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1 Roviditések jegyzéke

AMPA:
ATP:
D-APV:
ER:
GABA:
GluR:
KA:
KAIN:

MK-801:

NMDA:
NO:
NR:
PLL:

a-amino-3-hidroxi-5-metil-izoxazol-propionat
adenozin-trifoszfat
D-2-Amino-5-foszfonovalerat

endoplazmas retikulum

y-aminovajsav

glutamat receptor alegység

kainsav receptor alegység

kainsav
(5R,105)-(+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,d]cikloheptén-5,10-
imin

N-metil-D-aszpartat

nitrogén-monoxid

NMDA receptor alegység

poly-I-lizin



2 Bevezetés

Az agymiikodés elve mindig is er6sen mozgatta a fantaziamat, amelynek kdszonhetéen
a szakdolgozati t¢émam is a neurobiologia targykorébe tartozik. Napjainkban a
cerebrovaszkuldris betegségek prevalencidja, tovabba az egyéb etiologidju
neuropszichiatriai betegségek kelloképpen megalapozzak a neurobioldgiai kutatadsok
1étjogosultsagat. Az N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptoron keresztiil torténd
excitotoxikus agykdrosodas valamennyi korkép kozds vonasaként sujthatja az
agyszovetet. A kovetkezd betegségekben tulajdonitanak szerepet az NMDA
receptornak: agyi sériilés, alkoholmegvonas, cerebrovaszkularis betegségek, demencia,
epilepszia, Parkinson-koér, szkizofrénia, és limbicus encephalitis. Emellett szerepel a
kronikus fajdalom okozta centrdlis szenzitizdcioban, tovabba bizonyos fajdalmak
esetén az analgetikus farmakonok tdmadéspontjaként. Az ide tatozé korképek a
kovetkezd tudomanyteriiletek targykorébe tartoznak: neuroldgia, pszichiatria,
addiktologia, traumatoldgia, ¢és onkologia. Lathatd, hogy e betegségek az
orvostudomanyon beliil multidiszciplinaris spektrumot 6lelnek fel, amely véleményem
szerint megadja az ez iranyt kutatasok relevanciajat. A hatékony NMDA receptor
blokkolok azonositisa bizonyos korallapotok esetén nagyban hozzajarulhat az
agykarosodas mérsékléséhez, vagy a szupportiv kezeléshez. A kisérleti feltételek
optimalizalasa, valamint a koltségek redukalasa a jovobeli kutatasok egyszerisitése
révén segitheti az eldrelépést. Az NMDA receptor nem csak patologiai aspektusbol,
hanem a fiziologiat illetGen is relevans eleme az agymiikddésnek, tekintve, hogy a
kovetkez6 folyamatokban szintén érintett: szinaptikus plaszticitds, memoria, és tanulas.
Reményeim szerint agyunk rejtélyekkel telitett funkcionalitdsa a kozeli jovében
megvilagosul szamunkra, ami az ismeretlen megfejtésével jard csodalat atélése mellett

sok probléma, illetve szenvedés felszamolasara kinal majd lehetdséget.



3 Célkitiizések

A szakirodalmat atbongészve azt talaltuk, hogy ez idaig cerebrokortikalis eredetii
NMDA receptorral kapcsolatos farmakologiai kisérleteket csak emlés fajon végeztek,
ezért a benniink felmeriilt hipotézis, miszerint relevans lenne a csirke neuronalis
tenyészeten valdé NMDA toxicitas vizsgalat megalapozottnak latszott. Tovabba a
szakirodalmat tanulmanyozva nem talaltunk olyan kutatast, amely a Na* csatorna

blokkolo lidocain esetleges neuroprotektiv hatasat vizsgalta volna.
Ezért a kovetkezo célokat thiztiik ki:

1) Az NMDA receptor neurotoxicitasban jatszott szerepének, valamint az NMDA
toxicitas kisérletes vizsgalati lehetéségeinek attekintése az irodalom alapjan.

2) NMDA altal kivaltott toxicitas vizsgalatara alkalmas modszer beallitasa, és
optimalizalasa csirke kortikalis tenyészeteken.

3) A lidocain esetleges neuroprotektiv hatasanak vizsgalata.



4  Irodalmi attekintés

4.1 NMDA Receptor

Az agyban a serkentd neurotranszmitterek koziil a glutamat fordul el6 a legnagyobb
mennyiségben. Hatésat kiilonb6zo receptorokon keresztiil fejti ki. Ezek kozé tartozik
az ionotrop NMDA receptor, amely a nevét szelektiv agonistajarol, az N-methyl-D-
aszpartatrol kapta. Az NMDA receptor egy négy alegységbdl allo tetramer fehérje,
amely az aktivacio soran egy nem-szelektiv transzmembran ioncsatornat formal. A
receptornak tobb izoforméja expresszallodik a kiilonbozd agyteriileteken, amely az
alternativ splicing altal valosul meg. A receptor aktivaciojahoz glutamat, és glicin
kotédése sziikséges. Azonban a receptor fesziiltségfiiggd miikodésébdl adodoan nem
elegend6 csupan a ligadumok kotddése, hanem egyéb ioncsatornak révén torténd
depolarizacio is sziikséges a transzmembran rész megnyilasahoz, amely a Mg ionok
kilokédése altal valosul meg. Ha a posztszinaptikus sejt ismételten depolarizalodik, és
az NMDA receptor ioncsatornaja megnyilik, akkor bekovetkezhet a neuron hosszu tavo
depolarizacio egyéb ioncsatornan keresztiil) egyidejii fennallasa sziikséges. Ezen kettds
feltételii aktivacionak koszonhetd, hogy az NMDA receptor szerepet jatszik bizonyos
idegi folyamatokban, példaul a memoriaban (Réthelyi, 2011).

hogy megnyiljanak az NMDA receptorok ioncsatornai. Magas frekvenciaju ingerlés
hatéasara viszont az a-amino-3-hidroxi-5-metil-izoxazol-propionat (AMPA) receptorok
altal kivaltott nagy ingerld posztszinaptikus potencial (EPSP) a felszabadult
glutamattal egyiitt hatva mar megnyitja az NMDA receptorok csatornajat. Az NMDA
receptor formalta ioncsatorndn Kkeresztiill kiilonb6z6 kationok (Na*, K*, Ca™)
vandorolnak. A Ca** koncentracio sejten beliili megnovekedése egy bizonyos szint
felett aktivalja a Ca™/kalmodulin kindzt. A kinaz autofoszforilaciot végez, és az
intracellularis Ca™ koncentracidé nyugalmi szintre valo visszatérése utan is mitkodik,
amely lehetdvé teszi a hosszan tartd hatdsok kialakulasat, illetve a késébb érkezd

impulzusokkal szemben érzékenyiti a sejtet (Fonyo és Ligeti, 2008).



4.1.1 Glutamat transzmitterrendszer

A glutaminsav a serkentd, és a gatlo aminosavakkal, tovabba az acetilkolinnal, és a
szerotoninnal egyiitt a klasszikus transzmitterek I. tipusaba tartozik. Az acetilkolin,
valamint a szerotonin csak meghatarozott receptorokhoz valdé kotodés esetén
szerepeltetheté ebben a kategoriaban. Az 1. tipusba tartozo serkentd, valamint a gatld
aminosavakra a gyors ingeriiletatvitel jellemzd. Az 1. tipus tagjai képezik a f6
neurotranszmittereket. Alfabetikus sorrendben a neurotranszmitterek II. tipusaba
tartozik az acetilkolin, a dopamin, a noradrenalin, és a szerotonin. Az ebbe a tipusba
tartozO0 neurotranszmitterek lassabb, ¢és dontéen reguldtor hatastak. A
neurotranszmitterek II1. tipusaba foképp neuropeptidek tartoznak, amelyek az el6z6 két
tipus tagjaival egylitt fordulnak eld, és neuromoulator hatast fejtenek ki az érintett
szinapszisokban. Megkozelitéen az agyi szinapszisok 80%-ban a glutaminsav, illetve
az aszparaginsav altal valosul meg a neurotranszmisszid. Glutamaterg transzmisszidval
rendelkeznek a kdvetkez6 struktarak: a neokortex o sejtjei, a hippokampusz {6 sejtjei,
a palyakat képezd principalis piramissejtek, és a talamusz relé sejtjei. Glutamaterg
transzmisszio az eldbbi struktirdkon kiviil egyéb magcsoportokban is igazolhato.
Figyelemre mélt6 az a tény, hogy a kdzponti idegrendszerben szinte minden idegsejt
hordoz glutaminsav szenzitiv receptorokat. Azok az aminosavak, amelyek serkentd
neurotranszmitterként szerepelnek két anion csoporttal, valamint egy kation csoporttal
rendelkeznek. A receptor-ligand kotés létrejottének relevans eleme, hogy a
karboxilcsoporthoz viszonyitva egy aminocsoport alfa pozicidban helyezkedjen el,
tovabba minimum 2-3 szénatom forduljon el6 az el6bbiek és a masodik savas karakterti
molekularész  kozott. A maésodik  karboxilcsoport szulfacsoporttal — torténd
szubsztitualasat kovetden a transzmitter hatékonysaga fokozodik. Ezek alapjan arra
lehet kdvetkeztetni, hogy a glutaminsav agonista transzmitterek receptorhoz kdtédése
harom ponton valosul meg. A glutaminsav intracellularis kompartmentizacioja térbeli,
¢és funkcionalis alapokon nyugszik. Az un. metabolikus készlet a neuronok szoméajanak
citoplazmajaban helyezkedik el alfa-ketoglutdrsav, valamint glutamin jelenlétében. A
transzmitterként ~ funkciondlé glutaminsav az  aszimmetrikus  szinapszisok

axonterminalisainak szinaptikus vezikuldiba lokalizadlodik. A citoplazmaban



elhelyezkedd glutaminsav tobbek kozott peptidlancképzd, GABA prekurzor molekula,
valamint lényeges eleme az ammonia detoxikacionak. A glutaminsav vér-agy gaton
torténd penetracidja elhanyagolhatd. A szintézis a neuronokban zajlik elsdsorban
mitokondriumhoz kotétten. A szintetizacio foleg a dikarbonsav ciklushoz kapcsoltan
torténik gliikoézbol, de a glutaminbol vald szintézis is szamottevd. A termelt
glutaminsav mennyiség pozitivan korrelal a gliikoz, és az axonterminalisok glutamin
katalizalja, amely enzim Ca** szignallal aktivalodik, glutaminsav hatdsara pedig
gatlodik. Az aszpartat-aminotranszferaz oxalecetsavbol képez glutaminsavat
aszparaginsav jelenlétében. Az ornitinbol torténd glutaminsav szintézist az ornitin
transzferdz katalizalja egy kozti termék kozbeiktatasan keresztiil. A metabolizmusban
relevans még a glutaminszintdz, amely az asztrocitakban, és az oligodendrocitdkban
talalhato. Funkcidja a glutaminsavbol torténd glutaminszintézis. A szinaptikus résbe
keriil6 glutaminsav kissebb része reuptake altal az axonterminalisba transzlokalodik,
vagy a posztszinaptikus sejtbe helyezddik. A glutaminsav nagyobbik része a
gliajestekbe transzportalodik, és a glutaminszintdz altal glutaminnd alakul. Ezen
atalakulast kovetden a glutamin visszakeriil a glutamaterg neuron axonterminalisaba,
ahol foszfat-aktivalt glutaminaz hatdsara ismét glutaminsavva alakul. A glutaminsav-
dehidrogendz egy a mitokondriumokban taldlhatdé enzim, amelynek funkcidja a
glutaminsav alfa-ketoglutarsavva, és ammoniava alakitasa. Az atalakulas iranyat a
metabolitok koncentracidja hatdrozza meg. Glutamaterg neuronokban a disszociacid
iranyaba terelddik, ellenben GABA-erg idegsejtekben a glutaminsav szintézis felé tart
a folyamat. A vezikuldk glutaminsavval torténd feltoltését vezikularis transzporter
végzi, amely folyamat Mg**, adenozin-trifoszfat (ATP), és proton igényes. A
vezikularis transzporter 12 transzmembran doménnel rendelkezik. A sejtmembranba
lokalizalodé szintén glutaminsavat transzlokald transzportertdl azonban eltérd
szerkezetli. A transzporter glutaminsavra specifikus, tehat aszparaginsavat nem
transzlokdl a vezikulaba. A glialis, és a neurondlis membranba lokalizalt
transzportereknek 6t csaladja ismert (neuron: EAAT3, EAAT4, EAATS; glia: GLAST,

GLT1), amelyek L-glutaminsavat, valamint L-aszparaginsavat transzportalnak az



elektrokémiai gradienssel szemben. Utobbi transzportereknek nyolc transzmembran
doménjik van. Az M3-M4 domének kozott extracellularis hurok, tovabba
intracellularisan lokalizaciodd N, illetve C termindlis jellemz6 rajuk. A vezikularis
tarolas ATP igényes, €és egyben elektrogén folyamat. Protontranszport hianyaban a
glutaminsav eliminalodik a vezikulakbol. A glutaminsav mellett egyéb transzmitterek
is jelen lehetnek a vezikuldkban, amelyek altalaban peptidek. A gerincveldi hatso szarv
esettben P anyag kolokalizaciojara van ismert precedens. A glutaminsav
felszabadulasa Ca*™ szignal hatasara kovetkezik be, amely szignal multifaktorialis
befolyas alatt all. Tobbek kozott egyéb transzmitterek modifikacidja érvényesiil
preszinaptikus receptorokon keresztiil hatva. Példaul az adenosin A1 receptorokhoz
kotddve a glutaminsav felszabaduldsra nézve gatlo hatast fejt ki a Ca** citoplazmaba
iranyul6 fluxusanak csokkentésével. A noradrenalin preszinaptikus alfa, receptorokon
keresztiil, a gamma-aminovajsav (GABA) a metabotrop GABAg-receptorokon at, az
acetilkolin pedig Ma-receptorok altal medialva fejt ki gatld hatast a glutaminsav
felszabadulasra. Tovabbi gatlé hatdst anyagok: neuropeptid Y, galanin, valamint a
hisztamin. A nikotinos acetilkolin receptorok, valamint a P2x, és az Aza receptorok a
megfeleld transzmitter bekotddésekor excitacios hatast kozvetitenek. A glutaminsav
tiriilése Ca™ independens modon is bekOvetkezhet, amely foképp patologias
allapotokban észlelhetd, példaul agyi iszkémidban, illetve drog hatasa alatt. Ezekben
az esetekben megfordulhat a transzporterek miikodése. A glialis, és vezikularis
transzporterek Na*, és egyidejilileg H* bekotddését igénylik a transzport elvégzéséhez.
A K" intracellularis szintjének emelkedése serkent6leg hat a transzportra, ellenben ha
a Na' sejten beliili koncentracidja novekszik, akkor transzport iranyt valtoztat, és
glutaminsav tiriilés kovetkezik be. A sejten beliili Na* koncentracid novekedése példaul
agyi hipoxidban fordulhat el8. A transzporter egy ciklus alkalmaval két Na*-ot a
citoplazmaba, egy K*-ot pedig az extracellularis térbe transzlokal (Vilagi, 2003).
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4.1.2 Glutaminsav receptorok

A glutaminsav ionotrop, és metabotrop receptorokon keresztiil fejti ki hatdsat. A
receptorok preszinaptikus, és posztszinaptikus lokalizaciéban is el6fordulnak. A
glutaminsav, illetve az aszparaginsav mellett egyéb aminosavak is képesek kotddni a
receptorokhoz, amelyek kozil egyesek erdsebb receptor aktivalo hatdssal
rendelkeznek, mint a két emlitett transzmitter. Az ionotrop receptorok két csoportra
oszlanak. Megkiilonboztetiink NMDA tipust receptorokat, és nem-NMDA tipustakat.
Az utdbbi csoport két alcsoportra oszthato: AMPA receptorok, és kainsav (KAIN)
receptorok (1. tablazat). Eddig 15 génrél van tudomasunk, amelyek az ionotrop
receptorok fehérjéit kodoljak. A kodolt fehérjék funkcioja alapjan a géneket 3
csoportba klasszifikaljak: AMPA, KAINAT, és NMDA receptorszerkezetet kialakitd
gének. Ez idaig 8 génrdl van tudomasunk, amelyek metabotrop receptort kodolnak
(MGIuR1-mGIluRS8). Ezek termékei a 7 transzmembran domént tartalmazd (7TM)
receptorok, amelyek farmakologiajuk, ¢és jelatviteli mechanizmusaik szerint 3
csoportra oszlanak. Az ionotrop receptorok esetében 4 alegység valdszinlisithetd. Egy
alegység 4 szegmentumbol épiil fel (M1-M4), amelyek az M2 szegmentum kivételével
transzmembran domének. Az M2 domén az intracellularis oldal irdnyaban visszahajlik.
Az M3-M4 domének kozott extracellularis hurok taldlhatdo. Az N-terminalis
extracellularis, a C-terminalis pedig intracellularis lokalizacioju. Az N-terminalis, és
az extracellularis hurok képezi az agonista kotOhelyet, tovabba a két egység
glikozilaciés helyekben is bdvelkedik. A C-termindlison foszforilacios részek
talalhatok. Az egymas irdnyaba forduld négy darab M2 szegmentum feladata az
iondteresztd porus kialakitdsa. A porus transzmitter altali aktivacid hatasara
konformaciovaltozason keresztiil nyilik meg. Nyugalmi helyzetben zart allapotban
talalhatd. A csatorndkon allosztérikus helyek is taldlhatok, amelyek a csatorna
miikddésére nézve modulaciés hatdstiak. A nem-NMDA receptorok alegység
kompozicioja tobbféleképpen adodhat. Ennek oka a kiilonb6z6 alegységek valtozatos
kombinacios lehetdségeiben rejlik. E receptortipus esetében GluR1-GluR7, és KAI-
KA4 alegységek kiilonithetok el. Az NMDA receptorok két tipusra oszlanak: NR1, és
NR2. A két tipushoz kiilonb6zé funkcidk rendelhetdk, és tovabbi altipusokat
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tartalmaznak (NR1, NR2A-NR2D). Egy glutaminsav receptor a formajat tekintve lehet
homo-oligomer, és hetero-oligomer. EI6bbi esetben azonos alegységekbdl, utobbi
esetben pedig kiilonb6z6é alegységekbdl all Gssze a receptor. A hetero-oligomer
receptorok farmakoldgiai, valamint elektrokémiai tulajdonsagaikat tekintve rendkiviil

valtozatosak (Vilagi, 2003).

lonotrop Metabotrop

NMDA nem-NMDA . Il. Il
NR1 AMPA KAIN mGIuR1 mGIluR2 mGIuR4
NR2A GluR1 GIuR5 mGIuR5 mGIuR3 mGIuR6
NR2B GluR2 GIuR6 - - mGIuR7
NR2C GIluR3 GIluR7 - - mGIuR8

NR2D GlurR4 KA1l - -

--- --- KA2 --- ---

1. téblazat. Glutaminsav receptorok, ¢€s alegységeik. Szinezett cellak: receptor

tipusok. Fehér cellak: alegységek (Vilagi, 2003 nyoman).

4.1.3 NMDA receptor szerkezete

Az NMDA receptor alegységek 6t gén altal kodoltak, a valtozatossdgukat pedig tobb
vagasi varians novelheti. Az alegységek két 6 tipusa: NR1, és az NR2. Az NR2 tipus
tovabb oszlik 4 altipusra: NR2A, NR2B, NR2C, NR2D. A csak NR1 alegységekbdl
Osszealld homo-oligomer ioncsatorna miikodik ugyan, de az daramatviteli
tulajdonsdgaiban kiilonbozik a nativ receptoroktol. Csak NR2 alegységekbdl
miikodoképes csatorna nem alakul ki, azonban ha NR1 alegységbdl legalabb egy
beépiil, akkor az aramatvitel mar megvalosul. Ezekbdl kovetkezik, hogy az NR1
alegység relevanciaja alapvet a csatorna mitkodése szempontjabol, az NR2 alegység
pedig modulacios hatast elsésorban. Az NR1 alegység aminosavszdma 931, az NR2
alegységé pedig 1250-1450. Az NR1 alegység a GluR alegységekkel 25-28%-ban
homolog, az NR2 alegység altipusokkal pedig kevesebb, mint 20%-o0s homologiat
mutat. Az NR2, és a GluR alegységek homologidja koriilbeliil 50%. Az NR1 alegység
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illesztési varidnsainak szama 8, ebbdl 3 esetben C-terminalis delécid, 4 esetben pedig
N-terminalis beépiilés all a hattérben (Vilagi, 2003).

Az NMDA receptor szerkezete, és a kotOhelyek az 1. abran tanulmanyozhatok.

Channel Blockers

Antagonists

@® Selfotel

® MRZ2/576
Ifenprodil (2B)

® zZn*

Agonists “ _4 Modulators

Glutamate
NMDA

Coagonists

Glycine
@ _y : Alternative splicin Glycosylation sites O Phosphorylation sites
D-serine 9 ycosy

Polyamines
Histamine

1. abra. Az NMDA receptor ¢s kotohelyei (Webreferencia 1.)

4.1.4 NMDA receptor elektrofiziologiaja

Az NMDA receptor nyitott csatorngjan keresztiil Na*, K¥, és Ca™ ionok vandorolnak.
A sejten beliili Ca™ koncentracid alakulasat illetden az NMDA receptor alapvetd
szereppel bir. A nem-NMDA tipusu receptorokhoz hasonloan egyéb kétértékii ionok is
atmehetnek a csatornan: Ba*™, Sr*", Mn**, és Mg**. Azonban ezen ionok permeabilitasi
tényezdje eltér az AMPA receptorok esetében tapasztalhatotol. Nyugalmi
membranpotencial fennallasakor az NMDA receptor ioncsatornajanak belsejébe
kotédik egy Mg™ ion. Amennyiben a membranpotencidl csokkenés eléri
megkozeliten a -35 mV-0s értéket, a Mg*™ ion kiszabadul a csatorna belsejébél, amely
ezaltal mas ionok szdmara atjarhatova valik. Gyors nyitasi-zarasi folyamat esetén a
Mg*™ ion rendszeres ismételt bekotddése zajlik, de a membranpotencial pozitiv irdnya

eltolodasa miatt végiil ujbol levalik. A Mg™ ion hidratburkanak levalasi, illetve az

crer
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folyamatat. Mint azt mar korabban emlitettem a receptor aktivaciojahoz glutaminsav
kotddése mellett koagonista glicin kotddése is sziikséges. A glicin a sztrichnin
inszenzitiv helyhez kotédik. A glicin amellett, hogy biztositja az aktivalhatosagot, az
inaktivaciot lassitja (nyitva tartas ideje nd), tovabba erésiti a glutamat hatasat. Ha a
glicin koncentraci6 alacsony, és ezért a kotéhelyek nem teljesen telitettek, a csatorna
gyors deszenzitizacioja kdvetkezik be. Amennyiben a glicin kotdhelyek telitve vannak,

akkor a csatorna nyitott allapota minimum 90-250 millisecundumig tart (Vilagi, 2003).

4.1.5 NMDA receptor farmakologiaja

Az NMDA receptor extracellularis részén, és csatornajanak belsejében is talalhatok
kotohelyek a kiilonboz6 farmakonok részére, amelyek befolydssal vannak az
ioncsatorna érzékenységére, aktivalhatdsagara, és permeabilitasara (2. abra). Az NR2
alegység N-termindlisdnak, és az M3-M4 domének kozti extracellularis hurok
szerkezetének modifikacioja befolyassal van a glutaminsav kotédésre, azonban a glicin
kotésre nézve hatastalan. Az NR1 alegység esetében ugyanezen helyek modifikéacioja
az alegység glicinkotd képességét erdsen csokkenti. Ezek alapjan mondhat6, hogy az
NR2 alegység a glutaminsav, az NR1 alegység pedig a glicin kotéséért felelds. Az
emlitett két koagonista kotéhelyén kiviil egyéb un. modulacids helyek is jelen vannak
az receptoron. Ezen modulacios helyek a kovetkezok: poliamin kotdhely,
protonérzékeny hely, cink-ion kotohely, és redox mudulacios hely. A glutaminsav
kotéhelyen  kompetitiv  antagonista a  3-((+)-2karboxipiperazin-4-il)-propil-1-
foszfonsav, az amino-foszfono-heptansav, és az amino-foszfono-valeriansav. A glicin
kotohelynek pedig 7,8-kloro-kinurénsav a kompetitiv antagonistaja. Ez utobbi hatasara
teljesen kiiktatodik az NMDA receptor glutamatra adott valasza. A glicin kotOhely
agonistai a D-alanin, és a D-szerin. Utobbi kettd, mint endogén ligandum is
szerepelhet. A csatornaba azonos helyre beko6tddd antagonistak a kovetkezok:
ketamine, (5R,105)-(+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,d]cikloheptén-5,10-imin
(MK-801), fenciklidin, és az 1-(2-fenil)ciklohexil-piperidin. Ezek az antagonistak

akkor tudnak kotddni, amikor a receptor aktivalodik, és az ioncsatornaja megnyilik. A
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kotddésiik altal gatoljak a csatornan keresztiil foly6 iondramokat. Zart, illetve inaktiv
csatornaba nem képesek bekotddni. Az NMDA receptor specifikus agonistdi: NMDA,
glicin, iboténsav, alanin (Vilagi, 2003).

A pH alakulasa az NMDA receptorokra is hatassal van. A hidrogén-ionok az NMDA
receptor allosztérikus modulatorainak tekinthet6k. Fiziologids pH esetén 50%-0S
tonikus gatlo hatast fejtenek ki az NMDA receptorokra. Amennyiben a pH
kismértékben savas irdnyba tolodik, neuroprotektiv hatds all eld, mert ez teljesen
gatolni képes a receptor aktivitasat. Bazikus iranyu eltolodas esetén pedig fokozodik
az ioncsatorna milkodése. Egyes allosztérikus modulatorok ugy hatnak, hogy

crer

poliaminok, Zn** (Boros, 2006).

4.1.6 NMDA receptor szerepe a fiziologiaban, és a patolégiaban

Az NMDA receptor altal bonyolitott transzmisszid fontos szerepet jatszik a kiilonb6z6
fiziologias, és patologias folyamatokban. Ilyen fizioldgids folyamat a szinaptikus
plaszticitdas, a memoria, és a tanuldas. Az NMDA rendszer talmikodésének
kovetkezménye az un. excitotoxicitds, amelynek lényege a glutamdt excessziv
felszabadulasa kovetkeztében fellépd irreverzibilis Ca*™ bearamlas, majd apoptdzis
indukci6. Az excitotoxicitasnak a kovetkezd korallapotokban tulajdonitanak szerepet:
agyi sériilés, alkoholmegvonas, cerebrovaszkularis betegségek, demencia, epilepszia,
¢és Parkinson-kor (Réthelyi, 2011).

Az alkohollal kapcsolatos neurologiai zavarok NMDA receptorral vald 6sszefiiggését
jol prezentalja Ahern és mtsai-nak (1994) kisérlete. 100 mM ethanolba helyeztek
patkany cerebrokortikalis kultirdkat, amelynek hatdsara novekedett az NMDA
neurotoxikus potencialja, és az NMDA altal indukélt maximalis intracellularis Ca™
szint emelkedés mértéke. A kontroll, és az ethanollal kezelt kulturak esetében az
NMDA toxicitas szoros korrelaciot mutatott az intracellularis Ca*™ szinttel. A kutatok

szerint az NMDA valaszok esetleg tlikrozik a kronikus alkohol kitettséghez tarsuld
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neuronalis adaptaciot, és kozremiikddhetnek az alkohollal 0sszefiiggd neurologiai
zavarok patogenézisében (Ahern és mtsai, 1994).

A szkizofréniat az NMDA rendszer alulmiikddésével hozzak 6sszefliggésbe (Réthelyi,
2011). A ketamine NMDA receptor antagonista hatasu szer (Vilagi, 2003), amely
képes a szkizofrén betegek allapotrosszabbodasat eldidézni, illetve a tiineteiket
sulyosbitani, tovabba képes az egészséges személyek esetében pszichotikus tiineteket
kivaltani. Ilyen, illetve hasonld eredmények fényében a szkizofréniara vonatkozoan
megfogalmaztak az NMDA receptor hipofunkcios modellt (Juhasz és Bartko, 2007).
Az NMDA rendszerrel kapcsolatos korallapotok kozott megemliteném még az
agyvelogyulladas azon fajtajat, amelyet NMDA receptor ellenes autoantitestek
termelddése valt ki (Réthelyi, 2011).

A limbikus encephalitis valoszintisithetéen leggyakoribb oka az NMDA receptor ellen
termelédé antitestek jelenléte. E betegség, elsOsorban fiatal ndk esetében,
ovariumtumorhoz tarsulvala manifesztalodik. Az NMDA receptor ellenes antitestek
kb. 50-60%-ban paraneoplaziasak. A nem paraneoplazias ellenanyagokkal tarsuld
limbikus encephalitisek esetében pedig autoimmun eredet feltételezhet6 (Il1és, 2011).
A beteg személyek szérumaban, valamint a liquoraban NMDA receptor ellenes
antitestek mutathatok ki (Hollody és mtsai, 2011).

Az NMDA receptor migrénnel vald 0sszefiiggését is leirtdk. Migrén esetében az un.
centralis szenzitizacio, azaz a masodlagos nociceptiv idegsejtek hiperexcitabilitasanak
kialakitasdban az NMDA receptor aktivitdsfokozodasa (glutamat érzékenység
novekedése) is szerepet jatszik (Tajti és Vécsei, 2009).

Az NMDA receptor bizonyos analgetikus hatasu szerek tamadaspontjaként is relevans.
A kronikus tenzios tipusu fejfajasban javasolt amitryptilin nevii analgetikus farmakon
hatasarol feltételezik, hogy a fajdalomcsillapitd képessége (egyéb altalam nem
részletezett hatasok mellett) részben az NMDA antagonista hatasdnak kdszonhetd
(Tajti és Vécsei, 2006). A mitrazapin nevil antidepresszivum kedvezé hatasa olyan
fajdalomszindrémakban, és tenzids tipusu fejfajdsokban, amelyek depressziohoz
tarsulnak. Ezen tulajdonsaga kevésbé a f6 hatasainak koszonhetd, helyettiik inkabb az

NMDA, és az oOpiat rendszerekre gyakorolt aktivitasanak tulajdonithatd (Almasi és
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Rihmer, 2004). Az NMDA receptorok szerepet jatszanak a neuropatias, illetve
kronikus fajdalmak esetén kialakuld centralis szenzitizacidban. A ketamin analgetikus
hatasanak feltételezett magyarazata az NMDA receptor gatlasa (Fiirst, 2008).

Az NMDA receptorra antagonista hatdsi memantin az Alzheimer-kor kozepesen
sulyos, illetve sulyos stadiumaban javasolt készitmény (Kovacs, 2009).

A demencia szindromakhoz tarsulo viselkedési és pszichés zavarok (BPSD) okozta
tiinetek kezelésében NMDA antagonistak is alkalmazhatok (Kalman és mtsai, 2008).

Emlitésre méltd még a kinai vendégld szindroma, amely iddéleges mellkasi

fajdalommal, és nyaki merevséggel jar, oka pedig a glutamat fokozott fogyasztasa lehet

(Gyires és First, 2011).

2. 4dbra. Az NMDA receptor farmakologidja a hatdsmechanizmusok

kiemelésével (Webreferencia 2.)

4.2 Excitotoxicitas
Az idegrendszer két altalanos mechanizmus szerint karosodhat: excititoxicitas, vagy
oxidativ stressz altal. Az excitotoxicitast excitatoros (izgatd) aminosavak okozzak. A

glutaminsav mar kis koncentracidban is neuronpusztuldst indukal a sejtkultardkban. A
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sejtek pusztuldsa foleg NMDA receptor medialta szignal hatasara kdvetkezik be, amely
pusztulas antagonistak adasaval kivédhetd. A karosodas egyiitt jar a sejten beliili Ca™
koncentracio emelkedésével. Elsésorban AMPA receptorokon keresztiil depolarizacid
torténik, amely fesziiltségfiiggd Ca** csatorndkat nyit meg. A metabotrop receptorok
révén az endoplazmas retikulumbol (ER) szabadul fel Ca™. A glutamat gyakori, illetve
tartos felszabadulasa mar NMDA receptorokat is aktival, amely szintén Ca'™"
bearamlast eredményez. A glutamat visszavételére a depolarizacio gatlo hatassal van,
magas intracellularis koncentracidja minimum 4 folyamat elinditoja (Gyres és Fiirst,
2011).

Ezek a kovetkezok:

» Kaérosodik a mitokondrialis energiatermelés, amely a Ca™ ER-be torténd
visszavételét, tovabba a kifelé rektifikalo Ca™ pumpa miikodését az ATP
hianyon keresztiil gatolja.

» Fokozddik az aktivitdasa a Ca™ dependens proteazoknak, és a Ca*™* dependens
lipazoknak.

= A nitrogén-monoxid (NO) szintézis aktivacioja kovetkezik be. A NO nagy
koncentracidban neurodegenerativ, kis koncentracioban pedig neuroprotektiv
hatésu.

= A foszfolipaz Az aktivitadsfokozddasa altal né a prosztaglandinszintézis, és az

arachidonsav felszabadulasa.

Iszkémia esetén a mitokondriumba Ca™ ion felvétel torténik, amely potencial-fliggd
uniporter altal valosul meg. A bekeriild Ca™ ionok hatasira a mitokondrium
depolarizalodik, amely az ATP-4z mikodésének gatlasan keresztiil csokkenti a sejt
ATP készletét. A csokkend ATP készlet tovabb rontja a sejt ionhaztartasat, valamint a
mitokondrialis diszfunkcio reaktiv oxigén gyokok képzdodéséhez is vezet (Gellért,
2013).

A reaktiv oxigéngyokok felhalmozoddsa az excitdtoros aminosavakkal szemben

érzékenyiti a neuronokat (Gyires és Fiirst, 2011).
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A NO reagal az oxigén gyokokkel, és peroxinitritet képez. A peroxinitrit, és a NO karos
hatasu a sejtalkotokra, a mitokondridlis 1égzés gatldsat okozza, eldsegiti a tovabbi
mitokondrialis depolarizaciot, valamint egyszali DNS toréseket okoz (Gellért, 2013).
A NO szabadon diffundalva eljut a preszinaptikus végzodésbe, ahol a guanilat-ciklaz
aktivalasan keresztiil fokozza a cGMP termelést, ami noveli a glutamat felszabadulast
(Szilagyi, 2005).

A Ca™*-fiiggd calpain gatolja a sejtmembran Na*/Ca™ cserélé pumpajat, ami fokozza
a Ca™ koncentracio novekedését (Gellért, 2013).

A koros NMDA receptor aktivacio a Ca*™ homeosztazis kisiklasat elidézve szamos
olyan intracellularis szignalra van kozvetlen hatassal, amelyek sejthalalhoz vezetnek.
Példaul a CREB (CAMP Responsive Element Binding Protein) transzkipcios faktor
defoszforilcidja altal elnyomja a tulélési szignalokat (Gellért, 2013).

Azonban szamos olyan mechanizmus is mitkodik, amelyek az excitotoxicitasra nézve
k6zombositd hatdsuak. A legfobb ilyen mechanizmus a mitokondrialis energiatermelés
megbrzése, amely a membranpotencial fenntartasa, a kifelé rektifikalé Ca*™* pumpa
miikodtetése, és az ER-be torténd Ca™™ visszavétel fokozasa altal fejt ki k6zombositd
hatast. Emellett olyan folyamatok is aktivalodnak, amelyek a szabadgyokoket
semlegesitik: gluthationrendszer, szuperoxid-dizmutaz (SOD), és katalaz (Gyires és
Fiirst, 2011).

A Ca™ intracellularis szintjének emelkedése nem kizardlagos oka a neurotoxicitasnak,
hanem egy¢b tényezdk is befolyassal birnak a degeneraciot illetéen. J6 példat szolgaltat
erre Li és mtsai-nak (1996) kisérlete, amelyben a hiperglikémia utani iszkémiaban
csokkent mértékii Ca™ valaszt tapasztaltak a normoglikémia utani esetekhez
viszonyitva, azonban a hiperglikémiat kovetd iszkémia a normoglikémiaval azonos,
vagy nagyobb mértéki idegsejt karosodast eredményezett (Fekete, 2009).

Az excitotoxicitas hipotézis szerint a serkentd aminosavak azokban a régidkban
okoznak szelektiv modon idegsejt degeneraciot, amelyekben a serkenté aminosav
koncentracioja fiziologias koriilmények kozt is magas értéket mutat (Fekete, 2009).

A kisérletek soran az érintett teriileten athaladé axonok, és a gliasejtek nem pusztultak
el (Fekete, 2009).
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Choi és mtsai (1987) két mechanizmust irtak le, amelyek altal a glutamat Kifejti
sejtkarositd hatasat. Leirtak egy Na*-dependens, illetve Cl-dependens kezdeti hatast,
valamint egy Ca*™ jelenlétéhez kotddd késbi karosodast. A visszafordithatatlan
sejtkarosodas kivaltasaban onmagaban mindkét mechanizmus potensnek bizonyult.
Ellenben redukalt glutamat koncentraciot alkalmazva a Ca*™" dependens késdi
karosodas valt uralkodéva (Fekete, 2009).

A neuronokbol, és a gliasejtekbol a glutamat extracellularis felszabadulasa
tobbféleképpen valosulhat meg (Fekete, 2009).

A kovetkez6 utvonalak ismeretesek:

» Depolarizacio hatasara Ca™ fliggd vezikularis exocitozis.

* A megndvekedett intracellularis Na* koncentracié megfordithatja a Na*-
dependens glutamattranszporter mitkodését, amelynek kovetkeztében Na*,
¢és glutamat keriil az extracellularis térbe.

» A Na', és CI intracellularis térbe aramlasa sejtduzzadast okozva Ca™
dependens modon az asztrocitak térfogatra szenzitiv Szerves anion
csatornait nyithatja meg, amelyeken 4t glutamat, illetve egyéb anionok
kertilhetnek az extracellularis kompartmentbe.

= ATP jelenlétében a nagy porusatmérdvel rendelkezé P2X7 receptorok
glutamat felszabadulasat eredményezhetik.

= Az aminosavak koziil mind a semlegesek, mind a toltéssel birdk passziv

diffuzioval penetralni képesek a lipid kettds rétegen keresztiil.

Az iszkémia megjelenését kovetd percekben megindul a glutamat felszabadulas.
Ennek f6 forrasa feltehetben a Na'-dependens glutamat transzporter miikodési
iranyanak megforduldsa, és a hOmérséklet. A transzporter miikodési irdnyanak
megfordulasa nem csak a glutamat extra mennyiségi felszabadulasat okozza, hanem a
felszabaduldé mennyiség eltavolitasat is gatolja (Fekete, 2009).

Az iszkémia kovetkeztében az extracellularis térben savas iranyba tolodik a pH. Az
NMDA receptorok érzékenységét a savanyu kozeg csokkenti, ez pedig valamennyire

mérsékli a pH savas iranyba tolodasanak negativ hatasait (Gellért, 2013).
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A glutamat 3 kiilonbdz6 ionotrop, valamint 8 kiilonbdz6é metabotrop receptoron
keresztiil fejti ki hatasat, azonban az iszkémias karosodast illetéen az NMDA tipusu
receptorok szelektiv gatlasa fokozott neuroprtektiv hatassal bir a nem-NMDA tipusa
receptorokhoz viszonyitva. Az excitotoxicitassal az I. csoportba tartoz6 metabotrop
receptorokat is 0sszefliggésbe hoztak, azonban ugy vélik, hogy az ionotrop receptorok
jelentésége nagyobb. A glutamat a felszabaduldsat kovetden az extraszinaptikus
lokalizacioja receptorokon keresztiil is hat, amelyek a szinaptikusan elhelyezkedd
receptorokhoz viszonyitva nagy affinitastiak, ¢s neurotoxikusak. Az extraszinaptikusan
hat6é glutamat koncentraciora vonatkozé elmélet azonban hidnyossagokat is hordoz
(Fekete, 2009).

Ezen hianyossagok a kovetkezok:

* A neuronalis érzékenység a glutamat receptor denzitassal gyenge korrelaciot
mutat.

* Az axonon, valamint a termindlison jelen 1évé glutamat receporokon nem
alakul ki direkt degenerativ valasz.

= A glutamaterg innervacidoval rendelkezé agyi teriiletek deafferentacidja
gyengiti az NMDA, és a kainat receptor agonistak neurotoxicitasat.

* A glutamat receptorok aktivacidja utdn a degeneracié gyakran csak oOrakkal

késobb alakul ki.

Ezen észrevételek az un. ,forras specificitas” hipotézis egyéb részleteire deritettek
fényt. Az emlitett hipotézis kiegésziti a Ca*™ hipotézist, illetve valaszokat keres a Ca**
hipotézis ellentomndasaira. A forras specificitas hipotézis szerint a sejtkarosodast nem
a teljes sejten beliili Ca*™ szint emelkedés hatdrozza meg, hanem hogy a Ca™ milyen
mechanizmus révén aramlik a sejtbe. Ezek szerint az excitotoxicitasért azok a
mechanizmusok lennének a felel6sek, amelyek a glutamat receptorokhoz kolokalizalva
azok aktivacidja, €s a degeneracio kozott zajlanak. (Sattler és Tymianski, 2000; cit.:
Fekete, 2009).
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4.3 Neuroprotekcio

Neuroprotekcid lehetségei: fesziiltségfiiggd Ca'™ csatorna antagonistakkal, Na*
csatorna blokkolokkal, gyors Ca*™* csatorna blokkolokkal, az NMDA nem kompetitiv
antagonistaival, Szabadgyok antagonistakkal, NO-szintetdz gatlokkal, novekedési
faktorokkal, antiapoptotikus beavatkozasokkal, GABA-agonistakkal (Marosi, 2009).
Hartley és Choi (1989) az excitotoxikus inzultus bekovetkezése utan késleltetetten
elvégzett beavatkozasok neuroprotektiv hatékonysagat tartak fel. Allitasuk szerint az
500 microM NMDA, vagy glutamat hatasanak vald kitettség utan sok ragcsalobol
szarmazd kortikdlis neuron kultira elpusztult volna, de az NMDA antagonistak
tenyészmédiumhoz vald kés6i hozzaadasa megmentette Oket. A D-2-Amino-5-
foszfonovalerat (D-APV), az MK-801, és a dextrorphan koncentraciofiiggd
neuroprotekciot eredményeztek. A halalra itélt neurondlis populacié megmenthetd
hanyada az NMDA kimosasa, és az antagonista hozzaadéasa kozotti idéintervallumtol
fliggott. A neuronpopulacié megmenthetd hanyada azonnali hozzéadas esetén 40-80%-
nak adodott, 30 perc utan pedig nullara csokkent. A D-APV-nek csak 30 percig kellett
jelen lennie a kdzel maximalis protekcio érdekében. Az NMDA antagonistak protektiv
hatdsat nem tudtdk mas anyagokkal imitalni. A széles spektrumu glutamat antagonista
kinurenatnak hasonlé protektiv hatasa volt, mint a D-APV-nek, de amikor a D-APV-
hez adték a kinurenatot, az nem javitotta a neuroprotekciot. A neuronokat szintén meg
lehetett menteni az extracellularis Ca*™* késdi eltavolitasaval az NMDA kezelést kovetd
30 percen at (Hartley és Choi, 1989).

VVon Engelhardt és mtsai (2007) az NR2A-t, és NR2B-t tartalmaz6 NMDA receptorok
in vitro excititoxicitasat vizsgaltak kortikalis neuronokon. Azt talaltak, hogy a vad
tipust neuronokban az NMDA receptor szubtipusok excitotoxicitdsa a sejtkultarak
koraval valtozott. Fiatal sejtkultirakban 14 nap utan az NR2B-t tartalmazé6 NMDA
receptorok blokadja megakadalyozta az NMDA medialta toxicitast in vitro, de mindkét
altipus kivéltott excitotoxicitast az id6sebb (21 napos) sejtkulturakban. A két szubtipus
barmelyikének blokkoldsa nem tudta megakadalyozni az NMDA dltal kivaltott
sejthalalt, ezzel azt jelezve, hogy a fennmaradé szubtipus kivaltja a sejt pusztulasat. Az

NR2A szubtipus neuroprotektiv hatasa csak a 21 napos sejtkultirdknal szubmaximalis
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NMDA koncentracio esetén valt nyilvanvalova. Az NR2A szubtipus medidlta NMDA
toxicitds, valamint a parcialis protekcio csak akkor kivitelezhetd, ha az NR2A egy
funkcionalis C-terminalis doménnel rendelkezik. Ha az NR2A szubtipusban kitorlik
ezt a domént, akkor az excititoxicitas teljes mértékben az NR2B szubtipus altal medialt
mind a 14 napos, mind a 21 napos sejtkulturaknal. A kutatok szerint a megallapitasaik
azt josoljak, hogy a sikeres terapids beavatkozéds stroke-os betegek esetében a
pillanatnyilag elérhet6 NMDA receptor szubtipus szelektiv blokkolok altal
valdsziniitlen (von Engelhardt és mtsai, 2007).

Weller és mtsai (1993) az amantadin és a memantin hatdsmechanizmusat vizsgaltak az
NMDA receptor medialta glutamat toxicitdsban kisagyi, agykérgi, és kozépagyi
neuronokon. A kovetkezdket talaltak: Mindkét anyag megvédte a kisagyi és agykérgi
neuronokat a glutamat toxicitas ellen. A memenatin kovetkezetesen hatékonyabb volt
az amantadinnal, de kevésbé volt hatékony az MK-801-nél. A kézépagyi dopaminerg
idegsejtkultarak glutamat toxicitdsat a memantin csak enyhén mérsékelte, illetdleg az
MK-801 szintén csak részlegesen blokkolta. A dopaminerg k6zépagyi neuronokban a
nem-NMDA receptorok tlinnek a glutamat toxicitds alapvetd medidtorainak, viszont
ezek nem képesek megvédeni a nigrostrialis neuronokat, amelyek foként a parkinson

betegségben degeneralodnak (Weller és mtsai, 1993).
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Sejtek eredete
A tojasokat egy helyi tenyésztotol szereztiik be, amelyeket a felhasznalasig 38 Celsius-
fokon 100% paratartalom mellett inkubaltunk.

5.2 Csirke kortikalis neuron tenyészet

A csirke embridkat steril koriilmények kozott eltavolitottuk a tojasokbol. A
neurontenyészet elkészitéséhez igyekeztiink csak kortexet izolalni. Az izolalt
szoveteket 5 ml jéghideg Trypsinbe (Sigma) tettiik, zsilettpengével feldaraboltuk, majd
5 ml-es pipettaval 2x fel-le pipettaztuk. A szovetet llepitettiik, eltavolitottuk a
feliiluszot, majd tovabbi 5 ml Trypsint adtunk hozza. A sejteket fel-le pipettazassal
disszocialtuk. 2 perc iilepedést kdvetden a feliiliszo részt egy uj 15 ml-es centrifuga
csObe tettiik, adtunk hozza 5 ml tenyészmédiumot, és 1700 fordulat/perc
fordulatszamon 5 percig centrifugaztuk. Ezt kovetden a feliiliszo részt eltavolitottuk,
¢és a leiilepedett sejteket annyi ml tenyészmédiumban (DMEM, 10% Fetal Bovine
Serum, 0.1% Gentamicin) disszocialtuk, ahany embriot felhasznaltunk a tenyészet
elkészitéséhez. Ezt 100 ul-es adagokban a poly-I-lizin (PLL) feliiletkezelésben
részesitett, és elézetesen 500 ul médiummal toltott 24-lyuka plate lyukaiba osztottuk

sz¢t, majd inkubatorba helyeztiik.

5.3 Tenyészfeliilet optimalizalasa

A feliiletoptimalizacio soran két kezelést probaltunk ki:

crer

crer

Ezt szobahdémérsékleten 2 ora inkubalas kovette, majd a folyadék eltavolitasa utan 10
percig UV mellett sterilizaltuk a feliiletet. A kisérlet soran a 24-lyukt plate minden

masodik oszlopat alternalva kezeltiik.
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5.4 Anyagadas

készitettiink.

A tenyészeteken végzett toxicitasvizsgalatok iitemezését illetden két protokollt
hasznaltunk.

1. protokoll: 7 napos embrio. NMDA kezelés a 4. napon. Ertékelés az 5. napon.

2. protokoll: 7 napos embrio. Az 5. napon 50% Médium csere. NMDA kezelés a 10.
napon. Ertékelés a 11. napon.

A masodik protokollt utélag allitottuk fel a toxikus hatas elésegitése érdekében az
iddsebb tenyészet fokozott NMDA szenzitivitasat feltételezve.

5.5 Ertékelés

A sejtpusztulast kétféle modszerrel mértiik. A szubjektiv értékelést inverz
faziskontraszt mikroszkop segitségével, 20x objektivvel készitett fényképek alapjan
végeztilk. A kvantitativ kiértékelést Alamar Blue biokémiai assay alapjan F-, majd
ennek megfeleld t-probaval végeztiik. A kiilonbséget p < 0,05 esetén tekintettiik

szignifikansnak.
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6 Eredmények

6.1 Kisérlet1.

Els6 kisérletiink célja a szamunkra legoptimalisabb tenyészfeliilet meghatarozasa volt.
A vizsgéalatot 1 db 24 lyuku plate-n végeztiik. A kisérlethez 7 napos embriokat
hasznaltunk fel, az értékelést pedig a 3. napra idozitettiik. Kétféle feliiletkezelési
protokollt hasznaltunk. Az egyikben a PLL-t alkoholban, mig a masikban desztillalt
vizben oldottunk fel. A PLL-t széles kdrben hasznéljak neurondlis tenyészeteknél, csak
a feliiletek kezelés utani sterilizalasa a probléma, ezért probaltuk ki az alkoholos
feloldast. A szokatlan kezelésnél azonban 1) problémaék jelentkezhetnek, mint példaul
a PLL réteg kiilonbozo térszerkezete, és a feliileti réteg vastagsaga. A kezelés sikerének
megitélésében a neuronok tulélését, illetve az aggregaltsag fokat vettiik alapul. Ezeket
a paramétereket faziskontraszt fényképek, és egy biokémiai teszt (Alamar Blue assay)
segitségével mértikk. Az értékelésnél orommel tapasztaltuk, hogy egyik lyuk se
fert6z6dott be. A neuronok eloszlasar6l elmondhato, hogy kevésbé alkottak clampokat
a vizes kezelés soran. Azonban Alamar Blue assay (3. abra), illetve t-préba (p: 0,9045)
alapjan a sejtszamban nem volt szignifikans kiilonbség a vizes, és az alkoholos kezelés

kozott.
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3. abra. Feliiletkezelés hatasa neuron tenyészetekre — Alamar Blue teszt.

Relativ sejtszam a fiiggéleges tengelyen. Mean +- SD lathatd, N=12.
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A 4. abran lathato, hogy vizes kezelés mellett jobban szétteriiltek a sejtek.

4. 4bra. Feliiletkezelés hatdsa neuron tenyészetekre. Bal panel: PLL vizben.

Jobb panel: PLL alkoholban.

A kiértékelés utan a vizes kezelést valasztottuk a tovabbi kisérletekhez, mivel ez a
sejtek egyenletesebb eloszlasat eredményezte a feliileten, és nem jelentett sterilitasi
problémat. A tovabbi kisérletekben megprobaltuk optimalizalni az NMDA toxicitas
vizsgalat koriilményeit, elsGsorban a tenyészet korat és a tenyésztés koriilményeit. Az
egyszerliség kedvéért egy napos folyamatos NMDA kezelést valasztottunk, mivel az
irodalom alapjan egynapos korban nem csak az azonnali, de a késleltetett sejtpusztulas
jelei is megjelennek. A folyamatos NMDA kezelést (a rovid ideji, altalaban féloras
kezeléssel szemben) azért valasztottuk, mivel igy nem kellet a médiumot tobbszor

cserélni, és kimosni az NMDA-t.

6.2 Kisérlet 2.
Masodik kisérletiink célja az NMDA toxicitas vizsgalata volt a lehet6 legegyszeriibb
tenyésztési protokoll mellett, fiatal (4 napos) tenyészeten. A vizsgalatot 1 db 24 lyuka
plate-n végeztiik.
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24-lyuku plate NMDA kezelése:

1. sor: 20 uM NMDA
2. sor: 100 uM NMDA
3. sor: 500 uM NMDA
4. sor: kontroll

Meglepetésiinkre a nagy koncentracioja NMDA kezelés (500 uM) se okozott
jelentdsebb sejtpusztulast. Alamar Blue assay, és t-proba alapjan nem volt szignifikans
kiilonbség az NMDA kezelt, és a kontoroll tenyészetek sejtszama kozott. Azonban
kitlinik az adatokbol, hogy a legintenzivebb toxicitds 500 uM NMDA do6zisnal

kovetkezett be. Az is lathatd, hogy a mérésnek jelentds a szorasa (5., és 6. abra).

NMDA Toxicity

40
35
30
25
20
15
10

5

0 S S ___ S

NMDA 20 uM NMDA 100 uM NMDA 500 uM Control

5. abra. NMDA hatasa neuron tenyészetekre - Alamar Blue teszt. Relativ

sejtszam a fliggdleges tengelyen. Mean +- SD lathato, N=6.
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6. abra. NMDA toxicitas fiatal tenyészeten. Bal panel: kontroll. Jobb panel:
500 uM NMDA hatésa.

6.3 Kisérlet 3.

Miutan az elézo kisérlet kimenetele nem az elvarasainknak megfelelden alakult,
felallitottuk a masodik tenyészetkezelési protokollt. Ennek soran szintén 7 napos
embriokat hasznaltunk fel, de egyszeri, az oOtodik napra itemezett 50%
tenyészmédiumcsere beiktatasaval a tizedik napon kezeltik NMDA-val a sejteket. Az
értékelést a 11. napon végeztiik 24 6ra folyamatos NMDA kezelést kovetéen. A
feltételezésiink az volt, hogy az idésebb sejtek nagyobb valdsziniiséggel expresszalnak
NMDA receptort, igy nagyobb az esélye a szignifikins NMDA toxicités
kialakulasanak. Ebben a kisérletben az el6z6leg alkalmazott NMDA dézisok duplajat
alkalmaztuk. A vizsgalatot 3 db parhuzamos 24 lyuku plate-n végeztiik.

24-lyuku plate NMDA kezelése:

1. sor: 40 uM NMDA

2. sor: 200 uM NMDA
3. sor: 1000 uM NMDA
4

kontroll

Alamar Blue assay, és t-proba alapjan a plate 2-3. esetében a szamok tiikrében, és a

fényképeken is latszik NMDA indukalta szignifikans toxicitas kiemelten a 40 uM (p:
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0,0269; 0,0173) és a 200 uM (p: 0,0089; 0,0141) koncentracioknal. Azonban az
Osszesitett vizsgalatban nem mutatkozott szignifikans kiillonbség az NMDA kezelt, és
a kontroll tenyészetek sejtszama kozott, illetve a toxicitas messze nem 100%-0s (7., 8.,

¢és 9. abra).

NMDA Toxicity Control=1
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NMDA 40 uM NMDA 200 uM NMDA 1000 uM

7. abra. NMDA hatasa neuron tenyészetekre - Alamar Blue teszt. Relativ

sejtszam a fliggbleges tengelyen. Mean+- SEM lathato, N=18.

A héarom parhuzamos 24 lyuku plate-n végzett mérés mutatja ezt a hatast, kisebb-

nagyobb mértékben.
NMDA Toxicity NMDA Toxicity NMDA Toxicity
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8. abra. NMDA hatasa neuron tenyészetekre - Alamar Blue teszt. Relativ
sejtszam a fliggbleges tengelyen. Mean +- SD lathato, N=6.
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Tovabba feltiint szamunkra egy az el6z0 kisérletnél nem tapasztalt jelenség, a toxikus
hatas haranggorbe szer(i alakuldsa. Felmeriilt benniink a nagy dézis (1000 uM) miatti

deszenzitizacié lehet6sége, amelynek kikiiszobolésére koagonista glicin adasat

terveztiik, de a tenyészmédium glicin tartalmara valé tekintettel elvetettiik az Gtletet.

9. abra. NMDA hatasa id6sebb tenyészeten. Bal panel: kontroll. Jobb panel:
200 uM NMDA utan.

A szignifikans toxicitas elmaraddsanak hatterében tovabbra is fennalt a tenyészet fiatal
voltanak lehetdsége, ennek megfeleld elégtelen NMDA receptor expresszioval. Ezt
kikiiszobolendd a kovetkezd kisérletben teszteltiink egy harmadik tenyészetkezelési
protokollt, hogy a tovabbiakban még iddsebb sejteken vizsgalhassuk az NMDA

toxicitast.

6.4 Kisérlet 4.

Negyedik kisérletiink célja egy harmadik tenyészetkezelési protokoll vizsgalata, amely
soran a fiatal, és id6s mindsitésii tenyészetek talélésének az idofiiggését hasonlitottuk
Ossze. Azt reméltiik, hogy az idésebb 14 napos embriokbol nyert tenyészet hasonlo
tulélési valoszintiséggel rendelkezik, mint a 7 napos embriokbol szarmazo, amely
lehetdvé tette volna, hogy még iddsebb sejteken vizsgalhassuk az NMDA toxicitast. A
kisérlet sordn 7 napos, €s 14 napos embridkbol szarmazo tenyészeteket hasonlitottuk

O0ssze 5 mnaponta végzett 50% tenyészmédiumcsere mellett. Kozvetleniil a
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tenyészmédiumcsere el6tt fotokat készitettiink, amelyek alapjan jol megitélhetd volt a
tenyészetek aktualis allapota.
A fotok (10. abra) alapjan torténd vizualis kiértékelés jol mutatta, hogy a 2 hetes

embridkbol szarmazd Oreg tenyészet tilélése 1ényegesen rosszabb, mint az 1 hetes

embridkbol szarmazoké.

10. abra. Csirke neuronalis tenyészetek talélése. Bal panel: 7 napos embrio, 14

napos tenyészet. Jobb panel: 14 napos embrid, 14 napos tenyészet.

Ez alapjan a 7 napos embriokbdl szarmazé tenyészet hasznalata célszertibbnek tiinik,
mert a 14 napos tenyészethez mért korabol adodd hatranya a magasabb talélési

valosziniiséggel kompenzalodik.

6.5 Kisérlet 5.

Otddik kisérletiinkben a méasodik tenyészetkezelési protokoll alapjan megismételtiik az
NMDA toxicitas vizsgalatot, tehat 7 napos embriokat hasznaltunk, NMDA-t a 10.
napon adtuk hozza a tenyészetekhez, a kiértékelést pedig a 11. napon végeztiik 24 6ra
folyamatos NMDA kezelést kovetden. A vizsgalatot 2 db parhuzamos 24 lyuka plate-
n végeztiik.

24-1yuku plate NMDA kezelése:

1. sor: 100 uM NMDA
2. sor: 200 uM NMDA
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3. sor: 400 uM NMDA
4. sor: kontroll

Nagy meglepetésiinkre Alamar Blue assay, és t-proba alapjan szignifikans
sejtpusztulas kovetkezett be a kontroll tenyészetek, és az NMDA -val kezelt tenyészetek
kozott. A sejtpusztulast a készitett fotok is jol prezentaljak (11., 12, és 13. abra).

NMDA Toxicity Control=1
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NMDA 100 uM NMDA 200 uM NMDA 400 uM
11. abra. NMDA hatéasa neuron tenyészetekre - Alamar Blue teszt. Relativ
sejtszam a fliggbleges tengelyen. Mean+- SEM lathato, N=18.
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12. ébra. NMDA hatasa neuron tenyészetekre - Alamar Blue teszt. Relativ

sejtszam a fliggbleges tengelyen. Mean +- SD lathato, N=6.
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13. abra. NMDA toxicitas. Bal panel: kontroll. Jobb panel: 200 uM NMDA

utan.

Ami mar a vizsgalat elvégzése eldtt feltlint szamunkra, az a jelenlegi sejtek eddigiektdl
eltéré6 morfologidja, illetve a magasabb sejtszam. Ez Osszefligghet a szignifikans

NMDA toxicitas kialakulasaval.

6.6 Kisérlet 6.

Hatodik kisérletiinkben a lidocain esetleges neuroprotektiv effektusat vizsgaltuk az
NMDA toxicitasban. A lidocain Na* csatorna blokkol6 hatasu szer, amely a Vaughan-
Williams - féle klasszifikacio 1/B osztalyaba tartozik (Gyires és Fiirst, 2011). A
kisérletben a masodik protokoll szerint jartunk el, tehat 7 napos embridkat hasznaltunk,
NMDA-t a 10. napon adtuk hozza a tenyészetekhez, a kiértékelést pedig a 11. napon
végeztiik 24 o6ra folyamatos NMDA kezelést kovetden. A vizsgalatot 2 db parhuzamos
24 lyukt plate-n végeztiik.

24-lyuku plate NMDA, és lidocain kezelése:

1. sor: 100 uM NMDA

2. sor: 200 uM lidocain (plate 1.); 100 uM NMDA + 200 uM lidocain (plate 2.)
3. sor: 100 uM NMDA + 200 uM lidocain

4. sor: kontroll
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Az értékelés soran ellentmondasos eredményeket kaptunk (14. abra). A plate 1.
esetében a lidocain valamelyest protektiv hatastinak tiint az NMDA toxicitast illetden,
azonban az NMDA Onmagaban se okozott szignifikans sejtpusztulast a kontroll
tenyészetekhez viszonyitottan. A plate 2. esetében az NMDA Onmagaban, és
lidocainnal egyiitt adva is szignifikansan elpusztitotta a sejteket (NMDA 100 uM:

0,0045; NMDA 100 uM + lidocain 200 uM: 0,0066; NMDA 100 uM + lidocain 200
uM: 0,0093).

NMDA Toxicity + NMDA Toxicity +
lidocain lidocain
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14. abra. NMDA ¢s lidocain hatasa neuron tenyészetekre - Alamar Blue teszt.
Relativ sejtszam a fiiggéleges tengelyen. Mean +- SD lathatd, N=6.
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7 Megvitatas

Els6ként a tenyészfeliiletet optimalizaltuk. Az altalunk megismert NMDA toxicitassal
kapcsolatos nemzetk6zi kutatasok egy részénél poly-d-lizin feliiletet hasznaltak a
neuronok tenyésztéséhez. Példajukat részben kovetve, illetve a tenyészfeliiletekkel
kapcsolatos kutatasokat (Kim és mtasi, 2011; Young és mtsai, 2008; Young és mtsai,
2009) tanulmanyozva poly-I-lizin feliiletkezelést valasztottunk a kisérletekhez. Ezt
kovetden megvizsgaltuk, hogy a sejtek talélése, valamint az eloszlasuk tekintetében
van-e lényegi kiilonbség a poly-I-lizin alkoholban, ill. vizben térténd oldasa kozott. Az
értékelés soran azt tapasztaltuk, hogy a két tipusu feliilet tenyészetre gyakorolt
hatasaban nincs szignifikans kiilonbség. A vizes kezelés mellett a fotok alapjan esetleg
jobban szétteriiltek a sejtek. Az alkohol elparolgasa utan visszamaradott vastagabb PLL
réteg nem jobb a neuronok letapadasa szempontjabol, hiszen a sejtek inkabb
egymashoz tapadtak, mint a feliilethez. A vizes kezelésnek nem tapasztaltuk hatranyat,
hiszen egyik tenyészet se fert6z6dott be.

Sajnos az NMDA toxicitas vizsgalata szempontjabol a csirke neuronalis tenyészet nem
egy egyszerlien hasznalhatdo rendszer. Egyrészt a legnagyobb sejtpusztulds, amit
sikerlilt elérniink, kb. 50%-os volt. Ennek az lehet a magyarazata, hogy
tenyészetiinkben viszonylag magas a nem-neurondlis sejtek aranya. Ez természetes az
ilyen tipusu tenyészeteknél, hiszen a differencialodott neuronok mar nem osztodnak,
ellenben a tobbi sejttipus (fibroblaszt, glia sejt) még igen, és igy lassan benovik a
tenyészetet. Ez ellen lehetne védekezni sejtosztodast gatld szerekkel, példaul citozin-
arabinoziddal (Choi és mtsai, 1988), de szamunkra nem allt rendelkezésre. A nem-
neuronalis sejtek csokkentik az NMDA hatasat, és novelik a mérés relativ hibajat. Ezen
kiviil megakadalyozzak a hosszl idejii neuronalis tenyészetek fenntartasat.

Ebbdl fakad az NMDA toxicitas mérésének masodik problémaja, a sejtek érzékenysége
fligg az tenyészetek koratol. Fiatal tenyészetekben nem tapasztaltunk szignifikans
sejtpusztulast, amelynek oka feltételezhetden a sejtek fiatal kordbdl ado6do elégtelen
NMDA receptor expresszid lehetett. Ezt megprobaltuk kikiiszobolni  egy
protokollvaltassal, amelyben 6 nappal késébb adtunk NMDA-t a sejtekhez, és id6

kozben a neuronok tulélése érdekében 50% tenyészmédiumeserét is végeztiink. Az
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Id6sebb tenyészetekben mar tapasztaltunk jelentds sejtpusztulast, viszont az nem volt
minden esetben szignifikans mértékii. De a tenyészeteket nem tudtuk til hosszan
fenntartani.

A harmadik probléma, amire tényleg nem szamithattunk az NMDA toxicitas
haranggorbe szerli hatasa, vagyis kb. 200 uM koriil volt maximalis a sejtpusztulas,
kisebb koncentracidkban, de magasabb koncentracidokban is csokkent a toxicitas. Erre
nem tudjuk a pontos magyarazatot, feltessziik, hogy Osszefiigghet az NMDA
receptorok gyors deszenzitizaciojaval. Magas NMDA koncentracional eldbb
deszenzitizalodott a receptor, mint hogy sejtpusztulast okozott volna. Ennek kizarasa
érdekében koagonista glicin adasat terveztiik, de az altalunk hasznalt tenyészmédium
glicin tartalmara valo tekintettel elvetettiik az Gtletet. Tovabba megkérddjeleztiik a
tenyészetek homogenitasat, de mivel az inhomogenités a fotokon is jol latszana, ezt a
lehetdséget kizartuk.

A sejtek fiatal voltabol adodo elégtelen NMDA receptor expresszio lehetoségét még
idOsebb sejtek alkalmazasaval terveztik kikiiszobolni, de a tulélés id6fiiggésének
vizsgalatara iranyul6 kisérletiinkben kimutattuk, hogy az id6sebb 14 napos embridkbol
szarmaz6 neuronok tulélési valdszinlisége rosszabb, mint a fiatalabb 7 napos
embriokbol szarmazoké. Tekintve, hogy a fiatalabb sejtek magasabb tulélési
valdszintisége ellenstlyozza az idosebb sejtek feltehetéen magasabb NMDA receptor
expresszi0jat, célszeriibbnek lattuk a kovetkezdkben a fiatalabb sejtek alkalmazasat.
Ezen tények ismeretében megismételtik az NMDA toxicitds vizsgalatot annyi
modositassal, hogy az NMDA doézisokat az eddigi leghatasosabb koré igyekeztiink
sziikiteni. De ezzel jelentds 0jitast nem iktattunk be a kisérletbe, mert azonos, illetve
hasonld doézisokat mar alkalmaztuk a kordbbi két toxicitasvizsgéalat soran. Nagy
meglepetésiinkre minden plate esetében minden dozisndl szignifikans sejtpusztulés
volt tapasztalhatd. Tekintve, hogy a kisérlet soran alkalmazott NMDA dézisok az el6z6
kisérletekben nem valtottak ki ilyen mértékli sejtpusztulést, valamint figyelembe véve
a tényt, hogy a mar egyszer kiprobalt tenyészetkezelési protokoll szerint jartunk el,
egyeéb befolyassal bird tényezot kell feltételezniink a jelenlegi sikeres kimenetel

hatterében. Ezen tenyészetiink sejtjeire az eddigiekben tapasztaltaktol kissé eltérd
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morfologia Vvolt jellemzd, amelynek koze Iehetett a sejtek fokozott NMDA
szenzitivitasahoz. Ez esetleg kdszonhetd a tenyészetek magasabb sejt-siiriségének.
Ennek tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat indikal. Osszességében elmondhaté, hogy az
NMDA toxicitas csirke neuronalis tenyészeteken vizsgalhato, azonban optimalizalast
igényelhet.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a Na® csatorna blokkolé lidocainnak van-e
neuroprotektiv hatasa az NMDA toxicitasban. A kisérlet soran az NMDA-t lehet6leg
alacsony, de még szignifikans sejtpusztulast el6idézé dozisaban (100 uM) adtuk. Ett6l
azt reméltiik, hogy a lidocain feltételezett befolyasa igy kifejezettebbé valik. A
lidocaint 200 uM dézisban adtuk. Az eredmények kissé ellentmondasosak, mert egyik
esetben az NMDA szignifikans toxikus hatasa dnmagaban, és lidocainnal egyiitt adva
is elmaradt. A masik mérés soran azonban mind a nativ, mind a lidocainnal egyiitt adott
NMDA szignifikans sejtpusztulast eredményezett. Tehat a Na* csatornak lidocainnal
torténd blokkolasa nem tiinik hatékony neuroprotektiv beavatkozasnak, illetve a

lidocain ebben a dozisban hatastalannak bizonyult.
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8 Osszefoglalas

Az NMDA receptor medialta excitotoxicitas jelentds szereppel bir a kiilonb6z6
etiologiaju idegszdvetet karosito betegségek patomechanizmusaban. Az excitotoxicitas
ellen haté neuroprotektiv farmakonok azonositésa, illetve kifejlesztése a kiilonb6z6
diszciplindk (példaul: neuroldgia, pszichiatria) részére kivanatos lenne a terapia
szempontjabol. A hatasos farmakonok megtalalasat az excitotoxicitds vizsgalatara
alkalmas moddszerek beallitasa, és optimalizalasa nagyfokban segitheti. Kisérleteink
soran egy ilyen mddszert igyekeztiink optimalizalni csirke kortikalis tenyészeteken.
Emellett egy Na* csatorna blokkol6 szer, a lidocain neuroprotektiv hatasat is
megvizsgaltuk az excitotoxicitasban. A kisérletekhez 7 napos embridkbdl izolaltuk a
cerebrokortikalis sejteket, amelyeket a 4., illetve a 10. napon kezeltiink NMDA-val. 24
ora folyamatos NMDA kezelést kovetden elvégeztik az értékelést, amelynek
szubjektiv részét faziskontraszt mikroszkop segitségével, a kvantitativ részét pedig
Alamar Blue biokémiai assay alapjan hajtottuk végre. A poly-I-lizint vizben oldva
alkalmas tenyészfeliiletet hoztunk 1étre a neuron kultarak részére. Feltételezhetden a
sejtek fiatal korabol adodoan eleinte nem tapasztaltunk jelentds toxicitast, azonban
iddsebb neuronokat alkalmazva mar sikeriilt szignifikans sejtpusztulast eléidézniink.
Utobbi hatast az idésebb sejtek nagyobb valosziniségii NMDA receptor expresziojaval
magyaraztuk. Nagy NMDA doézisokat (1000 uM) is alkalmazva haraggérbe szerii
toxikus hatast tapasztaltunk, amelyet az NMDA receptorok deszenzitizaciojaval
hoztunk 0sszefiiggésbe. Elmondhatod, hogy csirke kortikalis tenyészeteken az NMDA
receptor medialta toxicitas vizsgalhatd, de optimalizaciot igényelhet. A lidocain
feltételezett neuroprotektiv hatdsat nem sikeriilt igazolnunk, illetve az altalunk

alkalmazott dozis (200 uM) hatastalannak bizonyult.
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9 Summary

NMDA receptor mediated excitotoxicity plays an important role in the pathogenesis of
several neurodegenerative diseases. ldentification and development of drugs with
neuroprotective properties against excitotoxicity would be beneficial for various
disciplines (e.g., Neurology, Psychiatry) for therapeutic purposes. Development and
optimization of suitable methods for the assessment of excitotoxicity would be helpful
for finding new and effective pharmaceuticals. In our experiments we tried to optimize
such a method based on chicken cortical cultures. In addition, we investigated the
neuroprotective effect of a sodium channel blocking agent, lidocaine, on the developed
excitotoxicity model.

Experiments were performed on cerebrocortical cells isolated from 7 day old chicken
embryos. Cells were treated with NMDA at days 4 and 10. Cell death was evaluated
after 24h continuous NMDA treatment using phase-contrast microscopy and Alamar
Blue biochemical assay. We found that our surface treatment using poly-L-lysine
(dissolved in water) is suitable for the effective growth of chicken neuronal cultures.
In the first experiments the cells did not show significant toxicity, presumably because
of their young age, but using older cultures we managed to evoke significant cell death
using NMDA treatment. The latter observation could be explained by the possible
higher expression of NMDA receptors in older cells. Interestingly, the concentration-
effect curve of NMDA was bell-shaped. The lower toxicity of higher concentrations of
NMDA could be associated with the fast desensitization of the receptor. Based on our
results it could be concluded that NMDA mediated excitotoxicity could be investigated
using chicken cortical cultures but it may require further optimization. The assumed
neuroprotective effect of lidocaine could not be confirmed, it would require more

experiments.
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10 Koszonetnyilvanitas

Elsésorban szeretném kifejezni halds koszonetemet a témavezetomnek, Dr. Molnar
Péternek, aki kitarté munkaval, és segitokészséggel allt mellettem mind a laboratoriumi
ténykedéseim sordan, mind pedig a szakdolgozatom megirdsa kdzben. Emellett
megtanitotta a laboratdriumi munka alapfogasait, ¢s mint korabbi biofizika tanarom
szerepet jatszott abban is, hogy az érdekl6désem a neurobioldgia felé fordult.
Koszonettel tartozom egyetemi tanaraimnak, akik bevezettek eme csodalatos
tudomany rejtelmeibe, és akik egyben személyiikkel is hatast gyakoroltak ram, illetve
formaltak tudatomat.

Végiil szeretném kifejezni héaldmat, és koszonetemet hallgatdtarsaimnak, akik
jelenlétiikkel atsegitettek a nehezebb idészakokon, és akikt6l szintén sokat tanultam a

biologiarol.
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