primer szerkezete és az azt kodol6 DNS-szekvencidja sem, ezért
nem tervezhetdk olyan kisérletek, amelyekben a fehérje primer szerkezetét valtoztatjuk meg,
azaz mutaciokkal vizsgaljuk az egyes aminosavak szerepét a receptor funkcidjaban. A
problémat leggyorsabban a fehérjét alkotd aminosavak szerkezetének kémiai modositasaval
kozelithetjiik meg. Az alabbiakban bemutatasra keriilo kisérleteinkben a membranfehérjék
cisztein-, lizin-, arginin-, aszparaginsav- €s glutaminsav-oldallancait kémiailag modositottuk és
azutan vizsgaltuk a [P"H]GSH kotédését.

5.3.1. A tiolcsoportokat és a diszulfidhidakat médositd vegyiiletek hatisa a glutation
kotodésére

A fehérjék térszerkezetének kialakitdsaban az aminosavsorrend mellett a poszttranszlacios
modifikacio révén kialakult diszulfidhidak jatszak a legfontosabb szerepet. A redukaldszerek a
diszulfidkotések felszakitasaval térszerkezeti valtozasokat okozhatnak.

A kortikalis szinaptikus plazmamembran eldkezelése a redukaldé DTT-vel szignifikansan
és koncentraciofiiggd modon csokkenti a [PH]GSH kotédését. 5 mM DTT mintegy 30 %-kal
gatolta a ligandum kotédését (IIL/ 3. abra). Mivel a gatlas mértéke nem tekinthetd jelentdsnek,
ezért feltételezziik, hogy a fehérje térszerkezete nem valtozik jelentdésen a kezelés hatasara.
Lehetséges azonban az is, hogy a kezelés hatasara nem redukalhaté valamennyi olyan
diszulfidkotés, amely a kotOhely térszerkezeti stabilitasaért felelos.

Annak eldontésére, hogy a tiolcsoportok szerepet jatszanak-e a GSH és a fehérje
kolecsonhatasban, a membranfehérjék tiolcsoportjait oxidald, illetve alkilalo vegyiiletekkel
modositottuk. Az oxidald és vegyes diszulfidkotést 1étrehozo DTNB koncentraciofiiggé modon,
jelentés mértékben fokozta a[’H]GSH kotédését (IT1./ 1. abra). A fenti kisérletben a [PH]GSH-t
egy koncentracioban (10 nM) alkalmaztuk, igy nem kaptunk informaciét a kotédésndvekedés
okarol. Ezért kinetikai analizist végeztiink kontroll és 1 mM DTNB-vel kezelt membranfrakcio
felhasznalasaval Ugy, hogy a tricialt GSH koncentracigjat 1 és 1000 nM kozott valtoztattuk. A
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membranfrakcié elkezelése 1 mM DTNB-vel jelentdsen megemelte a specifikus és a
nemspecifikus kotodést (IIL./ 2. abra). Ez a kezelés hatszorosara ndvelte a maximalis kotodési
kapacitast (Bmax), de nem valtoztatta meg szignifikdns mértékben a kotdhely affinitast (Kp).
(IIL./ 1. tablazat). A DTNB-elokezelés tehat a kotohelyek szamat ndveli meg, de nem
befolyasolja lényegesen a GSH affinitdsat a kotéhelyekhez. A szintén tiolcsoportokat modositd
DDP-elokezelés- a DTNB-hez hasonléan- koncentraciofiiggé modon, jelentésen, de kisebb
mértékben névelte a [PH]GSH kotddését (III/ Eredmények). Ez arra utal, hogy a két
modositoszer altal 1étrehozott vegyes diszulfidkotések szamanak ndvekedése okozza a GSH-
kotodés fokozodasat. Ezt a feltételezést az is alatamasztja, hogy a membraneldkezelés DTT-vel-
azaz ujabb szabad SH-csoportok kialakitasa a fehérjén- tovabb ndvelte a DTNB kotddésfokozo
hatasat (IIL./ S. abra).

Ha viszont a DTNB-elokezelés utan DTT-vel modositottuk a membranfrakciot, akkor a
DTT-moédositas teljesen megsziintette a DTNB kotodésfokozo hatasat (III./ 5. dbra). Ha a
[PH]GSH-k6t6dés alatt az inkubald elegybe 1 mM DTT-t tettiink, akkor 30 perces kezelés utin
46 %-kal, mig 60 perc utan 80 %-kal csokkent a DTNB-fokozta kotodés (I1I./ 4. abra). A
redukaldszer a kontroll membranfrakcioban szintén csokkentette a GSH-kotodést, de kisebb
meértékben, mint a kezelt membranon.

A tiolcsoportokat irreverzibilisen alkilalo NEM (amely tio-éter-kotést alakit ki a membran
ciszteinjével) gatolta a ["H]GSH kotédését. A gatlas 0,1, valamint 1, és 5 mM NEM-el6kezelés
utan hasonld mértéki (54, 59, és 60 %-os). Erre az a magyarazat, hogy jelen koriilmények
Eredmények).

A szintén tiolcsoportokat modositdé fenil-izotiocianat (PITC) 1 mM-ban 32%-kal
csokkentette a ["H]GSH kotédését. Ha a membranfrakcion NEM-mel és PITC-cel egymas utan
végeztiink modositast, akkor gatld hatdsuk Osszeadodott, mintegy 72%-al gatoltak. Ebbdl az
kovetkezik, hogy a NEM ¢és a PITC két kiilonb6z6 aminosav-oldallancot modosit. Valdban, a
PITC jelen kisérleti korilmények kozott feltehetéen a lizin és az arginin termindlis
aminocsoportjat is modositja.

A korabbiakban lattuk, hogy a GSSG mas analdg peptidekhez hasonléan leszoritja a
tricialt GSH-t a kotShelyekr6l. A fenti adatok tiikrében a GSSG hatdsa kétféle modon
érvényesiilhet: a) bekotddik a GSH kotohelyhez, b) reagélhat a fehérje szabad SH-csoportjaival
a GSH kotdhelyein vagy ahhoz kozel es6 mas cisztein oldallancokkal. Ha a membran frakciot 1
mM GSSG-vel elokezeltiik (protektiv kisérlet), akkor az gatolta a DTNB kotodésfokozo hatasat
(de nem sziintette meg teljes mértékben) (IIL./ 1. abra), de egyaltalan nem befolyasolta a NEM
hatasat. Mindez arra utal, hogy a két utobbi vegyiilet (a DTNB ¢és a NEM) nem azonos SH-
csoportokkal 1ép kdlcsonhatasba.

5.3.2. Az arginil-oldallancok kémiai modositasanak hatasa a PH]GSH kotédésre

Fiziologias korilmények kozott a fehérjék két bazikus karakterii aminosav oldallanca
pozitiv toltéssel rendelkezik. A t6ltés fontos szerepet jatszik pl. a glutamatreceptor ligandum
felismerd sajatsagaban ¢€és a receptor-ioncsatorna komplexum ionpermeabilitasanak
szabalyozasaban. Az arginil-oldallanc moddositasa jelent6sen csokkenti az NMDA-receptor
ligandumok kotodését. Ezért jelen vizsgalatainkban arra kerestiink valaszt, hogy ezen
aminosavak oldallancainak modositasa hogyan befolyasolja a GSH kotodését. Amennyiben itt is
kiilonbség mutatkozik, akkor erdsitheti azt a feltevésiinket, hogy a GSH-kotéhely és a
glutamatreceptor nem lehet azonos.

Az arginil oldallancok guanidinocsoportjanak modositasa fenilglioxallal (PGO) 23,7 + 4,1
%-kal csokkentette a [FH]GSH specifikus kotodését. A gatlo hatas kozel azonos mértéki volt 1,
5 és 10 mM PGO-kezelés utan (II1./ Eredmények).
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5.3.3. A glutamil- és aszpartil-oldallincok médositasanak hatasa a ['H|GSH-kotodésre

A glutamil- és aszpartiloldallancok karboxilcsoportjanak modositasa etil-dimetil-
aminopropil-karbodimiiddel (EDC) nem befolyasolta a [*H]GSH kotédését (1L Eredmények).

54. AZ L-CISZTEIN HATA,SA A G,LUTAMATTAL ES NMDA-VAL KIVALTOTT
NEURONALIS Ca’*-BEARAMLASRA ES AZ INTRACELLULARIS Ca?*-SZINT
EMELKEDESERE

A cisztein természetes endogén aminosav, a GSH és a fehérjék épitdanyaga, ezért toxikus
hatasa csak akkor kovetkezhet be, amikor koncentracidja megemelkedik az extracellularis
térben. Ez feltehet6en csak agyi iszkémias allapotokban vagy cisztein adagolasa soran fordulhat
el6. Az agyi intracellularis szabad cisztein koncentracidja 0,7 mM koriil van. Azonban a GSH-
bol- amely 1-10 mM koncentracidban fordul elé a sejtekben- felszabadulva a y-GT és a
dipeptidazok hatdsara jelentds mennyiségli cisztein szabadulhat fel az extracellularis térben. A
tovabbiakban a toxikus hatdsok molekularis mechanizmusanak tisztazasara iranyuld kisérleteket
ismertetem.

5.4.1. A cisztein kolcsonhatiasa az NMDA-receptorral

Az NMDA-receptor aktivalisa Ca®’-bedramlast hoz létre a receptorfehérje-alegységek
altal alkotott ioncsatornan keresztiil. Amennyiben a cisztein a receptorral kolcsonhat, akkor az
befolyasolhatja a kalcium bearamlasat a neuronokba, illetve az intracellularis szabad Ca*'-szint
valtozasat idézheti eld. Ezért vizsgaltuk tenyésztett kisagyi szemcsesejteken, hogy hogyan
befolyasolja a cisztein 6nmagiban és a glutamatreceptor-agonistak altal kivaltott Ca®’
bearamlast (felvételt a sejten kiviili térbél) illetve az intracellularis Ca**-szintet.

Az L-cisztein onmagaban koncentraciofiiggd moédon, gyengén fokozta a *°Ca®’
bedramlasat tenyésztett kisagyi szemcsesejtekbe. 1 mM cisztein mindossze 15%-0s novekedést
okozott. Azonban jelentdsen €s koncentraciofiiggé modon megndvelte a 0,1 mM glutamattal és
az 1 mM NMDA-val kivaltott Ca*"-bedramlast. Az NMDA hatasat mar 50 pM cisztein is
potencirozta (30 %-kal) (IV./ 1. abra).

Ismeretes, hogy az NMDA-receptor modulacios helyein keresztiil a Zn®" fesziiltségfiiggé
modon szabalyozza az ioncsatorna nyitasi frekvencidjat és a nyitvatartas iddtartamat. A
sejttenyészetet 1 mM ZnCl,-dal eldkezelve vagy a ZnCly-ot a ciszteinnel egyiitt alkalmazva az
alap Ca’"-bedramlas nem valtozott 1ényegesen. Viszont teljesen megsziint az NMDA-kivaltotta
Ca’"-bearamlas. A Zn*" jelenléte vagy a Zn* kel torténé elBkezelés jelentésen csokkentette az
egylttesen adott NMDA és cisztein hatasat is (IV./ 2. abra). Az NMDA és a cisztein egylittes
hatasat a kompetitiv NMDA-antagonista D-2-amino-5- foszfonopentanoat (D-AP5) és a nyitott
csatornat blokkolé dizocilpin teljesen megsziintette (IV., V./ 2. abra). Mindez arra utal, hogy a
cisztein az NMDA-receptor komplexen hatva kelalhatja a Zn*'-t, azaz megsziinteti a fiziologias
csatornablokkot.

5.4.2. A cisztein hatasa a Ca’*-homeosztazisra
Az NMDA-receptorokon belépd és az intracellularis raktarakbol felszabadulo Ca®* a

neuronalis jelatvitelben tolt be fontos szerepet. Az intracellularis Ca®’-koncentracié talzott
novekedése azonban olyan kaszkddmechanizmusokat indithat el, amelyek a neuronok
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pusztulasahoz vezetnek. Az intracellularis Ca**-koncentracié mérése fontos informaciokat
nyujthat egyes ligandumok hatasdnak és molekuldris hatdsmechanizmusanak tisztazasahoz.
Ezért a tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a ciszteinnek milyen hatasa van az intracellularis
Ca*"-koncentraci6 véltozéasaira.

Az inkubalo elegybe adagolt glutamat (0,5 mM) a kisagyi szemcsesejtekben kismérték,
de szignifikans intracellularis Ca*'-szint emelkedést idézett eld. Abban az esetben, ha ismételt

s

s

alkalmazott glutamat, egymas hatasat erSsitve, az intracellularis Ca”'-tartalom tovabbi
novekedését eredményezte (IV./ 3. abra). Az ilyen mértékli emelkedés arra utalhat, hogy a
cisztein mM-os koncentracidban -feltehetoen az NMDA -receptorok stimulacidja révén

- olyan mértékben fokozhatja az intracellularis Ca**-szintet, hogy az mar toxikussa valik.
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6. DISZKUSSZIO

61. A GSNO KOLCSONHATASA AZ IONOTROP
GLUTAMATRECEPTOROKKAL

Kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy a GSNO nagy affinitassal leszoritja a
glutamatot ¢és a receptorcsaldad specifikus ligandumait. A GSNO az NMDA- és a
kainatreceptorokhoz mutat legnagyobb affinitdst. Ez a kapcsolat nagy valdszinliséggel a y-
glutamil oldalldncon keresztiil jatszodik le, mivel szamos mas y-glutamil dipeptid, amelyek nem
tartalmaztak sem ciszteint, sem glicint, hasonl6 affinitassal szoritjak le a glutamatot és analdg
vegylileteit a receptorokrol (Varga és mtsai, 1994). Ezt a feltételezést erdsiti az a tény is, hogy
azok az NO-donorok (SNAP, SIN-1 ¢és nitroglicerin), amelyek nem tartalmaznak y-glutamil
oldallancot, nem szoritottak le a specifikus ligandumokat a kotéhelyeikrdl, és nem noveltek a
dizocilpin kotédését sem. A GSH, a GSSG ¢s a GSNO viszont egyarant hatdsos volt az NMDA-
¢és a kainatreceptorokon. Tovabbi bizonyitékul szolgdl az is, hogy a dizocilpin kotddésében a
glicin hatasa 0sszeadddott a GSH, a GSSG és a GSNO hatasaval. A GSH és a GSNO hasonlo
affinitassal rendelkezett a receptorokhoz. Nagyon valdszinii, hogy a glutamatreceptorral vald
kolesonhatasban maga a GSNO molekula, és nem a beldle esetlegesen felszabadulo GSH tehetd
feleldssé.

A GSNO fiziologiai hatasa azonban nyilvanvaléan sokkal bonyolultabb, mint egyszerii
kotédés a glutamatreceptorokhoz. Fizioldgias koriilmények kozott a GSNO-bol bizonyos
mennyiséglit GSH szabadul fel, ami feltételezi, hogy egyidejiileg NO is felszabadul. A GSNO
kotédése szinaptikus plazmamembran glutamatreceptorokhoz azt jelentheti, hogy a felszabadulo
NO az adott helyen specifikus hatasokkal rendelkezhet. Az NO gatolja az NMDA-receptor
kozvetitette valaszokat (Manzoni és mtsai, 1992; Butler és mtsai, 1985; Hoyt és mtsai, 1992;
Fagni és mtsai, 1995). Joggal feltételezhetjiik, hogy a GSNO altal szallitott NO az adott helyen
relative nagy koncentracioban felszabadul és reagal példaul az NMDA-receptorokkal. A
nitrozotiolokbol felszabaduld nitrozoniumion nitrozilacios reakcidoban az NMDA-receptorok
redox moduléciés helyével kdlcsonhatva, nitrozocisztein intermedier képzddésén keresztiil
csokkentik a receptoraktivitast (Lei és mtsai, 1992; Lipton es mtsai, 1993a; Arnelle és mtsai,
1995). Kisérleteinkben tehat a GSNO-bol felszabadult NO" a receptoralegységek ciszteinjein
fejtheti ki nitrozilalé hatasat, amellyel a receptor-ionofor mitkodését befolyasolhatja.

In vitro a GSNO a GSH-t GSSG-vé oxidalja aerob koriilmények kozott (Hogg és mtsai,
1996). In vivo is kialakithat diszulfidhidakat a membranfehérje cisztein-oldallancai kozott, vagy
vegyes diszulfidokat hozhat létre a GSH-val. A receptorfehérjéken tehat jelentds
konformaciovaltozas kovetkezhet be, ami a receptor-ioncsatorna aktivitdsat modositja. A
diszulfidkotések oxidativ stressz hatdsara is kialakulhatnak, amely egyfajta védekezd
mechanizmust biztosit a fehérjék szamara. A diszulfidkotések intracelluldrisan viszonylag
konnyen visszaredukalhatok a diszulfidokat redukalo enzimekkel (pl. tioredoxin, glutaredoxin),
vagy ha a sejt redoxpotencialja megengedi azt (Klatt és Lamas, 2000, Prinz és mtsai, 1997).

A diszulfidkotések kialakulhatnak a fehérje-cisztein kénatomjan és a GSNO-bol
felszabadulo glutationil szabadgyokon keresztiil is. A glutationil gyok reakcidja a glutatiolacio,
amely révén glutation-fehérje vegyes diszulfid alakul ki. Ha példaul az NMDA-receptoron
jatszodik le ez a folyamat, akkor ez hosszitadvon megvaltoztathatja a receptorfehérje mitkodését.
Hasonl6 folyamat lejatszodhat akkor is, amikor a nitrozilalt fehérje adja le az NO-t, és a fehérjén
alakul ki ciszteinil gyok, amely szabad ciszteinnel és GSH-val konnyen reagalhat. Erdekes
modon ez utdbbi reakcid soran a ciszteinilgyok nem ugyanolyan specificitassal alakit ki
diszulfidhidat, mint a glutatiolaci6 soran (Klatt és mtsai, 2000). Feltételezhetd, hogy a GSNO-
ban a glutamat a-karboxil- és o-amino-csoportja dontd szerepet jatszik a GSNO és a fehérje
kolcsonhatdsaban, ezaltal a glutatiolacid €s a nitrozilacio specificitdsanak meghatarozéasaban is
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szerepe lehet. Osszegezve tehat a GSNO kisérleteinkben a beldle felszabaduld nitrozéniumion
¢és glutationilgydk altal hozhatja 1étre hatasat az NMDA- és a kainatreceptorokon.

Endogén nitrozotiolokat (pl. S-nitrozoglutationt) néhany mikromolos koncentracidoban a
szérumban, a tiidében és az agyban is kimutattak (Hogg és mtsai, 1996; Kluge és mtsai, 1997).
Az agyban az NMDA-receptorok aktivalasaval parhuzamosan megemelkedik a GSNO
koncentracidja (Kluge és mtsai, 1997). Arrdl is beszamoltak (Balanos és mtsai, 1996), hogy az
NO és egyes NO-donorok csokkentik az idegsejtek GSH-tartalmat, és neurodegeneraciot
okozhatnak (Froissard és mtsai, 1997). Egyes toxinok fokozzak a cisztein felvételét, amivel
serkentik a GSH szintézisét az asztrocitdkban, de egyuttal eldsegitik a karrier-medialt GSH-
felszabadulast is (Sagara és mtsai, 1996). A GSH-felszabadulas a gliabol azaltal, hogy a GSH az
NO-t sejten beliil és kiviil is megkoti, védd hatést fejthet ki a tilzott mennyiségben felszabadult
NO kéros hatasaival szemben (Hogg ¢és mtsai, 1996). A GSNO a GSH-val és a GSSG-vel
egylitt, az NMDA-receptorokhoz kotédve megeldzheti azok tlzott aktivalasat, a tulzott Ca*'-
bearamlast (Jandky és mtsai, 1993), az NO-szintazok Ca>"-fliggd stimulaciéjat és az NO tovabbi
képzédését. Igy az asztrocitdkbol szarmazé GSH tovabbi védé funkciét tolthet be az
idegszovetben: megkotheti a feleslegben keletkezett NO-t €s védhet a tartos NO-képzddés ellen.
Ezaltal mind a GSH, mind a GSNO neuroprotektiv lehet (Werns és Lucchesi, 1990; Jain és
mtsai, 1991).

Taguchi és mtsai (1995) a ["H]GSNO specifikus kotddésérol szamoltak be szinaptikus
plazmamembranon, amelyre glutamatreceptor-agonistak nem hatottak. Ugy tiinik tehat, hogy a
szinaptikus plazmamembranban t6bb kotohely is 1étezik a GSNO szédmara.

6.2. A GLUTATION KOTODESE SZINAPTIKUS PLAZMAMEMBRANHOZ

Mar tobb, mint 50 évvel ezel6tt, a hidrak GSH-val kivaltott sajatsagos taplalkozasi
reakcioja alapjan feltételezték, hogy specifikus GSH-receptorfehérjével rendelkeznek. Azonban
a mai napig nem azonositottak olyan fehérjét, amelyhez egyértelmiien lehetne a receptorfunkciot
kotni. Munkankban a GSH specifikus kotdhelyének karakterizalasa volt a célunk.

Patkany agyszelet-preparatumon a GSH koncentraciofiiggd depolarizaciot valt ki (Shaw
és mtsai, 1996, Pasqualatto és mtsai, 1998). Ez a depolarizacié Na'-fiiggd, és sem NMDA- és
sem nem-NMDA-receptor-antagonistdk (DNQX, L-AP5) nem csokkentik. Ezek alapjan
feltételeztiik, hogy a GSH az emlds idegrendszerben olyan receptorokon keresztiil fejti ki
depolarizald hatasat, amelyek nagy valosziniiséggel nem azonosak az eddig ismert egyetlen
glutamatreceptorral sem.

Eredményeink alapjan sertés agykéregbdl izolalt szinaptikus plazmamembranban a GSH a
kotohelyeinek egyike nagy, a masik alacsony affinitast. Szelektiv GSH-kot6helyek 1étezését az
agyban mas kutatok eredményei is alatdmasztjak (Ogita és Yoneda, 1987, 1988, 1989; Ogita és
mtsai, 1988; Guo és Shaw, 1992; Guo ¢és mtsai, 1992; Lanius ¢és mtsai, 1993, 1994).
Immunocitokémiai modszerekkel kimutattadk, hogy a GSH mind az idegsejtekben, mind a
gliasejtekben megtalalhaté (Hjelle és mtsai, 1998). Autoradiografias vizsgalatok a ["H]GSH
kotohelyek eltéré és valtozatos agyi eloszlasat mutatjak (Shaw, 1998). GSH-kotohelyeket
kimutattak elsddleges patkany kortikalis asztrocitatenyészetben is.

Annak alatdmasztasara, hogy ezek a megfigyelt kotohelyek valdban neurotranszmitter
receptorok (Pasqualotto és mtsai, 1998; Shaw és mtsai, 1996; Bains ¢és mtsai, 1998) olyan
koriilményeket kellett valasztanunk, amelyekkel kizdrhato volt a GSH kotddése mas
fehérjékhez. Emlosok kozponti idegrendszerében a radioaktivan jelolt GSH a membran nem-
receptor fehérjéihez is kotédhet, igy példaul Na'-fiiggd és -fiiggetlen GSH-
transzportfehérjékhez (Kannan és mtsai, 1998) és membrankotott feliileti enzimekhez (glutation-
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transzferazok, y-GT). Szamos neurotranszmitter és aminosav transzmembran szallitasahoz Na"
¢s CI koncentraciogradiens szolgéltatja a hajtoerét. A kotddésvizsgalatokat ezért Tris-acetat
pufferben végeztiik, amely nem tartalmazta ezeket az ionokat, igy azok hianyaban a [’H]GSH
feltételezhetden nem kotddik transzportfehérjékhez. A Na'-fiiggd, nagy affinitast
glutamattranszportereket szelektiven gatld vegyiiletek koziil az 1-aminociklobutan-transz-1,3-
dikarboxilat nem befolyasolta (Fletcher és mtsai, 1991), az L-transz-pirrolidin-2,4-dikarboxilat
pedig gyengén fokozta a kotédést (Mitrovic és Johnston, 1994). Mindez arra utal, hogy a
[’H]GSH a glutamatot transzportalé fehérjékhez sem kotédik, azoktol eltéré helyeket jeldlt meg.

Pasqualotto és mtsai (1998) kimutattik, hogy a ["HJGSH a glutation S-transzferazokat
sem jeloli meg. Kisérleti koriilményeink kozott a y-GT hatdsos inhibitora, az acivicin sem
szoritotta le a ["H]JGSH-t. A y-GT szamos y-glutamil dipeptid szubsztratja sem hatott a GSH
kotédésére. Ezek az adatok azt jelzik, hogy vizsgalati koriilményeink kozott a PH]GSH a y-GT
aktiv centrumahoz sem kot6dott. Mivel a [PH]JGSH az inkubals alatt nem bomlott le, a
radioaktiv ligandum altal hordozott jeldlés a GSH kotddését jelenti és nem a jeldlést hordozo
glicinét. Ezt az is megerdsiti, hogy a GSH-k6tddést sem a glicin, sem glicinerg vegyiiletek nem
befolyasoltak.

Mivel a GSH mikromolos koncentracidban az 0Osszes ionotrop glutamatreceptor-
ligandumot leszoritja kotdhelyeirdl, és millimolos koncentracidban a glicint is az NMDA-
receptor koagonista kdtohelyrdl (Oja és mtsai, 1988; Varga €s mtsai, 1989, 1997; Ogita és mtsai,
1995, 1998; Janaky és mtsai, 1993, 1998; Jenei és mtsai, 1998), feltételezhetjiik, hogy a
[PH]GSH glutamatreceptorokat is megjeldlhet. A GSH glutamatreceptorokhoz vald kotédése
azonban a peptid neuromodulator és nem neurotranszmitter szerepére utal. A lehetséges
atfedéseket kizarando, glutamatanalogokat, kevert tipusu glutamatreceptor- és NMDA -receptor-
ligandokat, glicin- és glicin koaktivatorhely-specifikus vegyiileteket, nem-NMDA-receptor-
ligandokat, 1., II. és III. tipusi metabotrop receptor-agonistakat és —antagonistakat, valamint mas
gatlé aminosavakat is teszteltiink. Ezek a vegyiiletek vagy teljesen inaktivak voltak, vagy csak
alig és csak nagy koncentracidban hatottak. Egyediil az NMDA-receptor altipus-specifikus
agonista kvinolinatnak (Monaghan és Beaton, 1991; Prado de Carvalho és mtsai, 1996) volt
jelentésebb hatasa. A specifikus kotohelyrol a GSH tehat leszoritja a glutamatot, de a glutamat a
GSH-t nem. A ciszteinszarmazéknak is nevezhetd tiokinurenatnak erds, koncentraciofiiggo,
aktivalo hatasa volt, szemben a hatastalan kinurenattal. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
a GSH-nak olyan kotohelyei l1éteznek a szinaptikus plazmamembranban, amelyek nem azonosak
egyik ismert glutamatreceptorral sem. Ezt elektrofiziologiai eredmények is alatdmasztjak (Shaw
és mtsai, 1996; Pasqualotto €s mtsai, 1998; Bains és mtsai, 1998; Janaky és mtsai, 1999). Az
emlitett elektrofiziologiai tanulmanyok szerint a GSH-kotodés erés aktivaciojaval dsszhangban,
a tiokinurenat potencirozza a GSH-kivaltotta depolarizaciot is. Ha a GSH kotddésének
farmakologiai tulajdonsagait kiillonbozo fajokbol €s agyteriiletekbdl prepardlt szinaptikus
plazmamembranokban 6sszehasonlitjuk (Janaky és mtsai, 1999), akkor kozds tulajdonsagokat
fedezhetiink fel; nevezetesen a glutamatanalégokkal és a glutamatreceptor-ligandokkal
szembeni érzéketlenséget. Ez tijfent megerdsiti azt a nézetet, miszerint nincs atfedés az ismert
glutamatreceptorok ¢és a feltételezhetd GSH receptorok kozott. A kiilonboz6 fajokban és
agyteriiletekben fellelhetd farmakologiai eltérések arra utalnak, hogy a GSH-kotohelyek tobb
altipusa is létezhet. Meggydz6 kiilonbséget jelent a GSH-kotodés érzékenysége a metabotrop
glutamatreceptor-ligandokra (pl. kviszkalatra és L-(+)-2-amino-4-butiratra) egész agybol
preparalt szinaptikus membranpreparatumon. A szubkortikalis régioban taldlhaté GSH-
kotohelyek farmakologiai tulajdonsagai igy eltéréek lehetnek az altalunk vizsgalt kortikalis
receptorokétol. A kotddés nagy L-glutamat koncentracioval vald részleges leszorithatosaga arra
utalhat, hogy a GSH-receptorfehérje szerkezeti hasonlosdgokat mutat a glutamatreceptorokkal
annak ellenére, hogy lényegesen kiilonbozik minden eddig ismert glutamatreceptortol. Két
glutamatreceptor-csatorna alegység funkciojat (61 és 82 ,,orphan’’ alegységek) eddig még nem

51



Diszkusszio

deritették ki és nem azonositottak semmilyen ligandumot, amelyek ezen alegységekhez
kotodnének (Yamazaki és mtsai, 1992; Seeburg, 1993; Lomeli és mtsai, 1993). Ezeknek esetleg
szerepiik lehet a GSH kotésében (Pasqualotto és mtsai, 1998; Janaky és mtsai, 1999). Kisérleti
adataink egyeznek Pasqualotto és mtsai (1998) patkany agykéregben kapott eredményeivel. A
patkany kortikalis szeleteken végzett elektrofiziologiai kisérletekkel egyiitt ezek az adatok azt a
keresztiil fejtheti ki hatasat.

Kimutattuk, hogy a glutamattal ellentétben a kiilonb6z6 tioltartalma vegyiiletek, a
ciszteinanaldgok és a glutationszarmazékok leszoritjak a ["TH]GSH-t kétShelyeirdl. E vegyiiletek
hatasat vizsgalva szamos jelentds felépitésbeli és hatdsbeli Osszefliggést allapithatunk meg. A
leghatasosabb leszoritoszereknek a cisztein, mig a ciszteinszarmazékok koziil a cisztamin és a
ciszteamin bizonyultak. A dipeptidek koziil pedig csak azok voltak hatasosak, amelyek ciszteint
is tartalmaztak. Ezzel egyezden csak az ilyen felépitési dipeptidek hoztak létre GSH-szerti
potencialvaltozast kortikalis wedge preparatumon (Pasqualotto és mtsai, 1998). Ennek alapjan
feltételeztik, hogy a GSH-molekula ciszteinil-oldallinca mindenképpen sziikséges a
kotédéshez. A redukald ditiotreitol is erds leszoritdoszerként hatott. Ez szintén a szabad
tiolcsoport fontossadgara utal. A GSH-molekula szabad tiolcsoportjanak oxidalasa vagy
alkilalasa csokkenti a molekula affinitasit a [‘H]GSH-kétShelyhez. Amig a
glutamatreceptorokhoz val6é kotédésében a GSH y-glutamil oldallincanak van kitiintetett
szerepe (Varga ¢és mtsai, 1989, 1997; Jenei és mtsai, 1998), addig a GSH specifikus
kotohelyeihez vald kotddésében a ciszteinil oldallancnak. Mindezek alapjan azt allithatjuk, hogy
a GSH-molekula neuromodulator ¢és neurotranszmitter szerepe mas-mds 0Osszetevoknek
tulajdonithat6 (Lipton és Stamler, 1994; Jandky és mtsai, 1998; Ogita és mtsai, 1998).

A tiokinurenat okozta erds aktivalas, ugyanakkor a kinurenat hatastalansaga azt jelzi, hogy
a GSH-receptorfehérje tartalmazhat olyan modulatorhelyet, amelyhez koagonistak kétodhetnek,
¢és allosztérikusan aktivalhatjadk a GSH kotddését. Feltehetden léteznek olyan endogén
koagonistak, amelyek szerkezete a szintetikus tiokinurenatéhoz hasonld, ¢és amelyek
allosztérikusan aktivaljak a GSH-kot6dést. Azonban az aktivacié természete és az endogén
GSH-koagonistak, illetve antagonistak 1étezése tisztazasra var.

Eredményeinket az irodalmi adatokkal Osszevetve megallapithatjuk, hogy a GSH
antioxidans és méregtelenitd Osi szerepe mellett megdrizte a mediator funkcidjat is a
filogenetikus fejlodés sordn (Lenhoff, 1998). A GSH specifikus, nagy affinitdsu
receptorfehérjén/fehérjéken keresztiil fejtheti ki depolarizald hatdsat az emldsok agyszovetében.
Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a GSH sajat receptorain, neurotranszmitterként is
miukodhet a kdzponti idegrendszerben. A GSH specifikus kétéhelyei kiillonbéznek minden eddig
ismert serkenté vagy gatld aminosaverg receptortdl. A GSH specifikus kotéhelyei fontos,
nagyban ismeretlen komponensét képezhetik a kozponti idegrendszer jelatviteli folyamatainak.

6.3. EGYES ,AMINOSAV-OLDALLANCOK SZEREPE A  GLUTATION
KOTODESEBEN

A szinaptikus plazmamembranok aminosav-oldallancainak kémia modositasaval nyert
eredmények azt jelzik, hogy a membranfehérje glutationkdtddésében mind a diszulfidhidak,
mind a szabad tiolcsoportok részt vesznek. A membran ciszteinil-oldallancok szabad
tiolcsoportjainak oxidalasa DTNB-vel vagy DDP-vel vegyes diszulfidkotések Iétrejottéhez
vezet. Mindkét vegyiilet koncentraciofiiggé modon, erésen fokozta a GSH kotddését. A
redukalé DTT, amely a diszulfidkotéseket felhasitja, gatolta a GSH kotddését, de novelte a
DTNB koétodésfokozo hatasat. Azonban ha a DTT-t a DTNB-modositas utan alkalmaztuk, akkor
az teljesen visszaforditotta a DTNB-hatast. Ezen adatok alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a
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redukalt glutation a cisztein-oldallancaval képes a szinaptikus plazmamembranok vegyes
diszulfidkotéseinek felszakitdsdra. A membranfehérje ciszteinil-oldallancainak kénatomjai
kozott és a glutationmolekula kozott ) diszulfidkotés jon létre. Emellett, a GSH kovalens
kotodés nélkiil is megtamadhatja a membranfehérje diszulfidkotéseit, mint redukaloé agens.
Ebben az esetben két glutationmolekula ciszteinilcsoportjai protont adnak at a kénatomoknak,
igy azok redukalddnak. Ilymoédon 1j, szabad tiolcsoportok jonnek létre, mikdzben a GSH-
molekulak GSSG-molekulava oxidalodnak. Ez az oxidacidos folyamat azonban [3H]GSSG—
molekulak létrejottét eredményezi, amelyek aztan szabad tiolcsoportokhoz is hozzakotddhetnek.
Ez a kotodés gatolhatdo volt, ha a tiolcsoportokat irreverzibilisen alkilalo NEM-et vagy a
fenilcsoportot tartalmazé PITC-et alkalmaztuk, amelyek S-C kotést alakitanak ki. A [*H]GSH-
kotddés ilyenkor csokkent, mivel sem a GSSG, sem a GSH nem tudta felbontani az igy kialakult
szén-kén kotést. A GSSG és a NEM ebben az esetben valdszinilileg ugyanazért a ciszteinil-
tiolcsoportért verseng, mivel mindkettd csokkentette a kotodést és a GSSG-elokezelés nem
modositotta a NEM hatasat.

A DTNB- és a DDP-kezelés utan a [’H]GSH az ujonnan képzédstt vegyes diszulfid
»kOtohelyekhez” kotddhet, amelyek a membran hozzaférhetd, szabad SH-csoportjaibol
alakulnak ki. Ezek a kotohelyek mesterségesek, nem azonosak a fiziologias kotdhelyekkel, és az
ezekhez torténd kotodés okozhatja a nemtelithetd kotddés jelentds fokozodasat. Ha a
membranfrakciot DTT-vel eldkezeltiik, akkor a DTNB ¢és a DDP altal Gjonnan kialakitott
vegyes diszulfid ,,GSH-kotohelyek” szama nott, mig GSSG-elékezeléssel csokkent. Ez azért
lehetséges, mert a DTT tobb szabad SH-csoportot tett hozzaférhetévé a diszulfidkotéseket
kialakito DTNB és DDP szdmara, mig a GSSG lefedte a mar meglévoket. Az a tény, hogy
kisérleti koriilményeink kozott a NEM és a PITC hatasa additiv volt, azt valoszinlsiti, hogy a
PITC a ciszteinil-tiolcsoportokon kiviill mas funkcidés csoporton is hat. Ez felveti annak
lehetdségét, hogy a GSH kotddésében nem csak a felszakitott diszulfidhidak kénatomjai és a
szabad tiolcsoportok jatszanak szerepet. [rodalmi adatok megerdsitik, hogy lugos kémhatasnal a
ciszteinil-szulthidrilcsoportok mellett (Edman, 1950) a lizil- és az arginil-oldallancok
aminocsoportjai is reakcioba Iéphetnek a PITC-cel és feniltiokarbamoil-lizil oldallancot
hozhatnak 1étre (Ott és mtsai, 1994).

Az arginil-oldallancok PGO-val torténé modositasa is csokkentette a kotddést. A PGO ¢és
a PITC gatlo hatasa azt jelzi, hogy a lizil-oldallancok amino- és az arginil-oldallancok
guanidinocsoportjai részt vehetnek a GSH-kotddés stabilizacidjaban. A GSH-molekula
flexibilitasa lehetdévé teheti, hogy a vegyes diszulfidkotés mellett -szabad karboxilcsoportjai
révén- egyidejiileg a kozelben 1évé aminocsoportokhoz is kétddjon. Ugyanakkor a cisztein
tiolcsoportja €és a lizin aminocsoportjai részt vesznek a fehérjék harmadlagos szerkezetének
kialakitasaban. Ezért egyiittes modositasuk olyan konformacidvaltozast hozhat létre, amely
kiilon-kiilon a szulfhidril- vagy az aminocsoportok modositasaval nem érhetd el. Ezért nem
zarhato ki annak lehet6sége, hogy a NEM-mel és a PITC-cel valé modositas altal 1étrehozott
additiv gatlo hatas konformaciovaltozas eredménye. Az additiv gatlas igy nem jelenti feltétlentil
a lizil-aminocsoportok kozvetlen szerepét a ["H]JGSH kotésében. Emellett, a membranok
aminocsoportjainak modositasakor kapott gatlo hatas wjfent megerdsiti, hogy a GSH nem
kotédott ionotrop vagy metabotrop glutamatreceptorokhoz, amelyekhez a GSH éaltalaban y-
karboxilcsoportjan  keresztiil kotodik, feltehetéleg a glutamathoz hasonléan sokotés
létrehozasaval a receptor egy arginil-oldallancan keresztiil (Laube és mtsai, 1997). Kiilonb6z6
ionotrop glutamatreceptorok agonista és antagonista felismerdhelyeirdl kimutattak, hogy benniik
filogenetikusan megorzott arginil-oldallanc vesz részt a ligandumkdétodésben (Jenei €s mitsai,
1997; Kawamoto és mtsai, 1997) €s a receptoraktivacioban (Uchino és mtsai, 1992; Wafford és
mtsai, 1994; Hirahi és mtsai, 1996). Kisérleti koriilményeink kozott nem valdszinii, hogy a
kortikalis szinaptikus plazmamembran-preparatumban a [’H]GSH glutamat- vagy GABA-
receptorokhoz, transzportfehérjékhez vagy enzimekhez kotédott. A szinaptikus plazmamembran

53



Diszkusszio

azon kotohelyeinek jellemzése és fiziologias jelentdségének meghatarozasa, amelyekhez a
[*H]GSH kotédik, tovabbi molekularis biologiai modszerekkel torténd vizsgalatokat igényel.

6.4. AZ L-CISZTEIN HATASA AZ NMDA-RECEPTOR-MEDIALT Ca*-
BEARAMLASRA ES AZ INTRANEURONALIS Ca**-SZINTRE

Az NMDA-receptor aktivalasa Ca®’-bearamlast hoz létre a receptorfehérje alegységek
altal alkotott ioncsatornan keresztiil. Amennyiben a cisztein a receptorral kdlesonhat, akkor az
befolyasolhatja a kalcium bearamlasat a neuronokba, illetve az intracellularis szabad Ca*'-szint
valtozésat idézhet eld.

Kimutattuk, hogy a cisztein kozvetleniil aktivalja az NMDA-receptorokat kisagyi
szemcsesejttenyészetben. Ez a megfigyelés Osszecseng Olney ¢és mtsai (1990) mas idegsejt-
preparatumon végzett megfigyeléseivel. Megallapitottuk, hogy a cisztein fokozza a glutamattal
és az NMDA-val kivaltott kalcium-bearamlast. Zn>" jelenléte vagy Zn”"-kel torténd elékezelés
azonban megsziintette az NMDA és a cisztein egylittes hatasat. Mindez arra utal, hogy a cisztein
az NMDA-receptor diszulfidhidjait redukalja, és a receptor komplexen kelalhatja a Zn*'-t,
megsziintetve a fiziologias csatornablokkot. A cisztein potencirozta a glutamat intracellularis
Ca’"-szintemel® hatasat is, ez pedig arra utal, hogy nagy koncentracioban a cisztein az NMDA-
receptorok redox modulacios helyein keresztiil hat. Az sem zarhat6 ki azonban, hogy a cisztein
hatasara a sejtbe jutott Ca’™ megvaltoztatja az intracellularis pumpamechanizmusokat és az
endoplazmatikus retikulum Ca®-tarolé kapacitisat, vagy az endoplazmatikus retikulumbol
Ca’"-ot szabadit fel (Ca**-indukalt Ca*"-felszabadulas). Az NMDA-receptor mitkodését gatlo
nitrozéniumion megkotésével (cys-NO) protektiv hatast fejthet ki, de egyuttal a Ca®’
bearamlasat is fokozza. Feltételezhetd, hogy fiziologids koriilmények kozott finom egyensuly all
fenn a neuronalis glutamat és az NO, valamint az idegi és a glidlis L-cisztein felszabadulasa
kozott, ami elésegiti az NMDA-receptorok normalis aktivaciojat az idegsejtek karositasa nélkiil.

A cisztein 6nmagaban is kivalthat glutamat- és aszpartat-felszabadulast, de az NMDA-
receptor-ligandumokkal egyiitt hatva a ligandum altal kivaltott transzmitter felszabaduldsat
tovabb fokozza. Ennek kovetkeztében a Ca®'-szint megemelkedik, ami toxikus folyamatokat
indithat el. Mindezeket a folyamatokat erdsitheti az is, hogy a cisztein gatolja a glutamat és a D-
aszpartat felvételét kisagyi szemcesesejteken €s szovetszeleten is.

Az L-cisztein excitotoxikus hatasdnak valdszinlileg jelentds szerepe van kiilonbozo
neurodegenerativ megbetegedésekben. Agyi iszkémiaban az idegszovet €s az extracellularis tér
L-cisztein koncentracidja megemelkedik. Bizonyos neurodegenerativ betegségek a plazma L-
cisztein koncentracidjanak novekedésével jarnak (Wallin és mtsai, 1999). A glutamat
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7.  OSSZEFOGLALAS

A.)) A nitrozoglutation ¢és az ionotrop glutamatreceptorok  kolcsonhatasanak
tanulmanyozasaval hozzajarultunk a GSNO neuromodulator szerepének tisztazasahoz.

A GSNO nagy affinitassal kotédik az NMDA- és a kainatreceptorokhoz. Kotohelyeirdl
leszoritja az ionotrop receptor specifikus ligandjait: a glutamatot, a kainatot és a CPP-t. A
GSNO gitlo hatasa kompetitiv jellegli volt a [*H]kainat és a [H]CPP kotédésén
Koncentraciofiiggd modon fokozta az NMDA-receptor nemkompetitiv liganduma, a
[*H]dizocilpin  kotédését. A GSNO  y-glutamil oldallincan  keresztiil kotédik a
glutamatreceptorokhoz.

B.) A GSH specifikus receptorainak kimutatasaval, valamint a receptor és a ligandum
kolesonhatasanak tanulmanyozasaval nagymértékben hozzajarultunk a GSH neurotranszmitter
szerepének tisztazasahoz.

Kimutattam és jellemeztem a GSH nagy affinitasu Na'-fiiggetlen specifikus kotédését.
Megallapitottam, hogy a GSH egy nagy affinitasu, kis kapacitast és egy kis affinitasu, de nagy
kapacitasu receptorpopulaciohoz kotédik. A glutamat, a glutamatszarmazékok ¢és a
glutamatreceptor-ligandumok, valamint a glutamat-transzportert gatldo analog vegyiiletek nem,
vagy csak alig befolyasoltak a GSH kotodését. Az L-cisztein, az L-ciszteamin, az L-cisztamin, a
ciszteintartalmu dipeptidek és a GSNO er0sen leszoritottdk a GSH-t kotohelyérol. A
tiokinurenat koncentraciofiiggé modon, erdsen aktivalta a kotodést. Megallapitottam, hogy a
GSH kotodésében a ciszteinil-oldallanc alapvetd fontossagu. Igazoltam, hogy a GSH sajat
kotohelyekkel rendelkezik kortikalis szinaptikus plazmamembranban, amelyek kiilonboznek
minden eddig ismert serkentd vagy gatlo glutamaterg receptortol.

A szinaptikus plazmamembranok oldallancainak kémiai modositasabol kapott eredmények
alapjan megallapitottam, hogy a GSH a membran diszulfidhidjaihoz és szabad SH-csoportjaihoz
kotédik A GSH kotodésében részt vesz a membranfehérje arginil-oldallanca és feltehetden a
lizin-oldallanc is. A membranok glutamil és aszpartil oldallaincai nem befolyasoljak a GSH
kotodését.

C., A cisztein NMDA-receptort modositd hatasanak vizsgéalataval hozzajarultunk a
ciszteintoxicitas molekularis hatdsmechanizmusanak tisztazasahoz.

A cisztein fokozza a glutamat és az NMDA-ligandumok altal kivaltott Ca®*-felvételt
neuronokba. Megsziinteti az NMDA-receptorok fesziiltségfiiggé Zn*"-blokkjat. Az L-cisztein
. r 2+ - o] st r oy ’
onmaga gyengén fokozza a Ca” intracellularis szintjét, de hatvanyozottan erdsiti a glutamat
Ca’"-szint emel§ hatast.

Vizsgalataim els6sorban alapkutatas jellegick. A felhasznalt moddszerekkel kapott
eredmények a neurotranszmisszié folyamatainak pontosabb megismerését szolgaljak, és
elésegitik a kozponti idegrendszer fiziologias és patologias mitkodésének feltarasat.
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