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2 Roviditések jegyzéke

3-HANA:

3-HK:

6-OHDA:

AhR:
AMPA:
ANA:
ATP:
BSA:
DAAO:
DAPI:
DAT:
DMEM:
FBS:
GABA:
GADG6T:

GLUT-R:

GPR35:
IDO:
KAR:
KAT:
KAT-2:
KMO:
KYNA:
L-KYN:
MAO-B:
MPDP*:
MPP*:

MPTP:

3-hidroxi-antranilsav
3-hidroxi-L-kinurenin
6-hidroxidopamin

aril-hidrokarbon receptor
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propionsav
antranilsav

adenozin-5'-trifoszfat

szarvasmarha szérumalbumin
D-aminosav-oxidaz

4' 6-diamidino-2-fenilindol
dopamin-transzporter

Dulbecco modositott Eagle médiuma
magzati marhaszérum
gamma-aminovajsav
glutamat-dekarboxilaz (67 kDa)
glutamat receptor

G-protein-kapcsolt receptor 35
indolamin-2,3-dioxigenaz

kainat receptor
kinurenin-aminotranszferaz
kinurenin-aminotranszferaz-2
kinurenin-3-monooxigenaz
kinurénsav

L-kinurenin

monoamin-oxidaz-B
1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinium-ion
1-metil-4-fenilpiridinium-ion

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin



NAD*:
NDS:
NMDA:
NMDAR:
PB:

PBT:
PFA:
PLP:
PMP:
QUIN:
ROLI:
ROS:
SDH:
SNc:

SNr:
TDO:
TH:

Trp:
TX100:
a7nAChR:

nikotinamid-adenin-dinukleotid
normal szamarszérum
N-metil-D-aszpartat
N-metil-D-aszpartat receptor
foszfatpufter

Triton X-100 tartalmu foszfatpufter
paraformaldehid
piridoxal-5’-foszfat
piridoxamin-5'-foszfat
kvinolinsav

region of interest

reaktiv oxigén szarmazékok
szukcinat-dehidrogenaz
substantia nigra pars compacta
substantia nigra pars reticulata
triptofan-2,3-dioxigenaz
tirozin-hidroxilaz

triptofan

Triton X-100

alfa-7 nikotinos acetilkolin receptor



3 Bevezetés

3.1 A Kinurenin utvonal

A triptofan (Trp) a huszféle proteinogén aminosav egyike, amely nemcsak a
fehérjeszintézishez nélkiilozhetetlen, hanem szamos bioldgiailag aktiv molekula
prekurzoraként is kiemelt szerepet tolt be. A Trp sorsa az emldsokben két anyagcsereirany
kozott dol el: a szerotonin és a kinurenin utvonal kozott (Li és mtsai. 2017). Bar a jol
ismert szerotonin utvonal felelds a szerotonin neurotranszmitter és a melatonin hormon
képzddéseéért, egészséges szervezetben a Trp-anyagcsere minddssze ~5%-at teszi ki.
Ezzel szemben az emlds agyban a Trp oxidativ lebontdsénak tilnyom¢ tobbsége, mintegy
95%-a a kinurenin utvonalon zajlik (Badawy 2017; Bender 1983), amelynek metabolitjait

Osszefoglaloan kinurenineknek nevezziik (1. abra).
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1. abra: A triptofdn metabolizmusanak kinurenin ttvonala, a keletkezd fobb kinurenin
metabolitok feltiintetésével. (Savitz 2020 nyoman mddositva)



Az utvonal elsd 1épéseként a Trp indolgytirtije felnyilik, és 1étrejon az N-formil-
kinurenin. Ezt a reakcidt agyszovetben az indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO), periférias
szovetekben pedig elsdsorban a triptofan-2,3-dioxigenaz (TDO) enzim katalizalja.
A keletkez6 N-formil-kinurenin a formamidaz enzim altal L-kinureninné (L-K'YN) alakul
at. Az L-KYN az atvonal kozponti eldgazési pontja, mivel harom kiilonb6zd enzim
szubsztratjaként szolgdl a tovabbi kinureninek képzddéséhez. Az L-KYN mikromolos
koncentracioban megtalalhat6 az agyszovetben, a periférias szervekben €s a vérben is.
Szintézise els6sorban a majban és a vesékben torténik; az agyszovetbe jutd L-KYN
mennyiség mintegy 60%-a periférids eredetli, csupan 40%-a szintetizalodik lokalisan
(Gal és Sherman 1978). Az Ll-tipusi semleges aminosav transzporterek révén
hatékonyan lépi at a vér-agy gatat (Smith és mtsai. 1987; Speciale és mtsai. 1989), mig a
tobbi kinurenin esetében az atjutds meglehetdsen korlatozott, €s tobbnyire csak alacsony
hatékonysagu passziv diffuzidval valdosulhat meg (Fukui és mtsai. 1991).

Az L-KYN metabolizmusanak harom f6 aga kiilonithetd el (Robotka és mtsai.
2008). Az els6 agon antranilsav (ANA), 3-hidroxi-antranilsav (3-HANA), végiil
kvinolinsav (QUIN) képzddik. A QUIN az agyszdvetben patologids koncentracidban
felhalmozdédva az N-metil-D-aszpartat receptorok (NMDAR) talzott aktivacidjan
keresztiil neurotoxikus hatast fejt ki (Garthwaite és Garthwaite 1987; Lugo-Huitron és
mtsai. 2013). A QUIN tovabb alakulhat nikotinamid-mononukleotidd4, amelybdl az
elektronszallitdsban kulcsfontossagu nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD*) kofaktor
képzddik. A masodik agon 3-hidroxi-L-kinurenin (3-HK), majd xanturénsav keletkezik.
A 3-HK szintén neurotoxikus hatasu lehet a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) képzése
¢és az oxidativ stressz novelése altal (Okuda és mtsai. 1998). A harmadik 4gon a kinurenin-
aminotranszferaz (KAT) enzimek irreverzibilis transzamindcioval kinurénsavat (KYNA)
allitanak eld (részleteiben lasd 3.4 fejezet). Az L-KYN metabolizmusanak eldgazasa,
amely egyszerre vezet neurotoxikus (pl. QUIN, 3-HK) ¢és neuroprotektiv (KYNA)
metabolitok képzddéséhez, meghatarozd szerepet jatszik a kozponti idegrendszeri

A kinurenin utvonal a Trp dominans lebontési utjaként egyre nagyobb figyelmet
kap a neurodegenerativ betegségek, a neuropszichiatriai kérképek és a gyulladadsos
folyamatok patomechanizmusaban betdltott szerepe miatt. Mivel a kinureninek egy része
neurotoxikus, mas metabolitok kifejezetten neuroprotektiv hatassal birnak, az Gitvonalon
beliili egyensuly megérzése alapvetd a kozponti idegrendszer homeosztazisanak

fenntartasaban.



3.2 A KYNA receptormodulal6 hatasai

A KYNA elsoként 1853-ban keriilt izoldlasra kutya vizeletb6l (Liebig 1853).
Ezt kdvetden tobb mint egy évszazadon at ugy vélték, hogy kizarolag a periférian van
jelen; a kozponti idegrendszerben csak az 1980-as években mutattak ki. Posztmortem
huméan agyszovet nagyhatékonysagi folyadékkromatografids analizise sordn tobb
agyteriileten is meghataroztdk a KYNA mennyiségét: a legnagyobb koncentracidt a
nucleus caudatusban mérték, de jelen volt a hippokampusz, a talamusz, a globus pallidus
¢s a nagyagykéreg teriiletén is, tovabba alacsonyabb koncentracioban a kisagyban is
(Turski és mtsai. 1988).

A human agyszovetben torténd kimutatasat kovetden rovidesen leirtdk, hogy a
KYNA az egyetlen endogén antagonistdja az NMDAR-oknak (Birch és mtsai. 1988).
Hamarosan ismertté valt, hogy az excitotoxicitas altal kivaltott neurodegeneracidban
az NMDAR-ok kulcsfontossagu szerepet tdltenek be (Olney 1989). A KYNA az
NMDAR-ok sztrichnin-inszenzitiv glicin kdtohelyéhez kotddve képes gatolni ezek
mikodését (Kessler és mtsai. 1989). A KYNA receptormodulalé hatdsa miatt egyediilallo
a kozponti idegrendszerben, mivel mdig ez az egyetlen ismert endogén metabolit, amely
képes az NMDAR-ok funkciondlis gatlasa 4ltal az excitotoxicitds megeldzésére.
Ennek kovetkeztében a KYNA a glutamaterg neurotranszmisszid természetes, belso
szabalyozodjaként tekinthetd, amely fiziologids koriilmények kozott is hozzajarulhat a
neuronalis tlaktivalas elleni védelemhez. Egyediilalld hatdsmechanizmusa miatt a
KYNA azota is kiemelt figyelmet kap a neurodegenerativ betegségek kutatasaban, mint
potencialis endogén neuroprotektiv metabolit (Shepard €s mtsai. 2003; Bagasrawala és
mtsai. 2016; Jorratt és mtsai. 2021).

Szdmos vizsgalat igazolta, hogy a KYNA az NMDAR-ok mellett egyéb ionotrop
és metabotrép receptorokat is képes moduldlni a kdzponti idegrendszerben.
Az a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propionsav (AMPA) receptorokra gyakorolt
hatasa koncentraciofiiggd: a lokalis KYNA alacsony (nanomolos) koncentracioban
agonista, mig magasabb (mikromolos) koncentrdcioban antagonista hatast fejt ki
(Prescott és mtsai. 2006; Rozsa és mtsai. 2008). A kainat receptorokon (KAR) magasabb
koncentracioban kompetitiv antagonistaként hat (Bertolino ¢és mtsai. 1989).
Endogén ligandja a G-protein-kapcsolt receptor 35-nek (GPR35) is, amely asztrocitdkban
¢s neuronokban egyarant expresszalddik (Alkondon és mtsai. 2015; Berlinguer-Palmini

¢s mtsai. 2013; Wang és mtsai. 2006).



Leirtak, hogy a KYNA alfa-7 nikotinos acetilkolin receptorokon (a7nAChR)
antagonista hatast fejt ki (Hilmas és mtsai. 2001), egyes 0jabb tanulményok azonban a
kozvetett modulacid lehetdségét vetik fel, vitatva ennek jelentdségét (Stone 2020).

A KYNA képes aktivalni az aril-hidrokarbon receptort (AhR) is. Ez a ligand-
aktivalt transzkripcidos faktor a sejtvédelem, a gyulladds és a sejtdifferencidcio
szabalyozasaban vesz részt (Gutiérrez-Vazquez €s Quintana 2018). In vitro kisérletekben
a KYNA mar nanomolaris koncentracioban is aktivalta a human AhR-t (DiNatale és
mtsai. 2010). AhR-nullmutins egerekben emelkedett KYNA-szintet mértek a
striastumban és a nagyagykéregben, amelyet a KAT-2 expresszio fokozodéasa kisért
(Garcia-Lara és mtsai. 2015). Az AhR hidnya igy kozvetve noveli az endogén KYNA-
termelddést, ami fokozott neuroprotektiv hatassal jar. QUIN intrastriatalis adagolasa a
nullmutans egerekben kisebb excitotoxikus szoveti karosodast és oxidativ stresszt,
valamint jobb motoros teljesitményt eredményezett a vad tipusu allatokhoz képest.
A KYNA ¢és az AhR kozotti kapcsolat tehat kétiranyu, hiszen a KYNA kozvetleniil
aktivalja az AhR-t, az AhR hianya pedig fokozhatja a KYNA-szintézist.

A KYNA tehat szamos modon képes hatast kifejteni (2. abra), ezaltal modulalja a
glutamaterg, GABAerg, kolinerg és dopaminerg neurotranszmisszidt, valamint a

szinaptikus plaszticitast €s a kognitiv folyamatokat is (Schwarcz és Erhardt 2020).
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2. abra: AKYNA jelentdsebb kozponti idegrendszeri hatdsmechanizmusainak sematikus
Osszefoglalasa. Nem-kompetitiv antagonista az ionotrop glutamét receptorokon
(GLUT-R) és az a7nAChR-okon, agonistaként hat a GPR35-re és az AhR-ra, valamint
képes semlegesiteni a ROS-t. (Wirthgen €és mtsai. 2017 nyoman modositva)



3.3 A KYNA szerepe patologias folyamatokban

A kozponti idegrendszerben a KYNA szintjének drasztikus megvaltozasa — akar
csokkenés, akar emelkedés iranyaba — szamos neurodegenerativ és neuropszichiatriai
korkép patomechanizmuséban szerepet jatszhat. A KYNA bioszintézisét szabalyozd
A kinurenin utvonal finomhangolasa ezért kritikus szabalyozasi pontként szolgélhat
azokban a neurokémiai folyamatokban, amelyek koros KYNA-szintek kialakulasahoz
vezetnek a kozponti idegrendszerben.

Tobb neurodegenerativ korképben is igazoltdk a KYNA-szint kéros mértéki
csOkkenését. A Parkinson-kor kiemelt jelentdségii e tekintetben, mivel szamos tanulmany
kovetkezetesen igazolja a kinurenin Utvonal tobb szintjét érintd, komplex metabolikus
atrendezddést. Egy korai posztmortem humdn vizsgalatban szignifikdnsan csokkent
KYNA-szintet mutattak ki a prefrontdlis kéreg, a putamen ¢és a substantia nigra pars
compacta (SNc) teriiletén (Ogawa és mtsai. 1992). Egy ujabb klinikai vizsgalat alapjan
Parkinson-korban a KYNA koncentracioja jelentésen lecsokken a cerebrospinalis
folyadékban, mikozben az agyi L-K'YN-felvétel valtozatlan marad (Sorgdrager és mtsai.
2019). Ez arra utal, hogy a KYNA-hidny nem a prekurzor agyi bejutasanak
elégtelenségébdl, hanem a KYNA-szintézis enzimatikus folyamatainak karosodasabol
ered. A jelenséget preklinikai allatmodellekben is megfigyelték: patkanyokban és
egerekben a KYNA-szint csokkenése a KAT enzimek aktivitdsanak mérséklddésével
parhuzamosan jelentkezett (Luchowski és mtsai. 2002; Knyihar-Csillik és mtsai. 2004).

Huntington-korban a KYNA koncentracioja szintén alacsonyabb cerebrospinalis
folyadékban (Beal és mtsai. 1990; Heyes €és mtsai. 1992), valamint az agykéregben ¢€s a
striatumban is (Beal és mtsai. 1992). A putamenben kimutatott csokkent KAT-1 és KAT-
2 aktivitas tovabb erdsiti a KYNA-hidny patobioldgiai jelentdségét ebben a betegségben
(Jauch és mtsai. 1995). Alzheimer-korban €s sclerosis multiplexben szintén alacsonyabb
KYNA-szinteket irtak le az agy-gerincvel6i folyadékban (Heyes €s mtsai. 1992; Rejdak
¢s mtsai. 2002).

Kisérletes adatok igazoljak, hogy a KYNA-szint célzott emelése hatékonyan képes
ellenstlyozni kiilonb6z6 neurotoxikus folyamatokat. Patkdny Parkinson-kér modellben
az endogén KYNA-szint emelése jelentds neuroprotektiv hatast fejtett ki: csokkent a
dopaminerg neurodegeneracid, megdérzddtek a striatalis dopaminszintek, és mérséklédott

a motoros mitkddés zavarainak sulyossaga (Silva-Adaya és mtsai. 2011).
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Egy masik patkdny Parkinson-kor modellben a KYNA-szint novelése megeldzte a
QUIN vagy NMDA altal kivaltott excitotoxikus karosodast a nigrostriatalis rendszerben.
A neuroprotektiv hatds a substantia nigra dopaminerg sejtpusztuldsanak csokkenésével
volt igazolhatd, amely a KYNA-szint emelkedésével parhuzamosan jelentkezett, €s annak
csokkenésével megsziint (Miranda és mtsai. 1997).

Genetikai és farmakoldgiai beavatkozasokkal a KYNA-szint emelése Drosophila
melanogaster —Huntington-kor modellben szintén jelentésen csokkentette a
neurodegeneraciot (Campesan ¢és mtsai. 2011). KYNA-analogok alkalmazasa
transzgenikus egérmodellben ugyancsak neuroprotektiv hatassal jart: a kronikus kezelés
mérsékelte a mozgaszavarokat, az oxidativ stresszt és a mikroglia-aktivaciot, valamint
javitotta a striatalis neuronok integritasat (Zadori és mtsai. 2011).

Ezzel szemben tobb korképben éppen a KYNA-szint koros emelkedése volt
kimutathat6, amely foként az NMDAR-ok talzott gatlasan keresztiil kognitiv deficithez
vezethet (Kozak ¢és mtsai. 2014). Emelkedett KYNA-szintet mutattak ki skizofrénias
betegek cerebrospindlis folyadékaban (Nilsson és mtsai. 2005; Erhardt és mtsai. 2001),
valamint a prefrontdlis kéregben is (Schwarcz és mtsai. 2001), ami Osszefliggésbe
hozhat6 a glutamaterg neurotranszmisszi6é zavaraval és a cerebellaris KAT-1 aktivitas
fokozddasaval (Kapoor ¢és mtsai. 2006). Patkany kronikus epilepsziamodellben
megnodvekedett extracellularis KYNA-szint ¢és fokozott KYNA neoszintézis volt
kimutathaté a hippokampuszban és az entorhindlis kéregben (Wu és mtsai. 2005).
Patkany vizsgalatokban a prenatalis L-KYN adagolads felndttkori figyelmi és
memoriazavarokat eredményezett (Hahn €s mtsai. 2018; Pocivavsek €s mtsai. 2014).
Emellett kimutattdk, hogy Caenorhabditis elegans-ban az Oregedéssel jard tanulasi és
memoriazavarok jelentds részét a KYNA felhalmozodéasa idézi eld, €s a metabolit
szintjének csokkentése idds egyedekben is szamottevien javitja a kognitiv teljesitményt
(Vohra és mtsai. 2018).
fontossagl az excitotoxicitds elleni protekcioban és altalanossdgban az idegrendszeri
homeosztazis fenntartdsaban. Mind a csokkent, mind a fokozott KYNA-szint patologias
kovetkezményekkel jarhat, ezért a KYNA-szintézis kétirdnyu szabalyozasa terapids

potencialt jelenthet bizonyos neurodegenerativ €s neuropszichiatriai korképekben.
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3.4 A KAT izoenzimek

A KYNA endogén bioszintézise az L-KYN irreverzibilis transzaminécidja révén
torténik, amely reakciot a KAT enzimek katalizaljak. A human és ragesalé genom négy
KAT-izoformat kodol (KAT-1-4), amelyek primer szekvenciaja erésen konzervalt (Yu és
mtsai. 2006).

A KAT enzimek mikddésiik sordn piridoxal-5’-foszfatot (PLP) hasznalnak
koenzimként (Han, Cai, Danilo A. Tagle, ¢s mtsai. 2010). A PLP-fiiggd enzimek tobb
szupercsaladba sorolhatok, ezek egyike az aminotranszferaz szupercsalad, amely négy f6
csaladra tagolhatd (I-1V) (Mehta és mtsai. 1993). A KAT izoenzimeket atfogo vizsgalatuk
soran egységesen az I. csalddba, azonban eltéré alcsaladokba soroltak. A besorolaskor
ismert hét alcsalad a kovetkezdk voltak: Ia, IA, IR, 1Q, I, Iy és 1¢. A primer szekvencia-
¢s kristalyszerkezeti elemzések alapjan a KAT-1 és KAT-3 az Iy alcsaladba, mig a KAT-4
az lo alcsalddba sorolhaté (Han, Cai, Danilo A. Tagle, és mtsai. 2010).

A KAT-2 katalitikus mitkddése azonban egyediilallonak bizonyult: reakcidja soran
egy specidlis tercier szerkezetet vesz fel, emiatt nem volt besorolhat6 egyik korabban leirt
alcsalddhoz sem. A KAT-2 kiilonleges szerkezeti és funkcionalis sajatossdga miatt az I-es
tipusti aminotranszferdzok kozé egy 1j, nyolcadik alcsalad bevezetése valt sziikségessé,

amely az le alcsalad nevet kapta (3. abra).

= PLP-fliggé enzimek
= Egyéb szupercsaladok
= Aminotranszferaz szupercsalad
= |V.csalad
= |Il. csalad
= |l. csalad
= |. csalad
* |a alcsalad (KAT-4)
= |Aalcsalad
* | alcsalad
= |Q alcsalad
* |0 alcsalad
* |y alcsalad (KAT-1, KAT-3)
= |¢ alcsalad
* g alcsalad (KAT-2) *

3. abra: A PLP-fliggd enzimek aminotranszferdz szupercsaladjanak hierarchidja és a
KAT izoenzimek rendszertani besorolasa, a KAT-2-t magaba foglald, legujabban definialt
Ie alcsoport (*) feltiintetésével.
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A KAT-izoenzimek szerkezeti kiilonbségei, koztiikk a KAT-2 sajatos konformécios
jellemzdi, eltérd katalitikus viselkedést eredményezhetnek. Viszont mivel mindegyik
KAT-izoforma azonos koenzimfiiggdség (PLP) mellett miikddik, a transzaminacios
reakcid alaplépései megegyeznek. Ezért a KYNA-képzodés ¢és a KAT-enzimek
mikddésének megértéséhez elengedhetetlen a PLP-fliggd transzaminacids reakcid
mechanizmusanak rovid attekintése.

A KAT enzimek homodimerek, amelyek mindkét alegysége egy nagy és egy kis
doménbdl all (Han, Cai, Danilo A. Tagle, és mtsai. 2010). A nagy domén tartalmazza a
PLP-kotéhelyet, mig a kis domén a C-terminalis és N-terminalis karokat hordozza. E két
domén térbeli elrendezddése alakitja ki az aktiv helyet, amely a PLP-kot6 régio kozvetlen
kozelében helyezkedik el.

A PLP els6ként kovalens mdédon kapcsolodik az enzimhez egy aldimin kotés
révén, amely a PLP aldehidcsoportja ¢s a KAT aktiv helyén talalhato lizin oldallanca
kozott alakul ki. Ezt a konforméciot belsé aldimin intermediernek nevezziik (Cerqueira
¢s mtsai. 2011). Amikor az L-KYN belép az aktiv helyre, a PLP-lizin kozotti aldimin
kotés megsziinik, €s egy 0j aldimin kotés alakul ki a PLP és az L-KYN a-aminocsoportja
kozott, 1étrehozva a kiils6 aldimin intermediert. Az a-aminocsoport ezutan athelyezddik
a PLP-re, piridoxamin-5'-foszfat (PMP) keletkezik, mig a szubsztrat maradékabol
spontan gylirizarodassal KYNA képzddik (4. abra).

L L KYN 2 1 3. W agyiiri zarédasaval
Lys ¥ coo KYNA keletkezése
Lys
\/\ 8 N ‘oo \/ﬁ kiilsé I I
belsé N M aldimin < i
NH,
aldimin ca \/ﬁ )
OH NH,
o OH
|PLP N/ P N
N Nen [PmP
- 3 /
N CHs

4. abra: A KYNA keletkezése a KAT-enzim altal katalizalt transzaminécios reakcio
soran. 1: a KAT aktiv helyén 1év0 lizin az aldehidcsoporton keresztiil a PLP-hez kotott
(belsd aldimin intermedier). 2: az L-KYN belép az aktiv helyre, és a-aminocsoportja a
PLP-hez kotoédik (kiilsd aldimin intermedier). 3: a keletkez6 a-ketosav intramolekularis
kondenzacids reakcion megy keresztiil, melynek eredményeként KYNA ¢és a koenzim
PMP formdja keletkezik. (Rossi és mtsai. 2019 nyoman modositva)

A transzamindcios reakcid végén a PMP az a-aminocsoportjat egy o-ketosav-
tipusu koszubsztratnak adja at, aminek eredményeként a koenzim visszanyeri eredeti
PLP formajat (Rossi és mtsai. 2019). fgy a KAT-enzim ismét készen all egy kovetkezd
katalitikus ciklusra.



Az emldsokben taldlhaté KAT izoformdk koziil a KAT-1 és a KAT-3 mutatja a
legnagyobb foku hasonldésagot mind genomi szerkezetiik, mind aminosav-szekvencidjuk
tekintetében (Yu és mtsai. 2006). E két izoforma optimalis pH-tartomanya a pH 9,5-10
kozé esik, és ezek alapjan feltételezhetd, hogy atfedod biologiai funkcidokkal rendelkeznek.
Fiziologias pH-n aktivitasuk alacsony, legnagyobb katalitikus teljesitménytiket joval
magasabb pH értéken érik el. A KAT-4 izoforma ezzel szemben mar fizioldgias pH-n is
szamottevo aktivitast mutat, optimalis miikddése azonban a pH 89 tartomanyba esik
(Han, Cai, Danilo A Tagle, és mtsai. 2010).

A KAT-2 optimalis pH-tartoménya a fiziologias értékekhez all kozelebb,
maximalis aktivitdsait pH 7-8 kozott éri el. Szubsztratspecifitdsa elsésorban az
L-KYN-re irdnyul, és a tobbi KAT-izoformaval Osszehasonlitva kevésbé érzékeny
inhibitor aminosavak hatédsaira. E tulajdonsagai alapjan a KAT-2 tekintheté az emlds

agyszovetben zajlo fiziologias KYNA-termelés elsodleges katalizatoranak.

3.5 A KAT-2 terapias jelentosége

A KAT-2 endogén KYNA bioszintézisében betdltott meghatarozod szerepe miatt a
kinurenin tutvonal egyik legfontosabb szabalyozasi pontjat képviseli. Humdn ¢és
ragcsalomodellben végzett kisérletes vizsgélatok egyarant igazoltdk, hogy a
KYNA-termelés tobb mint feléért ez az izoforma felelds (Guidetti és mtsai. 1997;
Milosavljevic és mtsai. 2023).

A KYNA szintjének modositdsa terdpids szempontbol kiilondsen igéretes
megkozelitésnek tekinthetd olyan korképekben, amelyekben a kinurenin Gtvonal zavara
hozzajarul a neurotranszmisszi6 €s a neuroprotekcid egyensulyanak felborulasdhoz.
Mivel a KYNA szintje dontden a KAT-2 aktivitds fliggvénye, az enzim célzott
modulalasa kindlja a legkézenfekvdobb, egyben racionalis és potencialisan klinikailag
alkalmazhato stratégiat a KYNA-szint optimalis tartomanyban tartasara.
emelkedése jarul hozza a szinaptikus jelatvitel modosulasdhoz, a KAT-2 aktivitas célzott
csoOkkentése potencidlis beavatkozasi pontként meriil fel. A KAT-2 funkciondlis
szerepének ¢€s terapids potencidljanak pontosabb megitéléséhez ezért elengedhetetlen a
farmakologiai gatloszerek és a genetikai modellek parhuzamos értékelése, amelyek

komplementer médon teszik vizsgalhatova az enzim mitkodésének kovetkezményeit.
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A KAT-2 egy PLP koenzim-fiiggd transzaminaz, ezért gatlasdnak elsd
megkozelitése a PLP-kotOhely célzasan alapult. Ennek megfelelden tobb olyan
irreverzibilis inhibitort fejlesztettek, amelyek a PLP kofaktorhoz k&étddve hatékonyan
mérséklik a KYNA termelddését, mint példaul a PF-04859989 ¢és a BFF-122
(Rossi és mtsai. 2010; Dounay és mtsai. 2012; Kozak és mtsai. 2014). A PF-04859989
szisztémas alkalmazasa jelent6sen csokkentette az agyi KYNA-szintet és mind
ragcsalokban, mind féemldsokben képes volt normalizalni a ketamin altal kivaltott
munkamemoria-deficitet (Kozak €s mtsai. 2014). Patkany prefrontalis kéregben ugyanez
a gatloszer mérsékelte az L-KYN 4altal indukdlt KYNA-szint emelkedést, ¢és
helyreallitotta a nikotin hatasara kialakuld glutamaterg tranzienseket (Koshy Cherian és
mtsai. 2014).

Az irreverzibilis, PLP-k6t6 inhibitorok terdpias alkalmazésat azonban jelentdsen
korlatozza, hogy az agyban tobb szdz PLP-dependens enzim mukddik, igy a nem
szelektiv gatlas kiterjedt metabolikus és neuroldgiai mellékhatdsok kialakuldsdhoz
vezethet (Yoshida és mtsai. 2019). Emiatt valt sziikségessé olyan reverzibilis és nagyobb
szelektivitast biztositdo KAT-2 inhibitorok fejlesztése, mint az S-ESBA vagy az NS-1502
(Nematollahi és mtsai. 2016). Az S-ESBA mérsékelt KAT-2 gatlasa patkany stridtumban
csOkkentette a KYNA mennyiségét ¢s ezzel parhuzamosan novelte az extracellularis
dopaminszintet (Amori és mtsai. 2009). A prefrontalis kéregben ugyanez az inhibitor a
KYNA-szint mérséklésével egyiitt az acetilkolin- és glutamatszint novekedését is
kivéltotta (Zmarowski és mtsai. 2009; Konradsson-Geuken €és mtsai. 2010).

A modernebb KAT-2 gatloszerek egyik legfobb elénye a nagy szelektivitas,
ugyanakkor erds hatasuk gyakran talzott enzimblokadhoz vezet, igy a KYNA-szint a
fiziologias tartoméany ald csokkenhet (Nematollahi és mtsai. 2016). A biztonsagos
terapids alkalmazashoz ezért elengedhetetlen a megfeleld szelektivitas és a dozis pontos
beallitasa.

A hatékonysagot tovabb bonyolitja, hogy a KAT-2 inhibitorok fajonként eltérd
médon milkddnek, ami feltételezhetden az enzim aminosav-szekvencidjanak
kiilonbségeibdl adodik (Pellicciari és mtsai. 2008). Jo példa erre, hogy a PF-04859989
patkanyban hozzéavetdleg tizszer nagyobb dozist igényel, mint féemldsokben, mig az
S-ESBA hatékonyabban gatolja a ragcsdldo, mint a human KAT-2 izoformat
(Dounay ¢és mtsai. 2012; Kozak és mtsai. 2014). Ezek a megfigyelések egyértelmiien
jelzik, hogy a KAT-2-re irdnyuld terapids stratégiak fejlesztéséhez nélkiilozhetetlen a

fajspecifikus farmakoldgiai jellemzés és annak transzlacios validalésa.

15



A KAT-2 szerepének tisztazasdhoz genetikai megkozelitéseket is alkalmaztak.
Kat-2 nullmutans (Kat-27/") egerekben az agyi KYNA-szint drasztikusan lecsokken, ami
a glutamaterg tonus fokozdodasat és a kognitiv teljesitmény javulasat eredményezi,
ugyanakkor hiperaktivitds és motoros koordinacios zavar is kialakulhat (Yu és mtsai.
2004; Potter és mtsai. 2010). Ezek a valtozasok csak atmenetiek, mivel a Kat-27/ egerek
agyszovetében felndttkorra a Kat-1 és Kat-3 mRNS-expresszidja szignifikansan
megndvekedett a vad tipusu allatokhoz képest, ami részben kompenzalhatja a KAT-2
funkciovesztését ¢€s hozzajarulhat a KYNA-szint homeosztatikus fenntartasahoz
(Yu ¢és mtsai. 2006). Mindez jol szemlélteti, hogy a KAT-2 a KYNA-szintézis
meghatdroz6 enzime: hidnya olyan kompenzacidés mechanizmusokat indit be, amelyek az
keresztiil igyekeznek fenntartani a KYNA-termelést. A teljes szervezetre kiterjedd
génkitiités ugyanakkor nem alkalmas az enzim kozponti idegrendszeri szerepének pontos
értékelésére, mivel a periférids KYNA-metabolizmust is befolyasolja.

Mig a farmakologiai és genetikai gatlassal végzett vizsgalatok ravilagitottak arra,
hogy a KAT-2 aktivitds csokkentése hatékony stratégia lehet a KYNA-tulprodukcio
mérséklésében, tobb olyan korkép is ismert, ahol éppen a KYNA hidnya jarul hozza a
neuropatologiai  allapotok kialakuldsdhoz (Thevandavakkam ¢és mtsai. 2010).
Ilyen esetekben a terapids cél a KYNA-szintézis eldsegitése, ami funkcionalisan a KAT
enzimek, koztiik a KAT-2 aktivitdsanak novekedésével egyenértékil.

A KAT-2 kozvetlen farmakologiai aktivalasa jelenleg nem megoldott, azonban a
metabolikus utvonal megbontasa olyan mddon is fokozhatja a KYNA-képzddeést, hogy
az enzim tobb szubsztrathoz jut, illetve a versengd utvonalak aktivitasa csokken.
A kinurenin metabolizmus felépitése ugyanis magaban hordozza azt a lehetdséget, hogy
a KAT-2 funkcigja kozvetetten fokozhato legyen. Az L-KYN sorsa két nagy irdnyba
agazhat el: a KAT-enzimek katalizalta KYNA képzddés, illetve a KMO és a kinureninaz
altal vezérelt, 3-HK és ANA felé¢ (Vécsei és mtsai. 2013). A két utvonal egymassal
szubsztrat-szinten verseng, igy a ,,rivalis” dgat blokkolva az L-K'YN nagyobb része valik
a KAT-2 szamara elérhetdvé.

Ezt a stratégiai pontot tobb modell is megerdsitette: genetikai €s farmakologiai
vizsgalatok egyarant bizonyitjak, hogy a KMO vagy a TDO aktivitasanak gatldsa az
L-KYN anyagcserét tartosan a KYNA-szintézis irdnyaba tolja el. Drosophila
melanogaster Huntington-modellben mindkét enzim genetikai gatlasa a KYNA és a

3-HK kozotti ardny kedvezd iranya valtozédsat eredményezte, amely jol mérhetd
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neuroprotektiv hatdssal jart és enyhitette a neurodegeneraciot. A kozvetlen metabolit-
potlasi kisérletek tovabb erdsitették ezt az Osszefiiggést, mivel a KYNA adagolésa
csokkentette, mig a 3-HK adagolasa fokozta a degeneracio sulyossagat, aldtdmasztva a
két metabolit okozati szerepét a betegség progresszidjaban (Campesan és mtsai. 2011).

Hasonloképpen, Kmo 7/~ egerek agydban az extracellularis KYNA-koncentracio
szignifikans novekedést mutat, ami aldtdmasztja, hogy a KMO enzim gatlasa az L-KYN
metabolizmusat a KAT-medialt utvonal felé tolja el (Giorgini és mtsai. 2013). Ez az
atrendez6dés arra utal, hogy a KMO hidnya nem csupan a 3-HK/QUIN képzodést
csokkenti, hanem a neuroprotektiv KYNA termelését is fokozza az agyszdvetben.

A KMO kronikus farmakologiai gatlasa tartdés anyagcsere-atrendezddést
eredményez a kinurenin Utvonalon beliil (Rover és mtsai. 1997; Speciale és mtsai. 1996).
A metabolikus eltolddas kezdetben az L-KYN felhalmozddasaban jelenik meg, amelyet
a KAT-medialt KYNA neoszintézis fokozddasa kovet. A JM6 nevii KMO-inhibitor
kronikus adagoldsa tartésan emelte az agyi KYNA-szintet, és csokkentette az
extracellularis glutamat mennyiségét (Zwilling és mtsai. 2011). Alzheimer-kor
transzgenikus egérmodellben a JM6 kezelés megeldzte a memoriazavarok, a szorongas,
valamint a szinaptikus veszteség kialakulasat. Huntington-kér egérmodellben
meghosszabbitotta az allatok élettartamat, csokkentette a mikroglia-aktivaciot és
megakadalyozta a szinaptikus veszteséget. Egy masik, 1) generacios KMO-inhibitor, az
Ro 61-8048 csokkentette a nikotinfiiggdséget és megakadalyozta a visszaesést ragcsalod
¢és féemlds modellekben (Secci és mtsai. 2017), ami arra utal, hogy a KYNA-szint
modulécidja szélesebb neuropszichiatriai kontextusban is terapias relevanciaval bir.

Metabolikus szempontbol tehdt a KAT-2 kozvetett ,aktivaldsa” a versengd
enzimrendszerek szelektiv gatlasaval érhetd el. Ezaltal a KAT-2 tobb szubsztratot
hasznosithat, ami funkcionalisan a KYNA-szintézis jelentds fokozddasat eredményezi az
enzim strukturdjanak vagy katalitikus mitkodésének kozvetlen manipulaldsa nélkiil.

Mivel a KYNA rendkiviil korlatozott mértékben képes atjutni a vér-agy gaton
(Fukui és mtsai. 1991), a kozponti idegrendszeri KYNA-termelddés novelésének
leggyakrabban alkalmazott modszere a prekurzora, az L-KYN szisztémas adagolésa. Az
L-KYN jol penetrél a vér-agy gaton, és dozisfiiggd KYNA-szint-emelkedést idéz el tobb
agyteriileten, példaul a prefrontalis kéregben, a stridtumban vagy a hippokampuszban
(Swartz és mtsai. 1990; Konradsson-Geuken és mtsai. 2010). Az L-KYN kezelés kedvezo
hatsait  kimutattdk iszkémia, migrén és Parkinson-kér modellekben s

(Gigler és mtsai. 2007; Chauvel és mtsai. 2012; Silva-Adaya és mtsai. 2011).
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Osszességében a KAT-2 egy fontos enzimatikus szabalyozopont a kinurenin
utvonalban, amelyen keresztiill a KYNA-szintézis és ezaltal a neurotranszmitter-
egyensuly hatékonyan befolyasolhato. A KAT-2 aktivitas csokkentése alkalmas lehet a
KYNA-talprodukcidval jard neuropszichiatriai és kognitiv zavarok mérséklésére, mig a
KYNA-szint novelése az L-KYN-tutvonalon keresztiil neuroprotektiv hatasokat idézhet
elé. A jovo kihivasa olyan reverzibilis, szelektiv és agyszovetre specifikus modulatorok

fejlesztése, amelyek képesek helyreallitani a kinurenin Gtvonal felborult egyensulyat.

3.6 A KAT-2 expresszioja emlos agyszovetben

A szakirodalmi adatok alapjan a KAT-2 enzim magas expressziot mutat
asztrocitakban. Patkany agyszovet vizsgalata soran kimutattdk a KA7-2 mRNS jelenlétét
asztrocitadkban kiilonb6z6 agyteriileteken, tobbek kozott a hippokampuszban, a corpus
callosumban ¢és a szubventrikuldris zéndban (Song és mtsai. 2018). Emellett szdmos
az agyi erekkel szoros kapcsolatban allé asztrocita-végtalpakban (Guidetti és mtsai.
2007). Ezekben a Kkisérletekben az enzim jelenlétét mdas sejttipusokban nem
dokumentéltdk. Eredményeik hozzajarultak ahhoz a széles korben elterjedt nézethez,
miszerint az emlds agyban a KYNA bioszintézise elsdsorban asztrocita eredetti.

Szamos kutatds eredménye azonban arra utal, hogy a KAT-2 expresszidja nem
kizardlag gliasejtekre korlatozodik. A fehérje neurondlis expresszidjat tobb patkany
agyteriileten is leirtdk, koztiik a piriform kéregben, az eldagyban és a substantia nigra
régidjaban (Okuno és mtsai. 1990). Ezen kiviil KAT-2 immunreaktivitést irtak le patkany
hippokampalis neuronokban is (Du €s mtsai. 1992). Patkany agykéregbdl szdrmazd
primer neuronkultirdkban nemcsak a KAT-2 jelenlétét, hanem funkcionalis aktivitasat is
dokumentaltdk: az idegsejtek a KYNA-t koriilbeliil 2,3-szor nagyobb mértékben
szintetizaltadk, mint az asztrocitdk (Rzeski és mtsai. 2005).

Patkdnyban a KAT-2 jelenlétét egyéb kozponti idegrendszeri strukturakban is
kimutattak, példaul a gerincvelOben, az agytdrzsben és a retindban (Kapoor és mtsai.
1997; Rejdak és mtsai. 2001). Emellett a fehérje human magzati és felndtt agyszovetbol
szarmazo neuronokban is azonositasra keriilt (Guillemin és mtsai. 2007).

Kutatdcsoportunk elséként igazolta a KAT-2 enzim jelenlétét egér agyszovetben,
asztrocitadkban és neuronokban egyarant, mind mRNS-, mind fehérjeszinten, tobb eldagyi

¢és kozépagyi régioban (Herédi és mtsai. 2017).
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(Yu és mtsai. 2004; Giorgini és mtsai. 2013; Szab6 és mtsai. 2025). A szakirodalomban
mégis tulsulyban vannak a humén és patkény vizsgélatok, és az enzim agyszdveti
feltérképezése egérben tovabbra is hidnyos. A vad tipusu egerek vizsgalata ezaltal
hianypo6tld a szakirodalomban és hozzdjarulhat a KAT-2 mitkodésének és szabalyozasi

lehetdségeinek alaposabb megértéséhez.

3.7 Parkinson-kor toxinmodell

A Parkinson-koér a kdzponti idegrendszer progressziv neurodegenerativ betegsége,
amely az orvostudomany jelenlegi alldsa szerint gyogyithatatlan. F6 neuropatoldgiai
jellegzetessége a dopaminerg neuronok szelektiv és fokozatos pusztuldsa az SNc
tertiletén, valamint az ¢érintett idegsejtekben az a-szinuklein fibrillumokbdl &llo
intracitoplazmatikus  zarvdnyok, azaz a Lewy-testek koros felhalmozdodasa
(Braak és mtsai. 2003; Behl és mtsai. 2021). A dopaminszint ezt kdvetd, elsdsorban a
stridtumban bekovetkezd csokkenése miatt az agy mar nem képes a motoros funkciok
megfeleld szabalyozasara (Rodriguez-Oroz és mtsai. 2009).

Szamos vizsgalat leirta, hogy a korképet kisérd neuroinflammacio kovetkeztében a
kinurenin utvonal egyensulya tobb ponton is felborul, a periférids ¢és centralis
metabolitprofilok atrendezddésével (Lim és mtsai. 2017; Venkatesan €s mtsai. 2020).
Az aktivalt mikroglia 4ltal termelt gyulladasos mediatorok az excitotoxikus agak fokozott
aktivacigja felé terelik a metabolizmust, amely a neuroprotektiv KYNA szintjének
csOkkenéséhez ¢és a neurotoxikus QUIN szintjének emelkedéséhez vezet
(Chen ¢és Geng 2023). A KYNA/QUIN arany ilyen irdnyu eltolédasa fokozza az
excitotoxicitast, erdsiti a gyulladasos folyamatokat, és szoros kapcsolatban all a betegség
kialakulasaval és progresszidjaval. Tobb tanulmany is felveti, hogy a kinurenin ttvonal
komponensei nemcsak a betegséghez tarsulé biokémiai véltozasok potencialis
diagnosztikai indikatorai lehetnek, hanem terapias célpontok is (Behl és mtsai. 2021).

A kisérleti Parkinson-kor allatmodellek két f6 tipusa a genetikai és a toxinmodellek
(Hisahara ¢s Shimohama 2010). A transzgenikus modellek a humén korkép familidris
form4ajahoz kapcsolédd6 mechanizmusokat modellezik, de nem reprodukaljak teljes
mértékben a neuropatologiai elvaltozasait (Fernagut és Chesselet 2004). igy példaul nem

minden esetben alakulnak ki Lewy-testek vagy kifejezett dopaminerg sejtpusztulas.
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A sporadikus Parkinson-kor patogenezisének feltardsdban tovabbra is a
toxinmodellek allnak az élen. A neurotoxikus agensek alkalmazéasan alapulo kisérletes
rendszerek koz¢ tartozik az 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) szisztémas
adagoldsa, amelyet foként egerekben ¢s fOemldsokben alkalmaznak, valamint a
6-hidroxidopamin (6-OHDA) intracerebralis adagolasa patkanyokban, célzott
dopaminerg 1¢ézidk kivaltasara (Bové €s mtsai. 2005). Az MPTP-modell a legszélesebb
korben hasznalt és legjobban jellemzett toxinmodell (Przedborski és Vila 2003).
A neurotoxin a human Parkinson-korhoz hasonl6, maradandé motoros és neuropatologiai
tiinetegytittest valt ki azaltal, hogy szelektiven karositja a nigrostriatalis Utvonal
dopaminerg neuronjait (Meredith és Rademacher 2011).

Az MPTP nem toxikus, azonban lipofil szerkezete miatt konnyen atjut a vér-agy
gaton, ahol erésen neurotoxikus aktiv metabolitta alakul 4t (Di MONTE ¢és mtsai. 1992).
Az agyszovetbe jutott MPTP-t az asztrocitdk veszik fel, és a benniik expresszalodo
monoamin-oxidaz-B (MAO-B) enzim katalizalja az atalakulast (Schildknecht és mtsai.
2017). A folyamat kétlépcsds: eldszor 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinium-ion
(MPDP*), majd 1-metil-4-fenilpiridinium-ion (MPP*) keletkezik (5. abra).

CH; CH; CH;
l |+ I+
N N
NN AN
MAO-B 2 s Z
MPTP MPDP* MPP*

5. abra: Az MPTP kétlépcsds oxidacioja a MAO-B enzim katalizise révén. A folyamat
elsé lépésében MPDP* intermedier, majd ebbdl neurotoxikus MPP* keletkezik.
(He és Nakayama 2009 nyoman modositva)

Az MPP* kémiai szerkezete nagymértékben hasonlit a dopaminéhoz, ezért a
dopamin-transzporter (DAT) kozvetitésével szelektiven felvételre keriil a dopaminerg
neuronokba, elsésorban az SNc teriiletén (Storch és mtsai. 2004). Az idegsejtekbe jutva
az MPP" felhalmozddik a mitokondriumokban, ahol gatolja a NADH-dehidrogenazt az
elektrontranszport-lanc I-es komplexében, ezéltal csokkentve az adenozin-5'-trifoszfat
(ATP) termelését és fokozva a ROS képzddését (Desai €s mtsai. 1996). Az oxidativ
stressz tovabbi sejtkarosodast indukal, ami végsd soron a dopaminerg neuronok szelektiv

pusztulasdhoz vezet (6. abra).
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6. abra: Az MPTP metabolikus &talakuldsa és neurotoxikus hatasmechanizmusa a
dopaminerg neuronokban. Az MPTP-bdl a vér-agy gaton atjutva az asztrocitdk a MAO-
B enzim révén MPP*-t képeznek. Az MPP* a DAT kozvetitésével jut be a dopaminerg
neuronokba, ahol a mitokondriumokban felhalmozodva gatolja a NADH-dehidrogenazt
a 1égzési lanc I-es komplexében. Ez csokkenti az ATP-termelést, fokozza a ROS-
képzddést, ami sejtpusztuldshoz vezet. (Az abra a BioRender.com segitségével késziilt.)

Dopaminerg _|
neuron

Az MPTP neurotoxicitasat dokumentaltak human, féemlds, ragcsald és zebrahal
modellekben is (Mustapha és Mat Taib 2021). A toxin elsésorban a féemldsokben valt ki
Parkinson-szindromat, mig a ragcsalok eltérd érzékenységet mutatnak (Kopin 1992). A
patkanyok rezisztensek a szisztémas MPTP-adagoléassal szemben (Riachi és mtsai. 1990),
ezért esetiikben jellemzden a 6-OHDA modellt alkalmazzak (Ferro és mtsai. 2005).

Egér torzsek kozott jelentds kiilonbségeket figyeltek meg, ahol a
legérzékenyebbnek a C57BL/6 torzs bizonyult (Sedelis és mtsai. 2000). Az
MPTP-¢érzékenység elsdsorban a MAO-B enzim aktivitasatol fligg, igy a neurotoxicitas
eltér6 mértéke az enzim agyi szintjeinek faji és torzsi kiillonbségeivel magyarazhatd
(Meredith és Rademacher 2011). A patkdnyok MPTP toxicitasaval szembeni
rezisztenciagja mogott az alacsonyabb MAO-B aktivitds 4allhat, hiszen az MPTP
biotranszformécidja a toxikus MPP* metabolittd kevésbé hatékonyan miikodik.
A C57BL/6 egértorzs esetében az agyban magasabb a MAO-B aktivitasa, mint a méjban,
ezaltal a vegylilet korlatozott szisztémas detoxifikacidja fokozhatja az agyi
MPTP-akkumuléciot és a dopaminerg sejtkarosodast (Inoue és mtsai. 1999).

A rendelkezésre allo adatok alapjan a C57BL/6 egértdrzs neurotoxicitasi profilja

révén kifejezetten alkalmas az MPTP-alapu Parkinson-kor modell 1étrehozasara.
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4 Célkituzések

Az értekezés alapjat képezo kisérletes munka 6 célja a KYNA-szintézisben meghatarozo
enzim, a KAT-2 részletes neuroanatomiai jellemzése volt C57BL/6 egér torzsben,

fiziologias €s patoldgias koriilmények kozott.

Célkitiizés 1:
A KAT-2 expresszidjanak in vitro vizsgalata egér agy eredetli primer sejttenyészeteken
fluoreszcens immuncitokémia alkalmazasaval, kolokalizacidos metrikak kvantitativ

analizisének bevonasaval.

Célkitiizés 2:
A KAT-2 regiondlis eloszlasanak atfogo feltérképezése egér agyszovetben fluoreszcens

immunhisztokémia mddszerével, kiilonds tekintettel az eldagy ¢€s a kisagy teriileteire.

Célkitiizés 3:
A KAT-2 sejttipus-specifikus expresszidjanak meghatarozasa, neuronalis és glialis

populacidk azonositasaval az eldagy ¢€s a kisagy meghatarozott régioiban.

Célkitiizés 4:
A KAT-2-pozitiv sejtpopulaciok neurotranszmitter-rendszerek szerinti azonositdsa olyan
agyteriileteken, amelyekben igazolt a kinurenin anyagcsere zavara patoldgias kozponti

idegrendszeri folyamatok soran.

Célkitiizés S:

A Parkinson-kor MPTP-alapti egérmodelljének létrehozésa és validalasa, valamint a
kialakult dopaminerg neuronvesztés szovettani jellemzése a substantia nigra
pars compacta terliletén. Tovabba célul tiiztiikk ki, hogy meghatarozzuk a KAT-2 enzim

érintettségét a neurotoxin altal kivaltott neurodegeneracioban.
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Allatok

Kisérleteinkhez vad tipusa C57BL/6 egereket hasznaltunk (n = 106); az in vitro
vizsgalatokhoz embridkat (E17) és ujsziilotteket (PO—P3) mindkét nembdl, mig az in situ
¢s in vivo vizsgalatokhoz 8—16 hetes him egyedeket. Az allatok standard laboratoriumi
koriilmények kozott keriiltek tartasra (24 °C, relativ paratartalom 45-55 %, 12 6ras
vilagos—sotét ciklus), korlatlan hozzaféréssel vizhez és taplalékhoz. Minden eréfeszitést
megtettiink az allatok szamanak minimalizaldsa és szenvedésiik csokkentése érdekében.

A kisérletek megfeleltek az Eurdpai Parlament és a Tanacs 2010/63/EU
iranyelvében (a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl), az Orszaggytilés
altal elfogadott 1998. évi XXVIIIL. torvényben (az allatok védelmérdl és kiméletérdl),
valamint a Kormany 4ltal kiadott 40/2013. (II. 14.) Korm. rendeletben
(az allatkisérletekrdl) foglalt eldirasoknak.

Kisérleteinket az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs altal jovahagyott

engedélyek birtokaban végeztiik (engedélyszamok: 1-74-16/2015, XX./495/2024).

5.2 In vitro kisérletsorozat

5.2.1 Primer sejttenyészetek eloallitasa

A primer asztrocitak izolalasat Prof. Dr. Krizbai Istvan kutatocsoportja végezte
ujsziilott (P1-P3) egerekbdl. A begylijtott teljes agyakrdl eltavolitottdk az agyhartyakat.
Az agyszovetet mechanikusan disszocidltak, Otszori trituralassal, 21G thvel
(Sterican, B. Braun) alacsony gliik6z tartalmti Dulbecco's Modified Eagle médiumban
(DMEM; Thermo Fisher Scientific), majd egy 40 pm porusméretli sejtszlirdn (Corning)
szlirték at. A sejteket poli-L-lizinnel bevont iiveg fed6lapokra szélesztettek 10% magzati
marha szérummal (FBS; Merck-Sigma) kiegészitett DMEM-ben. A szennyezd
mikroglidkat a hetente kétszer végzett taptalajcsere soran alapos mosassal tavolitottak el.
A sejtkulturdkat az izolalast kdvetd 2-3 héten beliil hasznaltuk fel.

A mikroglia izolalasat Prof. Dr. Farkas Eszter kutatocsoportja végezte jsziilott
(PO) egerekbdl. Az eltavolitott €s feldarabolt agykérgeket 0,25%-os tripszinben 10 percig
37 °C-on disszocialtdk, majd a tripszint alacsony gliikéztartalmii DMEM-mel

semlegesitették. A pelletet reszuszpendaltdk, DMEM-ben mostdk, centrifugaltdk,
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majd 100 um poérusméretii steril sejtszlirén (Greiner Bio-One) sziirték at. A sejteket
reszuszpendaltdk, majd poli-L-lizinnel bevont tenyésztéflaskdkba szélesztették. A
taptalajt masnap, majd 3 naponta cseré¢lték. A primer kulturakban 1évé mikroglia sejteket
7 napos tenyésztés utan 37 °C-on, platformrazo6 segitségével (120 rpm, 20 perc) raztak
fel, a feliiliszobol centrifugalassal gytijtotték ossze, reszuszpendaltak, és poli-L-lizinnel
bevont feddlemezekre szélesztették (2x10° sejt/fedélemez). A taptalajt masnap, majd a
szubklonozas 3. €és 6. napjan (subDIV6) cseréltek.

A primer neuronok izolalasat Prof. Dr. Sdntha Miklds kutatdcsoportja végezte
Pacifici és Peruzzi leirdsa alapjan, némi modositassal (Pacifici és Peruzzi 2012).
Az elsdédleges kérgi neuronok izolalasdhoz az egér embriokat (E17) hideg disszekcios
médiumban mostdk, majd az eltavolitott agyakat jéghideg Hibernate E médiumba
helyezték (BrainBits). Az agykérgeket elkiilonitették és az agyhartyakat eltavolitottak.
A kérgi szoveteket TrypLE-vel (Thermo Fisher Scientific) 10 percig 37 °C-on
enzimatikusan emésztették, majd Hibernate E-vel mostak. Az agykérgeket 200 mM
Glutamax-ot (Thermo Fisher Scientific) tartalmazé Neurobasal/B27 médiumban
(Thermo Fisher Scientific) homogenizaltak 18G tiivel (B. Braun), végiil a szuszpenziot
médiummal higitottdk. A sejteket poli-D-ornitinnel/lamininnel bevont feddlemezekre

szélesztették (1x10° sejt/fedélemez). A primer neuronokat 5 napig tenyésztették.

5.2.2 Fluoreszcens immuncitokémia

A 4%-os paraformaldehiddel (PFA; pH 7.4; Merck-Sigma) fixalt sejteket
foszfatpufterben (PB; 0,1 M; pH 7,4) mostuk. A membran permeabilizalasat és a nem
specifikus antitest kotédés blokkolasat egyidejiileg, 45 perces inkubalassal végeztiik
0,05% Triton X-100 (TX100; Biolab Zrt.), 1% marha szérum albumin
(BSA; Merck-Sigma) és 5% normal szamar szérum (NDS; Biosera) tartalmi PB-ben.

A sejteket egy ¢€jszakan 4t 4 °C-on inkubdltuk a vizsgalni kivant fehérjék ellen
termeltetett elsddleges antitestekkel (F1. tablazat). Méasnap a sejteket 1 Oran at
szobahOmérsékleten inkubaltuk a fluoroférral kapcsolt masodlagos antitestekkel
(KAT-2: Cy3; sejttipus-markerek: Alexa Fluor™ 488; 1:500; Jackson ImmunoResearch)
2% NDS-t tartalmazd PB-ben. A sejtmagfestést 4',6-diamidino-2-fenilindollal
(DAPI; 5 pg/mL; Serva Electrophoresis GmbH) 5 percig végeztiik. Desztillalt vizes
oblités utan a feddlemezeket targylemezekre helyeztikk ProLong® Gold vizbazisu

feddéanyaggal (Thermo Fisher Scientific).
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5.2.3 Képrogzités és mintavétel

A tobbcsatornas felvételeket Axiocam 506 digitdlis kamerdval felszerelt Axio
Imager.Z2 fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss) készitettilk ZEN Pro szoftver (v2.3; Zeiss)
segitségével. A felvételi paramétereket minden kisérlet soran egységesen alkalmaztuk a
mintak kozotti 6sszehasonlithatésag biztositasa érdekében. A KAT-2 sejttipus-specifikus
markerekkel valo kolokalizaciojanak vizsgélatdhoz a fluoreszcens jeleket harom
csatornan rogzitettiik: a vords csatornan a KAT-2 (Cy3; Ex: 548 nm, Em: 570—-640 nm),
a zO0ld csatornan a sejttipus-markerek (GFAP, ALDHILI1, CD68, IBA1, MAP2 vagy
TUBB3; Alexa Fluor™ 488; Ex: 493 nm, Em: 500-550 nm), mig a kék csatornan a
sejtmagok (DAPI, vizualizacio céljabol; Ex: 353 nm, Em: 420-470 nm) jelentek meg.

Minden sejttipus esetében harom fiiggetlen izolalasbol szarmazd biologiai
replikdtumot hasznaltunk. A biologiai replikatumokbdl mintanként 6t, egymast nem
4tfedd mikroszkopos mezdt rogzitettiink technikai replikatumként. Osszesen 15 kép
késziilt markerenként, igy a teljes adatallomany 90 képbdl allt. A statisztikai elemzéseket

bioldgiai replikatumokra alapozva végeztiik (n = 3 markerenként és sejttipusonként).

5.2.4 Képanalizis és kolokalizacios paraméterek

A kvantitativ kolokalizacids analizist egyedi Python szkriptek felhasznalasaval
végeztiikk (Python v3.12; konyvtarak: NumPy, SciPy, OpenCV, Matplotlib, tifftile).
A voros €s zold csatornakat kiilonvalasztottuk a tobbesatornas képekbdl, €s az elemzést
normalizalas nélkiili, nyers fluoreszcenciaintenzitas-értékek alapjan végeztiik. A KAT-2
lokalizaciojanak meghatarozasahoz az elemzést a marker-pozitiv pixelekre korlatoztuk.
A marker-pozitivitas automatikusan kertilt meghatarozasra Otsu-kiiszoboléssel. A KAT-2
jel értékelése igy kizarolag az adott sejttipushoz tartozé teriileteken tortént, kizarva a
hattérjeldlést és a nem jelolt régiokat.

A kolokalizacid mértékét Pearson-féle korrelacidos egylitthatoval (r), valamint
Manders-féle kolokalizacios egyiitthatokkal (M1 és M2) jellemeztiik. A Pearson-féle r a
+1 (tokéletes kapcsolat) kozotti tartomanyban. A Manders-egyiitthatokat kiiszobolés utan
szamitottuk ki, ahol az M1 a voros jel zolddel atfedd, az M2 a zo6ld jel vordssel atfedd
hanyadat fejezi ki, 0 (nincs atfedés) és 1 (teljes atfedés) értéktartomanyban.
A véletlenszerti pixelatfedés lehetdségét Costes-féle randomizacios teszttel vizsgaltuk

(1 000 permutacio/kép).
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A teljes képfeldolgozasi folyamat egy reprezentativ példan keresztiil bemutatva a
Fiiggelékben (F1. abra) taldlhatdé, amely tartalmazza a csatornaszétvalasztis, az
Otsu-kiiszobolés, az intenzitashisztogram, a pontdiagram ¢és a Manders-egyiitthatok

szamitasanak 1épéseit.

5.2.5 Statisztikai analizis

A statisztikai Osszehasonlitdsok sordn a biologiai replikatumok szolgéltak az
elemzés egységeként (n = 3 markerenként és sejttipusonként). Minden biologiai
replikatum esetében az 6t technikai replikatumbol szarmazo értékeket szadmtani atlaggal
egyesitettiik; az adatallomany megtalalhaté a Fiiggelékben (F2. tablazat). A technikai
replikdtumokat nem kezeltiik fiiggetlen megfigyelésekként.

A Manders M1 értékek esetében az adott sejttipushoz tartozé két marker
(asztrocitak: GFAP és ALDHIL1; mikroglidk: CD68 ¢és IBAI1; neuronok: MAP2 ¢és
TUBB3) eredményeit atlagoltuk, igy sejttipusonként egyetlen dsszehasonlithato értéket
kaptunk. A Pearson r és az M2 értékek elemzése kizarolag marker szinten tortént, mivel
az egyik markerpar esetében szignifikans kiilonbségek jelentkeztek.

A statisztikai elemzéseket és az adatok abrdzolasat a GraphPad Prism szoftverrel
végeztik (v10.6.1; GraphPad Software). A kvantitativ méréseket (Pearson r, M1, M2)
egyutas ANOVA ¢és Tukey-féle post hoc tesztekkel értékeltiik, mind sejttipuson beliil,
mind sejttipusok kozott. Az adatokat atlag + szoras (SD) formdajadban adtuk meg, és a
p < 0,05 értéket tekintettiink statisztikailag szignifikdnsnak. A vizsgalatbol egyetlen

bioldgiai vagy technikai replikdtum sem kertilt kizarasra.

5.3 In situ és in vivo Kisérletsorozat

5.3.1 Agyszovet preparalas

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz az egereket 25%-o0s uretanoldat (1,6 g/ttkg)
intraperitonealis adagolasaval altattuk. Az allatokat ezutan perfizidés pumpa segitségével
transzkardialisan perfundaltuk 4 °C-os PB-vel, majd 4 °C-os, 4%-0s PFA-val. A koponya
felnyitasat kovetdéen a perfuzidosan fixalt agyakat eltavolitottuk €és egy ¢&jszakan at
immerziés technikdval utofixaltuk 4%-os PFA-ban. A fixalt agyszdoveteket 1 oran at
PB-ben mostuk, majd vibratom (Leica VT1000 S; Leica Microsystems) segitségével

20 um vastag korondlis és szagittalis metszeteket készitettiink.

26



5.3.2 Fluoreszcens immunhisztokémia

A metszeteket 0,4% TX100 detergens tartalmu foszfat pufferben (PBT) mostuk.
Az endogén Fc receptorok blokkolasahoz az agyszeleteket 1 oran at inkubaltuk
2% NDS-t tartalmaz6 PBT-ben. A blokkolds utan egy ¢jszakan 4t tartd inkubdciod
kovetkezett 4 °C-on a vizsgélni kivant fehérjék ellen termeltetett elsédleges antitestekkel
(F1. tablazat). Masnap az agyszeleteket mosast kovetden, szobahdmérsékleten 2 6ran 4t
inkubaltuk a fluoroforral kapcsolt, az elsddleges antitestek gazdafajanak megfeleld
mésodlagos antitestekkel (KAT-2: Cy3; sejttipus markerek: Alexa Fluor™ 488; 1:500).
A sejtmagfestést DAPI-val (5 pg/mL) 10 percig végeztik. A metszeteket ezutdn
targylemezre hiiztuk, majd lefedtiik ProLong® Gold vizbazist fedéanyaggal.

5.3.3 Képrogzités

Az immunjellt metszetekrdl késziilt felvételeket BX51 (Olympus) és Axio
Imager.Z2 (Zeiss) fluoreszcens mikroszkopokkal végeztiikk, DP Controller (v3.2.1.276;
Olympus) és ZEN Pro (v2.3; Zeiss) szoftverek segitségével. A fluoreszcens jeleket harom
csatornan rogzitettiik: a voros csatornan a KAT-2 (Cy3; Ex: 548 nm, Em: 570-640 nm),
a z0ld csatorndn a sejttipus-markerek (Alexa Fluor™ 488; Ex: 493 nm, Em: 500-550
nm), a kék csatornan a sejtmagok (DAPI; Ex: 353 nm, Em: 420470 nm) jelentek meg.

5.3.4 MPTP kezelés

A Parkinson-kor toxinmodelljének beallitasdhoz 14-16 hetes vad tipusit him
C57BL/6  egereket kezeltiink intraperitonedlisan adott MPTP-hidrokloriddal
(Sigma-Aldrich). A toxint 0,9%-0s natrium-klorid tartalmu fizioldgias séoldatban
oldottuk, és az allatok testtomegéhez igazitott anyagmennyiséget adtuk be 20 ml/ttkg
beadasi térfogatban. A beadott oldat végsd pH-értéke a fiziologias tartomanyon beliil volt.
Az allatokat akut MPTP-kezelési protokoll szerint kezeltiik, amely soran hdrom
kiilonbozé dozist alkalmaztunk: 1x20 mg/ttkg, 2x20 mg/ttkg és 3x20 mg/ttkg, 2 Oras
injekcids intervallumokkal. A kontrollcsoport hdrom alkalommal, azonos idépontokban
¢€s azonos beadasi térfogatban fiziologias sdoldatot kapott. Az elsd injekcidtdl szamitott
7. napon végeztiik az agyszovet preparalasat (lasd 5.3.1 fejezet). A kezelések ideje alatt
az allatok 12 orankénti megfigyelése az allatjoléti pontrendszer alapjan tortént, amely

soran dokumentaltuk egészségi allapotukat, motoros aktivitdsukat és koordinaciojukat.
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5.3.5 Képrogzités és mintavétel az SNc teriiletén

Az SNec teriiletén tobbcsatornas felvételeket rogzitettiink, egységesen alkalmazott
paraméterekkel. A fluoreszcens jeleket harom csatornan rogzitettiik: voros (KAT-2; Cy3;
Ex: 548 nm, Em: 570—-640 nm), zold (TH; Alexa Fluor™ 488; Ex: 493 nm, Em: 500-550
nm) és kék (DAPI; Ex: 353 nm, Em:420-470 nm). Minden csoportban harom bioldgiai

replikatumbol 6t nem atfedé mikroszkopos mezdt rogzitettiink technikai replikdtumként.

5.3.6 Kvantitativ képanalizis

A kvantitativ képelemzést F1JI/ImageJ kornyezetben (v2.14.0/1.54p) végeztiik.
A tobbcsatornas képekbdl a voros (KAT-2) és zold (TH) csatornakat kiilonvalasztottuk,
majd az elemzést az SNc teriiletét koriilhatarold région (region of interest, ROI) beliil
végeztik egységes eljarassal. A jelintenzitast a ROI teljes integralt denzitdsa alapjan
hataroztuk meg. A pozitiv teriiletek meghatdrozdsahoz csatornanként automatikus
Otsu-kiiszobolést alkalmaztunk, és a binaris maszkokon szamitottuk a TH-pozitiv és

KAT-2-pozitiv teriiletek nagysagat.

5.3.7 Statisztikai analizis

A statisztikai elemzés egységét a biologiai replikatumok képezték (n = 3 allat
csoportonként). Minden allat esetében az 6t technikai replikdtumbdl szdrmazé értékeket
szamtani atlaggal egyesitettiik; az adatdllomany megtalalhato a Fliggelékben
(F3-F4. tablazatok). A technikai replikatumokat nem kezeltik fliggetlen
adatpontokként. A kiilonbozd kezelési csoportok kozotti eltéréseket GraphPad Prism
szoftverrel (v10.6.1; GraphPad Software) vizsgaltuk egyutas ANOVA ¢és Tukey-féle post
hoc tesztek alkalmazéasaval. Az eredményeket atlag + szoras (SD) forméjaban adtuk meg,
és ap <0,05 értékeket tekintettiink statisztikailag szignifikansnak; a vizsgalatbol egyetlen
technikai vagy biologiai replikatum sem keriilt kizarasra.

A TH és KAT-2 expressziojanak valtozasai kozotti osszefliggések vizsgalatdhoz a
biologiai replikdtumok atlagolt értékein egyszerli linedris regresszidt alkalmaztunk.
A jelintenzitasi ¢és jelteriileti paraméterek kozott egyetlen regresszios modellt illesztettiink
a teljes adatallomanyra, meghatarozva az illesztett egyenes meredekségét, a modell
determinacios egyiitthatojat (R?), és a regresszio szignifikancidjat (p-érték). A regresszio
grafikus megjelenités soran az adatpontokat szorasdiagramkeént jelenitettiik meg, a teljes

adatallomanyra illesztett regresszios egyenessel €s annak konfidenciaintervallumaval.
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6 A kisérletekben valo részvétel

A kisérletes munka soran az alabbi vizsgalatokat ¢és feladatokat végeztem:

= jnvivo kezelések és az allatok monitorozasa,

= agyszOvet-preparalés,

= fluoreszcens immuncitokémiai és immunhisztokémiai eljarasok kivitelezése,
=  mikroszkdpos felvételek készitése €s feldolgozasa,

= képi adatok kvantitativ kiértékelése,

= adatfeldolgozas és statisztikai elemzés,

» eredmények vizualizdldsa, abrék és tablazatok szerkesztése.
A primer sejttenyészetek izolalasat egyiittmiikodé kutatdcsoportok végezték:
az asztrocitak izolalasat Prof. Dr. Krizbai Istvan kutatdcsoportja, a mikroglia izolalasat

Prof. Dr. Farkas Eszter kutatdcsoportja, a neuronok izolalasat pedig Prof. Dr. Santha

Miklés kutatdcsoportja végezte.
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7 Eredmények

7.1 KAT-2 fehérje expresszio primer sejttenyészetekben

In vitro kisérleteinkben egéragy-eredetli primer sejttenyészeteken fluoreszcens
immuncitokémia alkalmazasaval azonositottuk a KYNA-termelésben részt vevo, KAT-2
enzimet expresszalo sejteket. Vizsgalataink lehetévé tették az enzim sejttipus-specifikus
expressziojanak részletes feltérképezését az agy harom f6 sejttipusaban: asztrocitdkban,
mikroglidkban és neuronokban. A kettds immunjeldlések alapjan meghataroztuk, hogy a

KAT-2 milyen mértékben tarsul az egyes sejtpopulaciok markereivel.

7.1.1 KAT-2 expresszio primer asztrocita tenyészetben

Az asztrocita-markerek, a citoszkeleton részét képezd6 GFAP és a jellegzetes
enzimaktivitasa révén asztrocita-specifikus ALDHILI1, egyiittesen megbizhatdéan
azonositottak az asztrocitakat a primer tenyészetekben. A markerek KAT-2 jellel mutatott

kolokalizacigja egyértelmiien igazolta az enzim jelenlétét az asztrocitdkban (7. abra).

GFAP KAT-2 Merge

ALDH1L1 KAT-2 Merge

7. abra: A KAT-2 expresszidja primer asztrocita tenyészetekben. A reprezentativ
felvételek a KAT-2 kettés immunjelolését mutatjdk az asztrocita markerekkel
(GFAP vagy ALDHILI). A fehér négyzettel jelolt terliletek kétszeres nagyitdsban
lathatok a jobb paneleken. Voros: KAT-2; zold: GFAP, ALDHILI1; kék: DAPI
Skala: 20 pm (f6 panelek), 5 pm (jobb panelek).
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Bar a KAT-2 fluoreszcencia-intenzitasa sejtenként valtozo volt, a legtobb
asztrocitaban kimutathat6 volt, elsdsorban a szomdban, ahol a jel gyakran perinukleéris
mintdzatot mutatott, mig a nyilvanyokban csak gyenge jelolés volt megfigyelheto.

Megfigyeltiink olyan KAT-2*/GFAP- sejteket is, amelyek morfologiajuk alapjan
egyértelmiien asztrocitaknak felelnek meg. Ezekben a sejtekben feltehetden alacsony a
GFAP-expresszio szintje, ami 0sszhangban all a kordbban primer asztrocitdkban leirt
heterogén = GFAP-expressziés  mintdzattal  (Puschmann ¢és  mtsai.  2010).
Az ALDHIL1-jelolés esetében ez a jelenség nem volt prominens, mivel ez a fehérje

stabilabban és magasabb szinten fejezddik ki az asztrocitakban.

7.1.2 KAT-2 expresszio primer mikroglia tenyészetben

A mikroglia-markerek, a fagocitalo sejtekre jellemzd CD68, valamint a fajlagosabb
IBA1, megbizhatéan azonositottdk a mikroglia sejteket a primer tenyészetekben.
A markerek jelentés mértéki kolokalizacidja a KAT-2 jellel valamennyi mikroglia sejtben

igazolta az enzim jelenlétét a vizsgalt sejttipusban (8. abra).

CD68 KAT-2 Merge

IBA1 KAT-2 Merge

™

8. dabra: A KAT-2 expresszidja primer mikroglia tenyészetekben. A reprezentativ
felvételek a KAT-2 kettds immunjelolését mutatjdk a mikroglia markerekkel
(CD68 vagy IBA1). A fehér négyzettel jelolt teriiletek kétszeres nagyitasban lathatok a
jobb paneleken. Voros: KAT-2; zold: CD68, IBA1; kék: DAPI. Skala: 20 um (f6 panelek),
5 um (jobb panelek).
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A KAT-2 immunjel6lési mintdzata hasonld volt az asztrocitdkban megfigyelthez:
a fluoreszcencia foként a sejttestekre koncentralddott, a nyulvanyokban tobbnyire gyenge
vagy hianyzo, néhany sejtben azonban valamivel erdsebb jelolés volt 1athato.

In vivo a mikroglia sejtek jellemzdéen erdsen elagazd, ramifikalt morfologiat
mutatnak, mig in vitro koriillmények kozott gyorsan améboid, fagocitald format vesznek
fel (Suzumura ¢és mtsai. 1991). Primer tenyészeteinkben améboid és palcika morfologidju
mikroglidk egyarant megfigyelhetok voltak, ami 6sszhangban all az in vitro kornyezet

altal kivaltott fenotipusos variabilitassal.

7.1.3 KAT-2 expresszio primer neuron tenyészetben

A neuronalis markerek, a dendritekhez és sejttestek mikrotubulusaihoz ko6tédo
MAP?2, valamint a neuronalis citoszkeleton meghatarozé komponensét képezé6 TUBB3,
egylittesen megbizhatdan megerdsitették a sejtek neurondlis eredetét a primer
tenyészetekben. A markerek KAT-2 jellel mutatott kolokalizacioja egyértelmiien igazolta

az enzim jelentOs expressziojat az idegsejtekben (9. abra).

MAP2 KAT-2 Merge

TUBB3 KAT-2 Merge

»
o — -

9. abra: A KAT-2 expresszidja primer neuron-tenyészetekben. A reprezentativ felvételek
a KAT-2 kettés immunjeldlését mutatjak a neuronalis markerekkel (MAP2 vagy TUBB3).
A fehér négyzettel jelolt teriiletek kétszeres nagyitasban lathatok a jobb paneleken.
Voros: KAT-2; zold: MAP2, TUBB3; kék: DAPI. Skala: 20 um (f6 panelek),
5 um (jobb panelek).
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Osszességében megfigyeléseink alapjan a KAT-2 jelolés elsdsorban a
sejttestekben koncentralddott, ahol tulnyomorészt perinukledris eloszlast mutatott.
Ugyanakkor gyengébb, de egyértelmii jelolés a dendritek proximalis szakaszain is
megfigyelhetd volt, ami az idegsejtek esetében bizonyult a legkifejezettebbnek.

A KAT-2 ¢és sejttipus-specifikus markerek (GFAP, ALDHIL1, CD68, IBAI,
MAP2, TUBB3) kettés immunjeldlése kvalitativ modon igazolta, hogy az enzim
expresszioja asztrocitakban, mikroglia sejtekben €s neuronokban egyarant detektalhato.
Ez a KAT-2 széles sejttipus-spektrumi jelenlétét tdmasztja ald a vizsgalt primer
tenyészetekben.

A kett6s jelolések élesen elkiiloniilo és technikailag jol értékelhetd fluoreszcens
mintazatot adtak, amely megfeleld alapot biztositott a kvantitativ elemzésekhez.
A negativ kontrollmintdkban, ahol az elsddleges antitestek alkalmazasat elhagytuk, nem

jelentkezett jelolés, az autofluoreszcencia mértéke pedig elhanyagolhatdénak bizonyult.

7.1.4 Kvantitativ kolokalizacios analizis

A KAT-2 és az agy f6 sejttipusai kozotti kapcsolat szamszerli jellemzésére
kvantitativ kolokalizacios elemzést végeztiink mind a hat alkalmazott sejttipus-specifikus
marker (GFAP, ALDHI1L1, CD68, IBA1, MAP2 és TUBB3) esetében. A vizsgalat célja a
korabbi kvalitativ megfigyelések objektiv numerikus paraméterekkel valo alatdmasztasa,
valamint a KAT-2 jel sejttipusonkénti tarsulasanak dsszehasonlithatova tétele volt.

A kvantitativ elemzés soran a fluoreszcens jelek kozotti térbeli egyiittjarast standard
kolokalizacios metrikak, koztiik a Pearson-féle korrelacios egyiitthato (r érték), valamint
a Manders-féle kolokalizacios egyiitthatok (M1 és M2 értékek) alkalmazasa alapjan
értékeltiik. Ezek lehetdvé teszik a jelintenzitdsok kozotti kapcsolat €s a jelatfedés
mértékének objektiv szdmszerlsitését.

Az elemzések soran a Pearson-féle korrelacids egyiitthatok (r = 0,24-0,62),
valamint a Manders-féle kolokalizacios egyiitthatok (M1 = 0,30-0,42; M2 = 0,30-0,39)
minden vizsgalt adathalmazban a pozitiv tartomanyban helyezkedtek el (10. abra).

Ezek az értékek kovetkezetesen igazoltak, hogy a KAT-2 és a sejttipus-specifikus
markerek kozott fenndll a térbeli tarsulas. A Costes-féle randomizacids teszt minden
vizsgalt esetben statisztikailag szignifikans kolokalizaciot igazolt (p < 0,001 minden
ismétlésben), ami megerdsitette, hogy a detektalt egylittjards nem tulajdonithatd

véletlenszerti pixelatfedésnek.
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10. abra: A KAT-2 és a sejttipus-specifikus markerek kolokalizacigjanak kvantitativ
értékelése primer asztrocita-, mikroglia- és neuronalis kulturakban. A kolokalizaciot
harom kiilonb6z6 metrikaval vizsgaltuk: Pearson-féle korrelacios egyiitthatd (A panel),
valamint Manders-féle M1 (B panel) és M2 (C panel) koefficiens. Az eredmények
markerenként keriiltek abrazolasra: asztrocitak esetében GFAP ¢s ALDHI1L1, mikroglidk
esetében CD68 ¢s IBA1, neuronoknal MAP2 és TUBB3. Az oszlopok az atlag & szoras
(SD) értékeit mutatjdk (n = 3 markerenként). A statisztikai szignifikanciat egyutas
ANOVA ¢és Tukey-féle post hoc tesztek alapjan hataroztuk meg (*p < 0,05; **p < 0,01;

*H%p < 0,001).
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Osszességében eredmények igazoljak a KAT-2 stabil, sejttipus-specifikus
markerekhez valo tarsuldsat. A paraméterek koziil a Manders-féle M1 értéket tekintettiik
a leginkdbb informativnak, mivel ez tiikrozi legjobban a KAT-2 jel marker-pozitiv
teriileteken beliili aranyat. Az M1 ¢értékek nagyfoku egyezést mutattak az azonos
sejtvonalhoz tartozo markerek kozott (asztrocita: GFAP vs. ALDHILI = 0,30 + 0,02 vs.
0,30 + 0,02; mikroglia: CD68 vs. IBA1 = 0,38 £ 0,02 vs. 0,39 £ 0,00; neuron: MAP2 vs.
TUBB3 = 0,42 + 0,02 vs. 0,35 + 0,04; egyutas ANOVA, p > 0,05). Ezéltal lehetové valt

a KAT-2 closzlas altalanos mintazatanak Osszesitett abran vald szemléltetése (11. abra).
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Sejttenyészet
11. abra: A KAT-2 kolokalizacio kvantitativ elemzése primer asztrocita-, mikroglia- és
neuronalis kulturdkban. A Manders-féle M1 egyiitthatokat sejttipusonként atlagoltuk, két
marker kombinalasaval (GFAP + ALDHIL1 az asztrocitdkhoz; CD68 + IBAl a
mikroglidkhoz; MAP2 + TUBB3 a neuronokhoz). Az oszlopok az éatlag + szoras (SD)
értékeit mutatjak (n = 6 sejttipusonként). Az egyedi adatpontok (csoportonként hat érték)

a biologiai variabilitast szemléltetik. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA ¢és
Tukey-féle post hoc tesztek alapjan hataroztuk meg (***p <0,001).

Az Osszesitett eredmények szignifikans kiilonbségeket mutattak az asztrociték,
mikroglidk és neuronok kozott (egyiranya ANOVA, F(2,15) = 14,91, p = 0,0003).
Az atlagos M1 értékek az asztrocitdk esetében 0,30 + 0,02, a mikroglidk esetében
0,39 £ 0,02, mig a neuronok esetében 0,38 + 0,02 voltak. A Tukey-féle post hoc teszt
alapjan a KAT-2 kolokalizacioja szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a mikroglidkban
¢s a neuronokban az asztrocitdkhoz képest (p < 0,001), mig a mikroglidk és neuronok
kozott nem mutatkozott kiilonbség (p = 0,99). A Pearson-féle korrelacios egyiitthatok
(r=0,24-0,62) és a Manders-féle M2 értékek (= 0,30-0,39) hasonlo6 tendenciat mutattak,

alatdmasztva a kolokalizacids eredmények megbizhatdsagat.
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7.1.5 KAT-2 immunreaktivitas sejtszintii eloszlasa

A nagy nagyitasi felvételek lehetové tették a KAT-2 eloszldsanak sejtszintl
vizsgalatat (12. abra). A jelolés elsOsorban az asztrocitak, mikroglidk és neuronok
szomajaban koncentralodott, tulnyomorészt perinuklearis mintazatot mutatva. Ezek a
kvalitativ megfigyelések 6sszhangban allnak a kvantitativ elemzésekkel, és megerdsitik

a KAT-2 jellegzetes, sejttesthez kotott lokalizacidjat valamennyi vizsgalt sejttipusban.

GFAP KAT-2 Merge

IBA1 KAT-2 Merge

TUBB3 KAT-2 Merge

12. abra: A KAT-2 immunreaktivitds nagy nagyitasu felvételei primer asztrocita-,
mikroglia- és neuronalis sejttenyészetekben. A reprezentativ felvételek egy GFAP*
asztrocitat, egy IBA1" mikrogliat és egy TUBB3" neuront dbrazolnak, amelyek KAT-2
expressziot mutatnak. Mindhdrom sejttipus esetében a KAT-2 immunreaktivitas
els@sorban a sejttestben lokalizalodott, a jel minimalis mértékben terjedt ki a neuronalis
nyulvanyokra. Voros: KAT-2; zold: GFAP, IBA1, TUBB3; kék: DAPI. Skala: 10 pm.
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7.2 KAT-2 fehérje expresszio az eloagy teriiletén

Az eldagy teriilletén végzett in situ kisérletsorozat célja a KAT-2 fehérje
expressziojanak atfogo feltérképezése volt a szoveti kdrnyezetben. A vizsgalat az in vitro
tenyészeteken kapott eredmények kiterjesztését és validalasat szolgalta, lehetoveé téve az
enzim természetes szoveti szintli morfologiai és térbeli mintazatdnak, valamint annak

neuroanatoémiai €s sejttipus-specifikus eloszlasanak értékelését.

7.2.1 A KAT-2 expresszio regionalis eloszlasa az el6agyban

A KAT-2 fehérje széles korli, régionként eltérd intenzitdsi immunreaktivitast
mutatott az eldagyban, ami az enzim neuroanatdmiailag heterogén eloszlasat igazolja

(13. abra).

13. abra: A KAT-2 fehérje regionalis eloszlasa egér eldagyban. A szagittalis metszetrdl
késziilt reprezentativ felvétel a KAT-2 immunreaktivitas kiterjedt, de régionként eltérd
intenzitasi expresszios mintdzatat szemlélteti. Roviditések: CTX: cerebralis kéreg,
HPF: hippokampalis formaci6, STR: stridtum, PAL: pallidum, TH: talamusz,
HY: hipotalamusz, SNc: substantia nigra pars compacta, SNr: substantia nigra pars
reticulata. Voros: KAT-2; kék: DAPI. Skéla: 200 pm.
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A kortikalis és limbikus strukturdkban a jel6lddés kiterjedt volt, kiilondsen a
cerebralis kéreg és a hippokampalis formacid teriiletén. A neocortex teljes kiterjedésében
kimutathat6 volt a KAT-2 expresszid, a kéreg valamennyi rétegében. A hippokampalis €s
parahippokampalis régidokban szintén intenziv jelolddés volt megfigyelhetd.
A talamuszban, kiilondsen a retikularis magban, magas KAT-2 expresszié volt jellemzo.
A hipotalamuszban, a szubtalamikus mag teriiletén szintén egy stirin elhelyezkedo,
eroteljesen pozitiv sejtcsoport volt azonosithato.

A bazalis ganglion-rendszerhez tartozd magcsoportokban a KAT-2 szintén
kifejezett immunreaktivitast mutatott. A stridtumban, kiilonosen a caudoputamen
régidban, kiterjedt, kdzepes intenzitasu jelolodés volt lathatd, amelyet szérvanyosan
eléforduld, nagyobb méretii, erdsen festddd sejtek kisértek. A nucleus accumbensben
ezzel szemben mérsékeltebb jelintenzitas volt jellemzd, az amygdala teriiletén pedig csak
elszortan voltak KAT-2* sejtek azonosithatok. A pallidum struktarai, koztik a globus
pallidus externa ¢és interna, valamint a substantia innominata, nagyszamu, intenziven
jelolt sejtet tartalmaztak. A kozépagyban elhelyezkedd, de a bazalis ganglionok
rendszerének funkcionalis részét képezd substantia nigra pars compacta (SNc) és
substantia nigra pars reticulata (SNr) teriiletén egyarant erés KAT-2 immunreaktivitas
volt kimutathat6.

Osszességében megallapithato, hogy a KAT-2 expresszi6 kiterjed mind a kognitiv
¢és szinaptikus integracidban érintett kortikalis és limbikus strukturakra, mind a motoros
€s motivacios szabalyozasban szerepet jatszd szubkortikalis magcsoportokra.

Szamos agyteriileten jellegzetes, régiospecifikus mintazatot mutatdé KAT-2*
neuronpopulacidk voltak azonosithatok, amelyek morfoldgiai és neurokémiai jellemzése

a 7.4. fejezetben keriil részletesen bemutatasra.

7.2.2 A KAT-2 sejttipus-specifikus expresszidja az eldagyban

Az in vitro kisérletek igazoltdk, hogy a KAT-2 enzim mindhirom f6 agyi
sejttipusban, igy asztrocitdkban, mikroglidkban és neuronokban is kifejezddik.
A sejttenyészeteken kapott adatok ugyanakkor csak korlatozottan tiikrozik a sejtek
célja az volt, hogy feltérképezziik a KAT-2 sejttipus-specifikus eloszlasat, ¢és
meghatdrozzuk, hogy az in vitro rendszerekben megfigyelt expresszids mintdzat

mennyiben tiikr6zodik in situ agyszoveti kornyezetben.
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Megfigyeléseink sordan a KAT-2 expresszidja tobb eldagyi struktiraban is
kimutathat6 volt mindhdrom f6 sejttipusban. A tovabbiakban a prefrontalis kéreg
(14. abra) ¢s a hippokampusz (15. abra) vizsgalati eredményeit ismertetjiik. Ezen régiok
patkany- és human agyszovetben is a KAT-2 expresszio kiemelt teriileteinek bizonyultak,
ahol a KYNA-szint és a KAT-aktivitas valtozasait is igazoltdk korabbi vizsgalatokban,

tobb kozponti idegrendszert érinté korkép patomechanizmuséaval 6sszefiiggésben.

GFAP KAT-2 Merge

14. abra: A KAT-2 fehérje expresszioja egér prefrontalis kéregben. A reprezentativ
felvételek a KAT-2 kettds immunfluoreszcens jeldlését mutatjak az asztrocita (GFAP), a
mikroglia (IBAT) és a neuronalis (NeuN) markerekkel. A korondlis metszetek a medialis
prefrontalis kéregbdl szarmaznak (Bregma +2,0 mm). A fehér négyzettel jelolt teriiletek
kétszeres nagyitdsban lathatok a jobb paneleken. Voros: KAT-2; zold: GFAP, IBA1,
NeuN; kék: DAPI. Skala: 20 pm (f6 panelek), 5 um (jobb panelek).
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NeuN KAT-2 Merge

15. abra: A KAT-2 fehérje expresszioja egér hippokampuszban. A reprezentativ
felvételek a KAT-2 kettds immunfluoreszcens jelolését mutatjak az asztrocita (GFAP),
amikroglia (IBA1) és a neuronalis (NeuN) markerekkel. A koronalis metszetek a dorzalis
hippokampusz CA1 régiojabol szarmaznak (Bregma —2,0 mm). A fehér négyzettel jelolt
teriiletek kétszeres nagyitasban lathatok a jobb paneleken. Vords: KAT-2; zold: GFAP,
IBA1, NeuN; kék: DAPI. Skéla: 20 um (f6 panelek), 5 um (jobb panelek).

Mind a prefrontalis kéregben, mind a hippokampuszban kimutathat6 volt a KAT-2
expresszido mindhdrom f6 agyi sejttipusban. Az asztrocitdkban és a neuronokban a fehérje
eloszlasa nagymértékben megfelelt az in vitro megfigyelteknek, elsdsorban a sejttestben
lokalizalodva és diffuz mintazatot mutatva. A mikroglia sejtek esetében ezzel szemben
eltérések voltak megfigyelhetdk: a KAT-2 pozitivitast mutatd sejtek szdma alacsonyabb
volt, az immunjel pedig gyengébb és sejten beliil pontszerii mintdzatot mutatott, a szdma

egészére kiterjedd eloszlas helyett, az in vitro megfigyelésekkel ellentétben.
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7.3 KAT-2 fehérje expresszio a kisagy teriiletén

A kisagy teriiletén végzett fluoreszcens immunhisztokémiai vizsgalatok célja a
KAT-2 enzim szoveti eloszlasanak részletes feltérképezése volt a cerebellaris kéreg és a
cerebellaris magvak teriiletén. A nagyagyi kisérletekhez hasonldan itt is arra torekedtiink,
hogy kiterjessziikk az in vitro tenyészeteken kapott sejttipus-specifikus eredményeket
in situ szoveti kornyezetben, és meghatdrozzuk, hogy a KAT-2 neuroanatémiai és

sejttipus-specifikus eloszlasa miként jelenik meg a kisagy eltérd funkcionalis régioiban.

7.3.1 A KAT-2 expresszio rétegspecifikus eloszlasa a kisagyban

A kisagy teriiletén a KAT-2 immunreaktivitds jol megfigyelheté volt mind a

cerebellaris kéregben, mind a cerebellaris magvakban (16. abra).

16. abra: A KAT-2 fehérje regiondlis eloszlasa egér kisagyban. A szagittalis metszetrdl
késziilt reprezentativ felvétel a KAT-2 immunreaktivitas kiterjedt, de régionként eltérd
intenzitasi expresszids mintazatat szemlélteti. Roviditések: CBX: cerebellaris kéreg,
CBN: cerebellaris magvak. Vords: KAT-2; kék: DAPI. Skala: 200 pm.

A kisagykéregben a KAT-2 jelolés a sziirkedllomény teljes kiterjedésében
megjelent, mig a fehérallomanyban csak szérvanyosan volt kimutathatd. A kisagyi
magvakban nagyszami, erés immunreaktivitast mutaté KAT-2" sejt volt jelen, amelyek

jellegzetes, kompakt sejtcsoportokba rendezddtek.
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A kisagykéreg rétegzett szervezddése egyértelmiien tlikrozodott a KAT-2

eloszlasaban is: mindharom réteg jellegzetes KAT-2 mintdzatot mutatott (17. abra).

17. abra: A KAT-2 fehérje expresszidja egér kisagy fehér- és sziirkedlloméanyéban.
A reprezentativ felvétel a kisagyfélteke ansiform lebenyének teriiletérdl szarmazik.
Roviditések: sm: stratum moleculare, sg: stratum ganglionare, sgr: stratum granulosum,
arb: arbor vitae. Voros: KAT-2; kék: DAPI. Skala: 50 um.

A molekuléris rétegben (stratum moleculare) nagyszamu, szortan elhelyezkedd,
alacsonyabb jelintenzitdst mutatd sejt volt lathatd, amelyek eloszlasa a réteg teljes
vastagsagaban egyenletesnek bizonyult. A Purkinje-sejtek rétegében (stratum
ganglionare) egysoros elrendezOdésben jelentek meg a nagy szoémaméretli, erds
immunreaktivitast mutatd sejtek, amelyek a kisagykéreg legmarkansabb KAT-2"
hanem gyakran a dendritfa proximalis szakaszait is kovette. A szemcsesejt rétegben
(stratum granulosum) a molekularis réteghez képest kisebb szamu, de intenziv jelolést
mutat6 sejt fordult eld.

Osszességében megallapithatd, hogy a KAT-2 expresszié a kisagykéregben jol
koveti a lamindris szervezddés funkciondlis ¢€s sejtmorfoldgiai sajatossagait.
A kisagykéregben jellegzetes, rétegspecifikus mintdzatot mutatd, egyértelmilien

neuronalis KAT-2" sejtpopulaciok voltak azonosithatok.
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7.3.2 KAT-2 expresszio neuronokban

A sziirkedllomanyban detektalt KAT-2 pozitivitdst mutatd sejtek tobbsége
morfologiai jellemzoik ¢és rétegbeli elhelyezkedésiik alapjan neurondlis eredetiinek
bizonyult. Ennek igazoldsara KAT-2 ¢s neuronalis markerek (NeuN, CALB, GAD67)

kett6s fluoreszcens immunjeldlését alkalmaztuk (18. abra).

NeuN KAT-2 Merge

CALB KAT-2

GADG67 KAT-2

[
-

18. abra: A KAT-2 fehérje expresszioja egér kisagy tertliletén. A reprezentativ felvételek
a KAT-2 kettds immunjelolését mutatjak a neurondlis markerrel (NeuN, CALB, GAD67).
A korondlis metszet a dorzalis neocerebellum teriiletérdl szairmaznak (Bregma —6,0 mm).
A fehér négyzettel jelolt teriiletek kétszeres nagyitasban lathatok a jobb paneleken.
Voros: KAT-2; zold: NeuN, CALB, GAD67. Skala: 120 um (f6 panelek), 30 pm (jobb
panelek).
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A NeuN marker alkalmazasaval a molekularis és a szemcsesejt rétegben eltérd
rétegében megjelend, nagy szomaméretll és erdsen KAT-2* sejtek NeuN negativitasa
Osszhangban 4ll azzal, hogy ezek a sejtek nem expresszaljdk a NeuN fehérjét
(Mullen ¢és mtsai. 1992). A Purkinje-sejtek pontos azonositasahoz tovabbi neuronalis
markereket alkalmaztunk: a CALB és a GAD67 jelolések egyarant detektalhatok voltak
a sejttestekben és a dendritikus arborizacidban.

Mivel a GAD67 a gatlo idegsejtekben altalanosan expresszalt enzim, jeldlése a
kisagykéreg tobb rétegének GABAerg neuronjaiban is detektalhatd volt. A molekularis
rétegben kisebb sejttesti, szortan elhelyezked6 KAT-2*/GAD67* sejtek jelentek meg,
amelyek morfologiai jellemzdik alapjan feltehetden kosar- és csillagsejtek. A szemcsesejt
rétegben nagy sejttestli KAT-2*/GAD67* sejtek is lathatok voltak, amelyek méretiik és
elhelyezkedésiik alapjan Golgi-sejtekként azonosithatok.

A szemcsesejt rétegben KAT-2*/NeuN*, ugyanakkor KAT-2*/GAD67 sejtek is jelen
voltak. Ezek kis méretii, stirtin elhelyezkedd sejtek, amelyek morfologidjuk és rétegen
beliili eloszlasuk alapjan a kisagykéreg glutamaterg szemcsesejtjeinek felelnek meg.

A kisagyi magvak teriiletén szintén azonositottunk KAT-2*/NeuN* neuronokat.
Ezen sejtek egy kisebb hdnyada GADG67-pozitivitdst mutatott, azonban a populéciod
talnyomo6 része GADG67" volt. Tekintettel arra, hogy a kisagyi magvak {6 sejttipusat
glutamaterg idegsejtek alkotjdk, a GAD67" sejtek nagy valdszinliséggel a glutamaterg
neuronpopulécidhoz tartoznak.

crer

dontden a GABAerg és glutamaterg neuronok alkotjak.

7.3.3 KAT-2 expresszio gliasejtekben

A primer sejttenyészetekben in vitro, valamint a nagyagy teriiletén in situ
megfigyelt KAT-2 gliaeredetli jelolés alapjan megvizsgaltuk, hogy a kisagy teriiletén
kimutathat6-e az enzim gliasejtekben is. Az asztrocitdk azonositdsdhoz GFAP és AQP4,
mig a mikroglia sejtek jeloléséhez CD11b és IBA1 markereket alkalmaztunk (19. dbra).

Meglepd mddon a kisagyban a KAT-2 expresszioja teljes mértékben hianyzott a
gliasejtekbdl. Egyik marker sem mutatott kolokalizaciét a KAT-2 immunjellel, noha a
gliasejtek és a KAT-2" neuronok térbeli kozelsége megfigyelhetd volt. Eredményeink

alapjan a kisagy teriiletén a KAT-2 kizarolag neuronokban expresszalodik.
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GFAP KAT-2 Merge

AQP4 KAT-2 Merge

CD11b KAT-2 Merge

IBA1 KAT-2 Merge

19. dbra: A KAT-2 fehérje expresszioja egér kisagy teriiletén. A reprezentativ felvételek
a KAT-2 kettés immunjelolését mutatjak az asztrocita (GFAP, AQP4) ¢és mikroglia
(CD11b, IBAT) markerekkel. A koronalis metszetek a dorzalis neocerebellum teriiletérol
szarmaznak (Bregma —6,0 mm). A fehér négyzettel jelolt teriiletek kétszeres nagyitasban
lathatok a jobb paneleken. Voros: KAT-2; zold: GFAP, AQP4, CDI11b, IBAI.
Skala: 80 um (f6 panelek), 20 um (jobb panelek).



7.4 KAT-2 pozitiv neuronpopulaciok azonositasa

A KAT-2 neurondlis el6fordulasanak feltérképezéséhez a fObb idegsejt-
populaciokat azok jellegzetes markerei alapjan azonositottuk. Célunk az volt, hogy
meghatarozzuk, mely neuron altipusokkal mutat stabil tarsulast a KAT-2 az egér agy
meghatdrozott teriiletein. A vizsgalatok soran héarom, funkciondlisan meghatarozo
neurotranszmitter rendszerhez (GABAerg, kolinerg ¢és dopaminerg) tartozd
neuronpopulacidt elemeztiink, és ezek KAT-2 immunreaktivitasat kettds fluoreszcens

immunhisztokémiai megkdzelitéssel detektaltuk.

7.4.1 GABAerg neuronok

Kutatdcsoportunk korabbi vizsgalataiban tobb agyteriileten (prefrontélis kéreg,
hippokampusz, SNr, stridtum) igazolta a KAT-2 expressziojat gatld idegsejtekben,
glutamat-dekarboxildz (GADG67) éaltalanos GABAerg marker alkalmazasaval
(Herédi és mtsai. 2017). Ezen vizsgalatok leirtdk az immunopozitiv neuronpopulaciok
GABAerg jellegét, ugyanakkor nem tértek ki az alapvetéen morfologiailag ¢és
funkcionalisan is diverz gatld neurondllomany alcsoportjainak meghatarozasara.
Jelen munka célja annak vizsgalata volt, hogy a KAT-2 expresszio a gatldé idegsejtek
egyes, markerek alapjan elkiilonithetd alcsoportjaiban miként jelenik meg az egér eldagy
egyes régioiban.

A KAT-2"/GAD67" neuronok kiterjedt, régidspecifikusan eltéré mintazatot
mutattak. A nagyagykéreg és hippokampusz teriiletén minden GAD67" interneuron
egyuttal KAT-2-t is expresszalt. Az SNr teriiletén a gatlo idegsejtek teljes adllomanya
intenziv KAT-2 jelolést mutatott, ezzel szemben a stridtumban heterogén eloszlast
figyeltink meg: bar nagyszam neuron KAT-2"/GAD67" volt, ez nem a teljes
populécidra volt jellemz6 (nem dbrazolt eredmények).

A KAT-2" interneuronpopuldcié tovabbi jellemzésére egy interneuron
markerekbdl 4ll6 panelt alkalmaztunk, amely a kdvetkezokbdl allt: parvalbumin (PV),
szomatosztatin (SST), neuropeptid Y (NPY) és calretinin (CR). A PV* gyors-tiizelésti, az
SST" dendritikus, valamint a PV~ és SST" kategoriaba tartozd, NPY- és CR-expresszald
interneuronok egylittesen lefedik a GABAerg rendszer f6 molekularis klasztereit.
Béar a stridtum, a hippokampusz és a neocortex interneuron-architekturdja eltér,
e markerek altal jelolt sejtek kovetkezetesen elkiilonithetd populaciokat alkotnak, igy a

markerpanel megfeleld €s kellden informativ keretet biztositott a vizsgalatokhoz.
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Az egyes interneuron-alcsoportok (PV, SST, NPY, CR) jel6lése alapjan mind a
négy vizsgalt klaszterben kimutathat6 volt a KAT-2 jelenléte (20. abra).

PV KAT-2 Merge

O

SST KAT-2 Merge

NPY KAT-2 Merge

20. abra: A KAT-2 jelenléte kiilonb6z6 GABAerg interneuron-altipusokban.
A reprezentativ nagy nagyitast mikroszkopos felvételek alapjan a KAT-2 immunjeldlés
elssorban a sejttestekben volt megfigyelhetd, kisebb mértékben pedig a nytlvanyokra is
kiterjedt. Voros: KAT-2; zold: PV, SST, NPY, CR; kék: DAPI. Skéla: 10 um.

Bér a markerpozitiv sejtek eloszldsa agyrégionként eltért, valamennyi teriileten
megfigyelhetdk voltak kettds immunopozitivitast mutat6 idegsejtek. Ez azt jelzi, hogy a

KAT-2 aktivitds nem egyetlen interneuron-tipus specializalt jellemzdje, hanem szélesebb

funkcionalis szerepet tolthet be a GABAerg haldzat miikodésében.
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A négy vizsgalt interneuron-marker mindegyike azonositott KAT-2" neuronokat,
koziiliik azonban a PV-jeldléshez tarsult a legnagyobb szamu sejtpopuléci6. Ennek
megfelelden ezen populacié részletesebb régiospecifikus elemzése indokoltnak
bizonyult, amelynek bemutatasa jelen fejezet targyat képezi.

A prefrontalis kéregben az agykérgi oszlop sejtrétegeiben megjelend valamennyi
PV-pozitiv interneuron markans KAT-2-expressziot mutatott. Ezzel parhuzamosan a
hippokampusz 6 strukturaiban is — a CAl-es ¢és CA3-as régiokban, valamint a

gyrus dentatusban — minden gatlo idegsejt kettds pozitivitast mutatott (21. abra).

21. abra: A KAT-2 fehérje expresszioja egér prefrontalis kéregben €s hippokampuszban.
A reprezentativ felvételek a KAT-2 kettés immunfluoreszcens jeldlését mutatjak a
GABAerg (PVY) idegsejtekben. A korondlis metszetek a prefrontalis kéreg (Bregma
+2,0 mm) ¢és dorzalis hippokampusz (Bregma —-2,0 mm) teriiletérél szarmaznak.
Voros: KAT-2; zold: PV; kék: DAPI. Skala: 50 pm.

crer

a prefrontélis kéregben és a hippokampuszban is, a KAT-2 expressziot mutatd gatlo

GABAerg idegsejtek dontéen PV interneuronok.
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7.4.2 Kolinerg interneuronok

A dorzalis striatumban a PV interneuronok esetében a prefrontalis kéregben és a
hippokampuszban megfigyelt mintazathoz hasonld eloszlast talaltunk: valamennyi
PV" idegsejt kovetkezetesen KAT-2-expressziot mutatott.

Ugyanakkor a KAT-2 jelolés intenzitdsa tobb PV~ sejtben meghaladta a
PV-expresszalo interneuronokban megfigyelt szintet. Morfologiai jellemzdik, valamint a
striatum jol ismert kolinerg 6ridsneuronjainak jelenléte alapjan ezen sejtek azonositasat

kolin-acetiltranszferaz (ChAT) markerrel végeztiik (22. abra).

22. abra: A KAT-2 fehérje expresszidja egér stridtumban. A reprezentativ felvételek a
KAT-2 kettds immunfluoreszcens jeldlését mutatjak a GABAerg (PV™") és a kolinerg
(ChAT") idegsejtekben. A koronalis metszetek a dorzalis striatum teriiletérdl szarmaznak
(Bregma +2,0 mm). Voros: KAT-2; zold: PV, ChAT; kék: DAPI. Skala: 50 um.

A dorzélis stridtum teriiletén minden ChAT" idegsejt kovetkezetesen KAT-2
pozitivitdst mutatott, ami arra utal, hogy a striatalis kolinerg interneuronok egy egységes,

homogén KAT-2-expresszalo populaciot alkotnak.
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7.4.3 Dopaminerg neuronok

A substantia nigra teljes kiterjedésében nagyszama KAT-2" neuront
azonositottunk. Az SNr teriiletén valamennyi PV™ interneuron kovetkezetesen
KAT-2-expresszidt mutatott.

Az SNc régidban, ahol a neuronalis dllomany talnyomo részét a dopaminerg sejtek
alkotjak, a TH jeldléssel azonositott idegsejtek mindegyike szintén KAT-2 pozitivitast

mutatott. Eredményeink alapjan mindkét régioban teljes atfedés volt megfigyelheto a

KAT-2 és a sejttipusra jellemz6 markerek kozott (23. abra).

23. abra: A KAT-2 fehérje expresszidja egér substantia nigraban. A reprezentativ
felvételek a KAT-2 kettds immunfluoreszcens jeldlését mutatjak a GABAerg (PV™) és a
dopaminerg (TH") idegsejtekben. A koronalis metszetek a substantia nigra teriiletérél
szarmaznak (Bregma —3,0 mm). Roviditések: SNc: substantia nigra pars compacta;
SNr: substantia nigra pars reticulata. Vords: KAT-2; zold: PV, TH; kék: DAPIL
Skala: 50 pm.
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7.5 KAT-2 expresszio vizsgalata Parkinson-kor egérmodellben

A Parkinson-kér egyik legmarkansabb neuropatologiai jellemzdje a SNc
dopaminerg neuronjainak szelektiv €s progressziv pusztulasa. Ennek modellezésére akut
MPTP-kezelést alkalmaztunk harom kiilonboz6 dozissal (1x20 mg/ttkg, 2x20 mg/ttkg
vagy 3x20 mg/ttkg; i.p.), 2 6rés injekcios intervallumokkal, mig a kontrollcsoport harom
alkalommal fiziologids sooldatot kapott azonos protokoll szerint.

Az MPTP-kezelést kovetden az allatok folyamatos megfigyelés alatt alltak az
allatjoléti eldirasoknak megfelelden. Az MPTP neurotoxicitdsa gyorsan manifesztalodott,
dozisfiiggd, szemmel is jol értékelhetd motoros tiinetek forméjaban, mint hipomotilitas,
bradikinézia és a spontan exploracioé csokkenése. Emellett altalanos rossz allapotra utalo
kiils6 jegyek is megfigyelhetdk voltak, ugymint goérnyedt testtartds, borzolt szdrzet és
csokkent Onapolasi viselkedés. A Parkinson-kérra jellemzd nyugalmi tremor csak
korlatozottan jelentkezett, ami 6sszhangban all a szakirodalmi adatokkal, melyek szerint
egérben ez a tiinet nem kovetkezetesen figyelheté meg (Jackson-Lewis és Przedborski
2007). A legsulyosabb tiinetek a legmagasabb dozis (3%20 mg/ttkg) alkalmazasa mellett
jelentkeztek: ebben a csoportban az elsd kezelési sorozatban harom allat szerepelt,
melyek koziil kettd az els6 24 oran beliil elhullott, feltehetden akut toxicitas
kovetkeztében. A csoportlétszam egységességének (n = 3) biztositasa érdekében tovabbi
két allat bevonasara keriilt sor, amelyeknél mar nem fordult eld elhullas. Az Gsszes
MPTP-kezelt allatot figyelembe véve a mortalitas 18,2% (2/11) volt.

A makroszkopos tiinetek alapjan megfigyelhetd volt az MPTP neurotoxicitasa,
melynek jellemzésére az SNc szovettani vizsgalatat végeztik el. Az MPTP-indukalt
dopaminerg neuronvesztést €s a KAT-2 expresszi6 valtozasait fluoreszcens

immunjeldléssel, majd a jelintenzitasok kvantitativ és statisztikai elemzésével értékeltiik.

7.5.1 ATH és KAT-2 immunreaktivitas valtozasai az SNc teriiletén

Az SNc dopaminerg neuronjainak karosodasat TH immunjel6léssel kovettiik
nyomon. Korabbi vizsgélataink alapjan az SNc teriiletén a KAT-2 elsdsorban dopaminerg
idegsejtekben lokalizalodik, ezért a neurodegenerdcid elérehaladtdval a KAT-2
immunreaktivitas valtozasait is elemeztiik. A kezelési csoportok reprezentativ felvételei
jol szemléltetik, hogy az MPTP-kezelés dozisfiiggd jelvesztést eredményez mind a

dopaminerg struktirdkban, mind a KAT-2* neuronpopulacioban (24. abra).
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Kontroll

2x20 mglttkg MPTP 1x20 mg/ttkg MPTP

3x20 mglttkg MPTP

24, abra: A TH és KAT-2 immunreaktivitas reprezentativ felvételei a substantia nigra
tertiletérdl (Bregma —3,0 mm) a kiilonbozé6 MPTP-kezelési protokollokat kovetden.
A bal oldali paneleken kezelési csoportonként a kombinalt fluoreszcens jelolés, a jobb
oldali paneleken pedig az egyedi fluoreszcens csatornak lathatok. Az MPTP-kezelés a
kontrollcsoporthoz képest progressziv, dozisfliggd jelvesztést eredményez a TH®
dopaminerg struktirdkban és a KAT-2* neuronpopulécioban. Vords: KAT-2; zold: TH;
kék: DAPI. Skala: 50 pm.

Az eredmények a TH- és KAT-2-immunreaktivitds csokkenését kvalitativ mddon

igazoljak, és megfeleld alapot teremtenek a kvantitativ elemzéseinkhez.

52



7.5.2 A dopaminerg neuronvesztés kvantitativ analizise

Az SNc dopaminerg neuronjainak karosodasat kvantitativ modon is értékeltiik a
TH immunreaktivitds mérése alapjan. Az integralt denzitds a TH-immunreaktiv
struktarak teljes fluoreszcenciaintenzitasat reprezentalja egy adott ROI-n beliil, igy a
dopaminerg jel mennyiségi valtozasainak érzékeny indikatora. Ezzel szemben a TH*
jelteriilet a kiiszobdléssel detektalt immunjel kiterjedését tiikkrozi, amely a fennmarado
dopaminerg sejtek és nyulvanyok térbeli jelenlétére és populacioméretére utal. Ezen
paraméterek objektiv és Osszehasonlithatd jellemzoOket szolgéltatnak a dopaminerg
neuronvesztés mértékének meghatarozasahoz.

A TH immunreaktivitds integralt intenzitasa szignifikdns, dozisfliggd csokkenést
mutatott az MPTP-kezelés hatasara (25. A abra). Az egyutas ANOVA rendkiviil erds
kezeléshatast igazolt (F(3,8) = 281,8; p <0,0001; R?=0,9906), és a Tukey post-hoc teszt
alapjan minden MPTP-dozis szignifikdnsan csokkentette a TH jelintenzitast a kontrollhoz
viszonyitva (p < 0,0001 minden esetben). A ddzisok egymassal torténd Osszevetése
szintén szignifikans kiilonbségeket mutatott (1x20 mg/ttkg vs 2x20 mg/ttkg: p = 0,0003;
1x20 mg/ttkg vs 3x20 mg/ttkg: p < 0,0001; 2x20 mg/ttkg vs 3x20 mg/ttkg: p = 0,0013),
amely egyértelmii dozisfliggd dopaminerg neuronvesztésre utal.

A kiiszoboléssel meghatarozott TH* jelteriilet mennyisége szintén szignifikans
mértékben csokkent az MPTP-kezelés hatasara (F(3,8) = 52,79; p <0,0001; 25. B abra).
A kontrollhoz viszonyitva mar az 1x20 mg/ttkg dozis is kimutathatdo csokkenést
eredményezett (p = 0,0002), mig a 2x20 mg/ttkg és 3x20 mg/ttkg doézisok esetén a
jelvesztés mértéke tovabb fokozodott (p < 0,0001 mindkét Osszehasonlitdsban).
A két magasabb dozis egymassal vald osszevetése ugyanakkor nem mutatott szignifikans
kiilonbséget (p > 0,05), ami arra utal, hogy a dopaminerg neuronpopulécié csokkenése
egy bizonyos karosodasi szint utan telitddik. Ez alapjan a TH* jelteriilet els6sorban a
dopaminerg struktirdk fennmaradasat jelzi, de a neuronvesztés elérehaladtaval kevésbé
érzékeny a tovabbi szerkezeti degradacio detektalasara, mint az integralt intenzitas.

Eredményeink Osszességében igazoljak, hogy az alkalmazott MPTP-protokoll
megbizhatdéan és reprodukélhatdéan valtja ki a Parkinson-korra jellemzd dopaminerg
degeneraciot az SNc terliletén, €s megfeleld6 modellt szolgaltat a KAT-2 expresszio

patologiai valtozasainak tovabbi vizsgalatahoz.
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25. abra: A TH immunreaktivitads kvantitativ elemzése az integralt intenzitas (A panel)
és a pozitiv jelteriilet (B panel) &brazolasaval a kiillonbozd kezelési csoportokban.
Az értékek Onkényes egységben (a.u.) szerepelnek, az oszlopok az atlag + szoéras (SD)
értékeit mutatjak (n = 3 csoportonként). A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA
¢s Tukey-féle post hoc tesztek alapjan hatdroztuk meg (**p < 0,01; ***p < 0,001;
***k*p <0,0001).

7.5.3 A KAT-2 expresszio valtozasai dopaminerg neuronvesztés soran

A KAT-2 immunjel kvantitativ elemzése két paraméter alapjan tortént.
Az integralt denzitids a megmaradt KAT-2" strukturdk teljes fluoreszcenciaintenzitasat
jellemzi, mig a KAT-2" jelteriilet a kiiszoboléssel detektalt immunjel kiterjedését mutatja,
amely a fennmarad6 KAT-2 expresszio térbeli eloszlasat és mértékét tiikrozi.

A KAT-2 integralt intenzitasa szignifikéns kezeléshatast mutatott (F(3,8) = 210,1;
p < 0,0001; R* = 0,9875; 26. A abra). A kontrollcsoporthoz viszonyitva valamennyi
MPTP-dézis jelentds jelcsokkenést okozott (p < 0,0001), és az 1x20 mg/ttkg kezeléshez
képest a magasabb ddzisok tovabbi szignifikdns csokkenéssel jartak (p = 0,0001, illetve
p <0,0001). A két legmagasabb dozis kozott nem mutatkozott kiilonbség (p = 0,4420),
ami arra utal, hogy a KAT-2 expresszid csokkenése egy bizonyos karosodasi szint utdn
telitddik, és a tovabbi dopaminerg neuronvesztés mar nem jar tovabbi mérhetd

jelintenzitas-csokkenéssel.
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A KAT-2" jelteriilet aranya szintén kifejezett dozisfiiggd visszaesést mutatott
(F(3,8)=302.6; p<0,0001; 26. B abra), é¢s minden d6ziscsoport dsszevetése szignifikans
kiilonbséget jelzett (p < 0,0091). A teriileti csokkenés mértéke meghaladta a TH"
struktarak esetében tapasztaltat, ami a KAT-2-t expresszald sejtek fokozott
érzékenységére utal a neurotoxikus hatassal szemben.

Eredményeink 0sszességében arra utalnak, hogy a KAT-2 expresszid csokkenése
dozisfiiggd az MPTP-kezelés soran, de az intenzitds koran telitédik, mig a jeltertilet
drasztikus visszaesése a KAT-2" sejtek fokozott sériilékenységét és korai jelvesztését

tiikkr6zi a dopaminerg degeneracio6 soran.
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26. abra: A KAT-2 immunreaktivitds kvantitativ elemzése az integralt intenzitds
(A panel) és pozitiv jelteriilet (B panel) dbrazolasaval a kiilonbozd kezelési csoportokban.
Az értékek onkényes egységben (a.u.) szerepelnek, az oszlopok az atlag + szoras (SD)
értékeit mutatjak (n = 3 csoportonként). A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA
¢s Tukey-féle post hoc tesztek alapjan hatdroztuk meg (**p < 0,01; ***p < 0,001;
*aAEp <0,0001).
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7.5.4 A TH és KAT-2 immunreaktivitas kvantitativ osszehasonlitasa

A dopaminerg karosodassal jaro TH-jelvesztés és a KAT-2 expresszio csokkenése
kozotti kapcesolat feltardsahoz kvantitativ 0sszehasonlitast végeztiink. A vizsgalat célja
annak meghatarozasa volt, hogy a KAT-2 jelintenzitas- €s jelteriilet-valtozasai milyen
kapcsolat mennyire tekinthetd aranyosnak. Emellett azt is értékeltiik, hogy a KAT-2
expresszio csOkkenése kizarolag a dopaminerg sejtek pusztulasanak kovetkezménye-e,
vagy a degeneraciot megel6zo, 6nallo regulacios folyamatként is értelmezheto.

A TH ¢és a KAT-2 integralt intenzitdsa egyarant dozisfiiggd mddon csokkent
(27. A abra). Ugyanakkor a két fehérje dinamikéja eltért: mig a TH integralt intenzitasa
a 2x20 mg/ttkg és a 3x20 mg/ttkg MPTP-dozisok kozott is tovabb csokkent (p < 0,05),
addig a KAT-2 intenzitasértékei ezen a tartomdnyon mar nem mutattak tovabbi
szignifikans valtozést (p > 0,4), ami a KAT-2 expresszio korai telitddésére utal.

Ezzel szemben a KAT-2" jelteriilet a magasabb dozisok kozott is tovabb csokkent
(p <0,01), és a 3x20 mg/ttkg dozis esetén gyakorlatilag a kimutathatdsag hatarara esett
vissza, mig a TH" jelteriilet hasonlo 6sszevetésben nem mutatott szignifikans kiilonbséget
(27. B abra). Mindez arra utal, hogy a KAT-2 pozitivités teriileti kiterjedése gyorsabban
csokken, mint a dopaminerg markeré, vagyis a KAT-2 expresszid visszaesése

megeldzheti a TH-immunreaktivitds morfologiai eltlinését.
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27. abra: A TH és KAT-2 immunreaktivitas kvantitativ elemzése az integralt intenzitas
(A panel) és a pozitiv jelteriilet (B panel) abrazoldsdval a kezelési csoportokban.
A z0ld oszlopok a TH-, a piros oszlopok a KAT-2-jeldlést reprezentaljak. Az értékek
onkényes egységben (a.u.) szerepelnek, az oszlopok az atlag + szoérds (SD) értékeit
mutatjak (n = 3 csoportonként).
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A korrelacids elemzés szerint a két marker kdzotti kapesolat szoros és pozitiv volt
mind az integralt intenzitdsok (Pearson r = 0,9827; p < 0,0001; 28. A abra), mind a
jelteriilet-aranyok esetében (Pearson r = 0,9705; p < 0,0001; 28. B abra).

A linedris regresszi6 alapjan az intenzitasok kozotti 6sszefliggés linearis maradt a
teljes dozistartomanyban, ami arra utal, hogy a KAT-2 expresszid mértéke altalaban

aranyosan csokken a dopaminerg jelvesztéssel.

crer

(3x20 mg/ttkg) a linearitas részben megbomlott, mivel a KAT-2 pozitivitas teriileti
kiterjedése gyorsabban csokkent, mint a TH pozitivitasé. Ez a jelenség a KAT-2* jel korai,
nem linedris leépiilését tiikkrozi, amely a dopaminerg neuronvesztésnél hamarabb

kovetkezik be.
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28. abra: A KAT-2 és TH immunreaktivitas kozotti korrelacio. Az integralt intenzitasok

(A panel), valamint a pozitiv teriiletaranyok (B panel) kapcsolata linearis regresszioval
keriilt 4brazolasra. Az értékek onkényes egységben (a.u.) szerepelnek.

Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy a KAT-2 expresszi6 csokkenése nem
magyardzhatd pusztan a dopaminerg idegsejtek elvesztésével. Ezt tamasztja ald az
integralt intenzitasvesztés korai telitddése, a pozitiv jelteriilet ardnyanak drasztikus

visszaesése, valamint a korrelacids Osszefiiggés linearitdsanak megbomlasa is.
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8 Diszkusszio

A jelen értekezés célja a KAT-2 enzim részletes, sejttipus- és régiospecifikus
neuroanatémiai jellemzése volt egérmodellben, tobb kisérletes megkdzelités
integralasaval. A KYNA-bioszintézis kulcsenzimének eloszlasarol kordbban elsdsorban
human és patkany vizsgéalatokbol alltak rendelkezésre adatok. Ezen tanulmanyok
modszertanilag jelentsen eltértek egymastdl, ami megneheziti az eredmények
Osszehasonlitd értelmezését. A szakirodalom hidnyossagainak potlasa érdekében
vizsgalataink sordn parhuzamosan értékeltiik a KAT-2 expresszidjat in vitro primer
sejttenyészetekben, in situ eldagyi és kisagyi szovetmintakban, valamint in vivo MPTP-
indukalt Parkinson-kér modellben. Ez a tobb szinten végzett megkdzelités lehetove tette,
hogy egységes rendszerben értelmezziik a KAT-2 eloszlasanak sajatossagait egérben,

amely a kinurenin-rendszer szakirodalmaban a leginkabb alulreprezentalt fajnak szamit.

8.1 A KAT-2 expresszio in vitro vizsgalata

A KAT-2 agyszovetben torténd expresszioja hosszu ideje vizsgalt, a sejtspecifikus
eloszlasaval kapcsolatos adatok pedig a szakirodalomban jelentds heterogenitast
mutatnak. Korai tanulményok a KAT-2-t els@sorban asztrocita-eredetli enzimként irtak le
(Guillemin és mtsai. 2001), ugyanakkor tovabbi vizsgéalatok alapjan a neuronok és a
mikroglidk is hozzdjarulhatnak a KYNA-szintézishez (Rzeski és mtsai. 2005; Guillemin
és mtsai. 2007). A vizsgalatok azonban eltérd fajokban és nem Osszehasonlithato
modszerekkel zajlottak, ami jelentdsen megneheziti az eredmények kozvetlen
Osszehasonlitasat. Ennek megfelelden fontosnak lattuk egy olyan modell alkalmazasat,
amelyben a harom 0 agyi sejttipus parhuzamosan vizsgalhaté ugyanazon fajban. Erre a
célra a primer sejttenyészetek idealis modellt biztositottak.

In vitro primer sejttenyészeteken végzett vizsgalataink alapjan a KAT-2
asztrocitadkban, mikroglidkban és neuronokban is stabil expressziot mutatott. A jelolés
mindhdrom sejtvonal esetében elsdsorban a sejttestekben jelent meg, perinuklearis
dominanciaval, ami megfelel a KAT-2 ismert intracellularis lokalizaciojanak
(Roberts és mtsai. 1992). Az egyik legkordbbi megfigyelés alapjdn az enzim féként
mitokondrialis és citoplazmatikus folyamatokhoz kapcsolodik, a KAT immunreaktivitas
pedig elsésorban a citoplazmaban, a perinukledris régioban ¢€s a vezikularis

kompartmentekben jelenik meg.
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A KAT-2 asztrocitakban valo jelenléte 6sszhangban all azzal a nézettel, amely szerint
ezek a sejtek a kinurenin utvonal centralis szerepléi (Schwarcz €s Pellicciari 2002).
Eredményeink ugyanakkor ellentmondasban allnak a korabbi szakirodalom egy részével,
amely a KYNA-szintézist kizarolag asztrocitakhoz kotott folyamatként értelmezte
(Guillemin és mtsai. 2001; Guidetti és mtsai. 2007).

Mikrogliakban a KAT-2 expresszi6 hasonldéan robusztusnak bizonyult, ugyanakkor a
primer tenyészetekben megfigyelheté amdboid €s palcika morfoldgia miatt a jelintenzitas
¢s az eloszlas értelmezése Ovatossagot igényel. A primer mikroglidk in vitro aktivalt
morfoldgiat mutatnak, amely fenotipus nem tiikkrézi az in vivo jellemzd, ramifikalt
formajukat (Eggen és mtsai. 2013; Suzumura és mtsai. 1991), ezért nem zarhato ki, hogy
a KAT-2 expresszidja allapotfiiggden, kiillondsen gyulladdsos aktivacidé soran modosul.
A neuronok esetében a KAT-2 expresszid a sejttestek mellett a nyalvanyok kezdeti
szakaszain is megfigyelhet6 volt, ami funkcionalis kérdéseket vet fel. Ez a megfigyelés
uj megkdzelitést kinal arra, hogy a KYNA milyen mddon jarulhat hozza a halozati
aktivitds és az excitabilitds finomhangolasahoz. A mikroglidlis és neurondlis KAT-2
expresszio arra utal, hogy hozzéjarulasuk a KYNA-szintézishez nagyobb lehet, mint amit
a korabbi, foként in vivo vizsgalatok alapjan feltételeztek.

A kvantitativ kolokalizaciés elemzések eredményei alatamasztottdk a kvalitativ
megfigyeléseinket. Az egyes sejttipus-markerek ¢s a KAT-2 kozotti valodi tarsulést a
Pearson- és Manders-paraméterek pozitiv értékei, valamint a Costes-féle randomizacios
teszt eredményei egyarant igazoltdk. Fontos megemliteni, hogy mivel ezen paraméterek
kizarolag a fluoreszcens jelek atfedésének mertékét tiikkrozik, az expresszido meértékének
¢és az enzim aktivitdsdnak meghatarozasara kozvetleniil nem alkalmasak.

Osszességében a sejttenyészetek vizsgilata azt mutatja, hogy mindharom f8 agyi
sejttipus képes a KAT-2 expresszidjara in vitro koriilmények kozott. Eredményeink
egyedi hozzajarulasa abban all, hogy a szakirodalomban szdérvanyosan megjelend,
kiilonbozd fajokbol €s eltérd moddszertani feltételek mellett sziiletett megfigyeléseket
sikerlilt egy fajbol szarmazé mintdkon, egységes kisérleti keretek kozott,
Osszehasonlithatd modon reprodukalnunk. Tovabba, elsdként mutattuk ki egér agy
eredetli primer mikroglidkban a KAT-2 expressziojat, amelyrdl eddig kizardlag human és
patkany adatok alltak rendelkezésre. Az enzim eloszlasi mintdzata Uj keretet kindl a
KYNA-szintézist érintd jovObeni funkcionalis vizsgdlatok tervezéséhez. Az in vitro
vizsgélatok egy olyan koherens referenciakeretet biztositottak, amely elengedhetetlen

volt az in situ kapott eredmények értelmezéséhez €s bioldgiai kontextusba helyezéséhez.
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8.2 A KAT-2 expresszio in situ vizsgalata

8.2.1 A KAT-2 regionalis és sejttipus-specifikus eloszlasa egér eléagyban

A KAT-2 agyi eloszlasanak jellemzésére irdnyuld in situ human és allatkisérletek
alapjan az enzim régiospecifikus modon, kiilonbozo intenzitassal jelenik meg az eldagy
heterogén teriiletein. Mivel a korabbi vizsgalatok kiilonb6z6 fajokban tobbnyire egyes
agyrégiokra vagy sejttipusokra fokuszaltak, valamint eltérd metodikdkat alkalmaztak,
sziikség volt az eldagy KAT-2-eloszlasanak egységes megkozelitésben torténd, atfogd
feltérképezésére. Az agyszeletek lehetdséget adtak arra, hogy a primer sejttenyészetekben
kapott in vitro eredményeket kiterjesztve az enzimet természetes morfoldgiai
kontextusban, in situ is vizsgaljuk.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a KAT-2 az eléagyban széles korii, ugyanakkor
régidspecifikusan valtozo intenzitassal jelenik meg, ami az enzim neuroanatdémiai
heterogenitdsat szemlélteti. A nagyagykéreg rétegeiben, a hippokampalis formacidban és
a parahippokampalis régidkban egyarant kiterjedt KAT-2 expressziot figyeltilk meg, ami
arra utal, hogy az enzim a kortikalis és limbikus teriiletek stabil komponense. Mivel e
régiok moduléljék a szinaptikus integraciot, a plaszticitast és a kognitiv feldolgozast, nem
zarhato ki, hogy egyben a kinurenin tGtvonal kiemelt jelentdségli integracios kdzpontjai.

A koztiagy tobb magcsoportjaban, koztiik a talamusz retikularis magjaban és a
hipotalamusz szubtalamikus magjaban szintén megfigyeltiink expressziot. A KAT-2 olyan
terlileteken is jelen van, amelyek alapvetd szenzoros és motoros folyamatokat szerveznek.

A bazilis ganglion-rendszer struktarai, igy a stridtum, a pallidum és a substantia
innominata, ugyancsak kifejezett KAT-2 expressziot mutattak. A caudoputamen homogén
jelolése és a szorvanyosan megjelend, erdsen pozitiv sejtek arra utalnak, hogy az
enzimnek jelentds szerepe lehet ezekben a motoros és motivacids funkcidokhoz
kapcsolodd magteriiletekben is. A nucleus accumbens mérsékeltebb jelintenzitasa
differencialtabb, funkciospecifikusabb eloszlasi mintdzatot sugall. A substantia nigraban
mind a pars compacta, mind a pars reticulata er6s immunreaktivitast mutatott. A KAT-2
jelenléte a bazélis ganglionkdr teljes funkciondlis ivén végigkdvethetéveé, ami arra utal,
hogy a kinurenin Gtvonal miikddése a kéreg alatti teriileteket is befolyasolhatja.

Eredményeink alapjan a KAT-2 a kognitiv, limbikus és motoros hal6zatok tobb
szintjén is stabilan jelen van. Ez a jelenlét arra utal, hogy a KAT-2 eléagyi eloszlasa nem
csupan anatomiai, hanem funkcionalis diverzitast is tliikroz, és a kinurenerg modulécid

tobb, egymastdl jelentdsen eltérd agyi aramkorben is relevans lehet.
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A sejttipus-specifikus eloszlas vizsgalata alapjan a prefrontalis kéregben és a
hippokampuszban egyarant kimutathat6é volt a KAT-2 mindhdrom f6 agyi sejttipusban.
Az asztrocitdkban megfigyelt, a nyulvanyok teljes hosszara kiterjedo kifejezett
KAT-2-jelolés jol illeszkedik ahhoz a jelenleg elfogadott nézethez, mely szerint a KYNA
els6dleges forrasat az asztrocitak jelentik, és az altaluk termelt KYNA kozvetleniil képes
modulalni a neurondlis szinaptikus miikodést (Kiss és mtsai. 2003). A nyulvanyokra is
kiterjed6 enzimeloszlas alapjan a KYNA keletkezése nem kizarolag a szomatikus
régioban torténhet, hanem a disztalis asztrocita-nytulvanyokban is — abban a mikrotérben,
ahol a szinaptikus jelatvitel finomhangoldsa zajlik. Mindez morfologiailag is timogatja
az asztrocita-nyulvanyok szerepét a KYNA lokalis szabalyozasaban, 6sszhangban azzal
a korabbi megfigyeléssel is, amely szerint a KAT-pozitiv asztrocita-nyulvanyok gyakran
a szinapszisok kozvetlen kozelében helyezkednek el (Roberts és mtsai. 1992).

In situ vizsgélataink soran a KAT-2 expressziojat mind az asztrocitdk, mind a
neuronok esetében megfigyeltiik a sejttestekben, ugyanakkor a nyulvanyok eloszlasaban
markans kiilonbségeket tapasztaltunk. Mig az asztrocitdkban az enzim jol kirajzolddott a
nyulvanyok teljes hosszaban, addig a neuronokban a lokalizacidja els@sorban szémahoz
kotott volt, és a dendritekben csak gyengén, a proximalis szakaszokon volt detektalhato,
ami Osszhangban all a korabbi ultrastrukturalis megfigyelésekkel (Roberts és mtsai.
1992). Ezen mintazat alapjan nem kizarhato, hogy a két sejttipus eltéré6 modon jarulhat
hozza a KAT-2-medialt folyamatokhoz, ugyanakkor a funkcionalis kiilonbségek pontos
megitélésehez tovabbi célzott vizsgalatok sziikségesek.

A mikroglia sejtekben a jelolés lényegesen gyengébbnek bizonyult, mint a
tenyészetekben. Pontszerli, fragmentalt immunreaktivitast figyeltiink meg, és aKAT-2*
mikroglia sejtek szdma is alacsonyabb volt. Ez 6sszhangban all azzal, hogy in situ a
mikroglidk nyugalmi, ramifikalt morfologidja egészen mas szervezddésili, mint az in vitro
aktivalt fenotipus (Eggen és mtsai. 2013; Suzumura és mtsai. 1991). Ugyanakkor ez a
kiilonbség felveti annak lehetdségét, hogy a KAT-2 mikroglia expresszidja alapvetden
allapotfiiggd folyamat: aktivacido sordn, amikor a sejt anyagcseréje atrendezodik és
gyulladésra specializalt programok 1épnek életbe, a KAT-2 szintje és a KYNA-termeld
kapacitas is jelentdsen megnovekedhet. Ennek megfeleléen a mikroglia nem csupan
passziv résztvevdje, hanem aktiv modulétora is lehet a helyi kinurenerg tonusnak, amely
gyulladasos kdrnyezetben akér gyors, dinamikus véltozasokat is kozvetithet. A mikroglia
KAT-2 expresszidjanak allapotfiiggd valtozasa, valamint a KYNA-bioszintézishez valo

hozzajarulasa ezért a jovobeni vizsgalatok egyik kiemelten fontos iranya lehet.
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Szamos vizsgalat igazolta, hogy a mikroglia gyulladasos aktivacioja jelentds
enzimatikus valtozdsokat idéz el6 a kinurenin utvonalban. Interferon-gamma hatasara
human és egér mikroglia egyarant fokozott IDO-expressziot mutat, és tobb downstream
enzim szabalyozasa is médosul (Guillemin és mtsai. 2005; Alberati-Giani €s mtsai. 1996).
A lipopoliszacharid stimulacié szintén noveli a kinurenin utvonal kulcsenzimeinek
expressziojat, és primer egér mikroglia esetében interferon-fiiggetlen IDO-aktivacid is
megfigyelhetd (Garrison €s mtsai. 2018; Wang és mtsai. 2010).

A gyulladasos jelatvitel gliasejtekben a kinurenin Gitvonal tobb pontjat érintd tartos
atrendezddést okozhat (Salminen 2022). A mikroglia aktivacid soran a kinurenin itvonal
tobb enzimének expresszidja megvaltozik, ami a KYNA-termeld kapacitas
novekedésének irdnyadba mutat. Bar a KAT-2 szabalyozasardl a mikroglidban kevés
szakirodalmi adat all rendelkezésre, eredményeink felvetik annak lehetdségét, hogy az
aktivalt fenotipus a KAT-2-medialt folyamatokra is hatassal lehet.

Osszegzésként elmondhato, hogy a KAT-2 expresszidja a nagyagyban széleskorti,
régiodspecifikus és tobb sejttipusra kiterjed. Az agyszoveti kornyezetben kapott
eredmények szorosan illeszkednek az in vitro megfigyelésekhez, ugyanakkor 1j
mintazatokat is feltarnak. Emlitésre méltd6 az asztrocita-nyulvanyok kifejezett
immunreaktivitasa és a mikroglia sajatos, sejttenyészettol eltérd expresszios mintdzata.

Ezek a megfigyelések fontos alapot adnak a KAT-2 jovObeni funkcionalis vizsgélataihoz.

8.2.2 A KAT-2 regionalis és sejttipus-specifikus eloszlasa egér kisagyban

A korabbi, elsdsorban nagyagyi struktirakra fokuszaloé tanulmanyokhoz képest a
kisagy terliletén végzett in situ vizsgélatok jelentdsen kevesebb adatot szolgaltatnak a
KAT-2 eloszlasaval kapcsolatban. Ennek megfelelden kiemelten fontos volt a kisagy
regionalis és sejttipus-alapt vizsgalata.

Eredményeink alapjan a KAT-2 expresszidja a cerebellaris kéreg mindharom
rétegében kimutathatod volt, eltérd intenzitassal és eloszlasi mintdzattal. A molekularis
rétegben gyengébb és szortabb KAT-2 jelintenzitas volt megfigyelhetd. A Purkinje-sejtek
rétegében nagy szOmaméretii, erésen pozitiv sejtek jelentek meg, amelyek a kisagy
jelen voltak KAT-2* sejtek, amelyek expresszids mintdzata elkiiloniilt a felszini rétegek
mintdzatatol. A KAT-2 jelenléte els6sorban a kisagykéreg sziirkealloméanyéra

korlatozddott, a fehérallomanyt csak elszort, gyengébb jeldlést jellemezte.
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A rétegspecifikus eloszlas azt mutatta, hogy a KAT-2 expresszidja szorosan koveti
a cerebellaris kéreg sejtmorfologiai szervezddését. A kettds immunjeldlések alapjan a
kisagy KAT-2 pozitivitast mutatd sejtjei dontden neuronalis eredetiiek: a NeuN-jelolés a
molekularis és a szemcsesejt réteg tobb KAT-2* neuronjat is azonositotta, mig a
Purkinje-sejtek intenziv KAT-2 jelolése NeuN-negativitassal parosult, ami dsszhangban
all a Purkinje-sejtek ismert NeuN-negativitasaval (Mullen és mtsai. 1992). A molekularis
réteg kisebb, szoértan elhelyezkedd GADG67* sejtjei kosar- €s csillagsejteknek feleltek
meg, mig a szemcsesejt réteg nagyobb neuronjai Golgi-sejtek lehetnek. A NeuN*/GAD67
kis méretii sejtek pedig a glutamaterg szemcsesejteknek feleltek meg.

A kisagyi magvakban nagyszadmban jelentek meg KAT-2"/NeuN* sejtek.
A populécio jelentds része GAD67 volt, hiszen e magcsoportokat elsdsorban glutamaterg
¢és glicinerg premotoros output neuronok alkotjak (Bagnall és mtsai. 2009). A kisebb
GADG67 hanyad lokalis GABAerg interneuronoknak felelhet meg.

Mig a primer sejttenyészetekben és a nagyagy tobb teriiletén a KAT-2
asztrocitakban és mikroglidkban is jelen volt, a kisagyi szovetmintdkban meglepd mdodon
egyetlen glialis marker sem mutatott kolokalizaciot a KAT-2 immunjellel. Bar a gliasejtek
¢s a KAT-2" neuronok térbeli kozelsége jol lathato volt, a jel616dések nem fedték egymast.
A kisagy tehat sajatos kivételt képez a KAT-2 sejttipus-specifikus eloszlaséban,
expresszioja kizarolag neuronalis eredeti.

A neurondlis dominancia ¢les kontrasztban 4&ll a nagyagyi teriiletekkel.
Az irodalmi adatok alapjan a régiospecifikus kiilonbség legvaldszinlibb magyardzata a
D-aminosav-oxidaz (DAAO) cerebelldris szerepében keresendd. A kisagyban a DAAO
magas expressziot mutat, kizardlag asztrocitdkban (Arnold és mtsai. 1979; Horiike €s
mtsai. 1987). Az el6agyban ezzel szemben a DAAO csupan funkcionalisan inaktiv, rovid
transzkriptként detektdlhatd, érdemi enzimaktivitds nélkiil (Burnet és mtsai. 2008;
Pollegioni és mtsai. 2018). A kisagy asztrocitainak jelentds DAAO aktivitasa lehetdvé
teszi a KYNA-szintézis alternativ utvonalat, amely &ltal D-kinurenin prekurzorbol is
képzddhet KYNA (Sasabe és mtsai. 2014; Pérez de la Cruz és mtsai. 2025). Mindez arra
utal, hogy a cerebellaris glia a KYNA bioszintézisét eltérd enzimkészlettel szervezheti,
mint az eldagyi asztrocitdk, ahol a KYNA kizarolag KAT-medidlt modon, L-KYN
prekurzorbol képzddik. A cerebellumban ezen feliil hatékony, reaktiv oxigéngyokok altal
kozvetitett, nem-enzimatikus KYNA-szintézis is kimutathato, amely tovabb ndveli az

alternativ KYNA-termelési kapacitast ebben a régioban (Blanco Ayala és mtsai. 2015).
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Az irodalmi adatok és sajat eredményeink 6sszhangja egy koherens magyarazatot
ad a kisagyban megfigyelt glidlis KAT-2 hianyara. A cerebellaris glia a KYNA
bioszintézisét elsésorban nem KAT-2, hanem DAAO-fiiggd mechanizmussal biztositja.
Ebbdl kovetkezik, hogy a kisagy sajatos neurokémiai kornyezetében a glia alternativ
mechanizmusokon keresztiil jarulhat hozza a kinurenerg tonus alakitdsahoz, amelyek
alapvetden eltérhetnek a kortikalis és limbikus halézatokétol. A KAT-2 a kisagyban

elsésorban a helyi neuronalis aramkorok folyamataiban tolthet be szerepet.

8.3 KAT-2 pozitiv neuronpopulaciok azonositasa

A KAT-2 neuronalis eloszlasardl sz6lo korabbi szakirodalom nem tartalmaz arra
vonatkoz6 informéciot, hogy az enzim milyen mértékben kotédik az agy
neurotranszmitter-rendszereihez. Kutatocsoportunk kordbbi vizsgalatai szdmoltak be
els6ként arrol, hogy a KAT-2 az egér agy tobb teriiletén GABAerg idegsejtekben
expresszalodik (Herédi és mtsai. 2017).

Ennek megfeleléen vizsgalataink egyik célja annak meghatarozasa volt, hogy a
KAT-2 harom neurotranszmitter-rendszer (GABAerg, kolinerg, dopaminerg) integrans
komponensének tekintheté-e. Eredményeink alapjan az enzim mindhdrom vizsgalt
rendszerben széleskorii neurondlis jelenlétet mutatott és régiospecifikus kiilonbségeket is

megfigyeltiink.

8.3.1 GABAerg neuronok

crer

Az elbéagy két meghatarozd régidjaban, a prefrontalis kéregben ¢és a
hippokampuszban, valamennyi GAD67" interneuron KAT-2 expressziot mutatott. Az
enzim a vizsgalt interneuron-klaszterek (PV, SST, NPY, CR) mindegyikében kimutathato
volt, ami altal a KAT-2 nem egyetlen markeralcsoporthoz koétddik, hanem a GABAerg
rendszer széles funkcionalis spektrumaban jelen van.

A PV*, gyors-tiizelésli interneuronokban megfigyelt markans KAT-2 expresszio
kiilonosen jelentds. Ezek a sejtek az elsddleges iranyitoi a kortikalis €s hippokampalis
egyensuly szabdlyozdsdnak. Karosodadsuk a halozati szinkronizacid Osszeomlasat
eredményezi, ezaltal miikodésiik zavara tobb neuropatoldgiai folyamatban kdzponti
tényez6 (Hijazi és mtsai. 2023). fgy a KYNA-medialt modulacio ezen sejteken keresztiil

potencialisan kézvetlen mddon befolyasolhatja a helyi mikrohalozatok dinamikéjat.
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A KAT-2 GABAerg neuronokban valo jelenléte érdemben megkérddjelezi azt a
klasszikus szemléletet, miszerint az endogén képz6d6 KYNA els6sorban, vagy akéar
kizarolag, asztrocita-eredetli (Guidetti €¢s mtsai. 2007). Eredményeink azt mutatjak, hogy
az egér agy tobb teriiletén, igy a hippokampuszban, a striatumban, a prefrontalis kéregben
és az SNr régioban, a KAT-2" neuronok donté tobbsége gatld idegsejt. Ezaltal az
interneuronok aktiv és relevans forrasai lehetnek a KYNA-termelésnek, amely igy nem
csupan glialis, hanem interneuronalis eredetli neuromodulatorként is értelmezheto.

Az interneuronalis KAT-2 expresszid kiemelt jelentoségii lehet a skizofrénia
tekintetében. Az NMDAR-ok funkciondlis alulmiikodése a skizofrénia egyik
legmeghatarozobb patofiziologiai folyamata, amely a kortikolimbikus halozatok
serkentd-gatld egyenstlyanak tartos zavarahoz vezet (Cohen és mtsai. 2015). Kiilondsen
sériilékenyek a gyors tiizelésti, PV"™ GABAerg interneuronok, amelyekben az
NMDAR-jelatvitel csokkenése a y-oszcillaciok Osszeomldsan keresztiil kozvetleniil
hozzajarul a kognitiv diszfunkciok kialakulasahoz (Gonzalez-Burgos és mtsai. 2010).
Mivel eredményeink szerint mind a hippokampuszban, mind a prefrontalis kéregben
valamennyi PV-pozitiv interneuron KAT-2-expressziot mutat, az adatok kozvetlen
funkcionalis kapcsolatot sugallnak.

A GABAerg idegsejtekben termelddd KYNA kozvetleniil képes lehet befolyasolni
a lokalis haloézati dinamikat, mivel az interneuronok szomato-dendritikus régidiban nagy
stiriségben vannak jelen NMDAR-ok (Perez-Rando és mtsai. 2017; Povysheva és
Johnson 2012) és a7nAChR-ok (Zarei és mtsai. 1999; Fabian-Fine ¢és mtsai. 2001),
amelyek a KYNA érzékeny célpontjai. A KAT-2 szomatikus lokalizacidja alapjan az
interneuronokbdl felszabaduld KYNA elsdsorban extraszinaptikus modon fejtheti ki
hat4sat, ami autokrin és parakrin mechanizmusokon keresztiil egyarant befolyasolhatja
magukat az interneuronokat, illetve az altaluk gétolt piramissejtek aktivitasat is.

Szamos preklinikai vizsgalat igazolta, hogy az NMDAR gatlas — legyen annak
eredete farmakologiai (MK-801, memantin) vagy endogén (KYNA) — szelektiven és
aranytalanul nagyobb mértékben érinti a GABAerg interneuronokat, mint a
piramissejteket (Homayoun és Moghaddam 2007; Riebe és mtsai. 2016; Flores-Barrera
és mtsai. 2017). A KYNA blokkolja az NMDAR-okat a prefrontalis GABAerg
interneuronokon, ami csokkenti a gamma-aminovajsav (GABA) felszabadulasat.
A GABAerg gatlo kontroll gyengiilése a piramissejtek diszinhibicidja altal azok talzott
aktivalodasat idézi eld, amely a skizofrénia kognitiv tiineteit meghatarozé kortikalis

halozati zavar egyik alapja (Erhardt és mtsai. 2017).
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A fokozott agyi KYNA-szint a ventralis tegmentalis teriileten is dopaminerg
tulmiikodéshez vezet a GABAerg interneuronok gatlasa altal, hozzajarulva a pozitiv
tiinetek kialakulasdhoz (Grace 2017; Erhardt és mtsai. 2017). A KYNA a7nAChR-okon
kifejtett preszinaptikus antagonista hatasa kozvetleniil csokkenti a GABA felszabadulast
a prefrontalis kéregben, tovabb erdsitve a diszinhibiciot (Flores-Barrera és mtsai. 2017).

A folyamatban a neuroinflammécié kulcsszerepet jatszik: kimutattdk, hogy
gyulladasos mediatorok, kiilondsen az interleukin-1 és -6, az asztrocitadkban fokozzak a
KYNA szintézisét (Urata és mtsai. 2014; Schwieler és mtsai. 2015; Sellgren és mtsai.
2016). A prefrontalis kéregben (Schwarcz és mtsai. 2001; Plitman és mtsai. 2017) és a
cerebrospinalis folyadékban (Nilsson és mtsai. 2005; Erhardt és mtsai. 2001; Wang ¢és
Miller 2018) emelkedett KYNA- ¢és L-KYN-szinteket irtak le skizofréniaban,
parhuzamosan az interleukin-1P3, -6 ¢és -8 ndvekedésével (Gallego és mtsai. 2018;
Orlovska-Waast és mtsai. 2019). Ezek a megfigyelések alatamasztjak, hogy a skizofrénia
(Miiller és mtsai. 2015). A neuroinflammacidhoz tarsuld6 emelkedett KYNA-szint
kozvetleniil hozzdjarul az NMDAR-hipofunkcidhoz, mivel a KYNA endogén antagonista
az NMDAR-okon ¢s az a7nAChR-okon (Erhardt és mtsai. 2017; Schwarcz és mtsai.
2012). A kettés receptorblokdd az interneuronokon sulyos gatlast eredményez, és a
diszinhibici révén a piramissejtek hiperaktivitasat valtja ki. Allatkisérletek igazoljak,
hogy a KYNA-szint novelése Oonmagaban is skizofrénia-szerli eltéréseket valt ki,
beleértve a prepulzus-gatlds csokkenését, a munkamemoria €s a végrehajtd funkciok
romlasat, valamint tobb szocialis és motivacios zavar kialakulasat (Erhardt €s mtsai.
2004; Chess és mtsai. 2007; Trecartin €¢s Bucci 2011; Alexander €s mtsai. 2012).

AKYNA-szint emelkedése NMDAR-hipofunkciét és GABAerg diszfunkciot idéz
eld, ami kozvetleniil hozzajarul a skizofrénia kognitiv és pszichotikus tiineteihez.
Mivel eredményeink szerint a KAT-2 sz¢leskoriien expresszalddik a prefrontalis kéreg €s
a hippokampusz GABAerg interneuronjaiban, ezek a sejtek érdemi lokalis KYNA-forrast
jelenthetnek. A KAT-2 altal medialt KYNA-képzddés igy 1j, sejttipus-specifikus
mechanisztikus kapcsolatot kindl a GABAerg interneuronok sériilékenysége, az
NMDAR-hipofunkcio és a skizofrénia halozati eltérései kozott.

Tovabbi vizsgéilatok sziikségesek annak tisztdzasara, hogy a skizofrénia
illetve az interneuronok sajat, célzott KYNA-termelése, és hogy a két forras eltéré modon

jéarul-e hozza az NMDAR-hipofunkcié és a GABAerg diszfunkcid kialakulasahoz.
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8.3.2 Kolinerg neuronok

A stridtumban a GABAerg markerekkel jelolt interneuronok esetében heterogénebb
expresszios mintazat volt megfigyelhetd, amely Osszhangban all a régid komplex
interneuron-architekturajaval. Ezzel szemben a kolinerg oriasinterneuronok minden
esetben intenziv KAT-2 immunreaktivitdst mutattak. A ChAT" sejtekben tapasztalt
homogén expresszio arra utal, hogy a striatélis kolinerg modulaci6 és a kinurenin utvonal
kozott szorosabb kapcsolat allhat fenn, mint azt korabban feltételezték.

A KYNA-t kordbban az a7nAChR-ok endogén non-kompetitiv antagonistajaként
irtak le (Hilmas és mtsai. 2001). Ezek a receptorok nagy siiriségben vannak jelen a
kolinerg interneuronok szomatikus és dendritikus régidiban (Azam ¢és mtsai. 2003;
Pidoplichko és mtsai. 2013), tovabba kimutathatok a dopaminerg terminalisokon is, ahol
szerepet jatszanak a dopaminfelszabaditds preszinaptikus szabdlyozdsdban (Exley és
Cragg 2008).

A kolinerg interneuronokban jelen 1évé KAT-2 hozzajarulhat a helyi KYNA-szint
alakuldsédhoz, amely képes lehet visszacsatolt médon moduladlni az a7nAChR-medialt
jelatvitelt és az acetilkolinerg tonust. A kolinerg interneuronok a stridtum csupan néhany
szazalékat teszik ki, ugyanakkor tonusos aktivitdsukkal diffiz moédon szabélyozzék a
teljes striatalis mikrohalozat miikodését (Zhou és mtsai. 2002).

Tovabba a stridtum kolinerg interneuronjai  hatékony modulatorai a
dopaminfelszabaditasnak is, mivel aktivitdsuk meghatarozza a nigrostriatalis dopaminjel
1dozitését és amplitudojat. Szinkronizalt tlizelésiik nikotinos receptorokon keresztiil
jelentds dopaminkiaramlést képes indukalni, ami altal a striatalis dopaminfelszabaditas
nem kizarélag a dopaminerg axonok kozépagyi aktivitasatol fligg (Threlfell és mtsai.
2012). Mindez kiilondsen relevans olyan patologids korképekben, mint a Parkinson-kor,
ahol a kolinerg-dopaminerg szabalyozas felboruldsa meghatarozo patofiziologiai tényezd
(Perez-Lloret és Barrantes 2016; Rizzi és Tan 2017).

Osszességében a KAT-2 kolinerg interneuronokban valé expresszidja olyan
sejttipus-specifikus kapcsolatot jelez a kinurenin tvonal és a striatalis modulacié kozott,
amely 0j szempontokkal egészitheti ki a striatalis halézatok miikddésérdl alkotott
jelenlegi képet, és potencialisan hozzéjarulhat a striatalis diszfunkcioval jaro korképek

jobb megértéséhez.
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8.3.3 Dopaminerg neuronok

c sy

nigrostriatalis halozat miikodésében: a pars reticulata gyors tiizelésti, PV" GABAerg
interneuronjai alkotjak a kimeneti allomast, mig a pars compacta f&6 komponensét a
dopaminerg sejtek képezik. Eredményeink alapjan mindkét sejttipus egységes KAT-2
expressziot mutatott.

Az SNr interneuronjaiban megfigyelt KAT-2 expresszio jelentds lehet, hiszen
ezek a sejtek szabjak meg a bazalis ganglionok kimeneti tonusat €s 1dozitését (Deniau és
mtsai. 2007); igy a KAT-2 enzim jelenléte ebben a populacidoban potencidlisan
befolyasolhatja a gatld kontroll finomhangoléasat.

Az SNc dopaminerg neuronjai minden esetben kettds pozitivitdst mutattak a
TH- és KAT-2-jelolésre, jelezve a KAT-2 teljes populaciora kiterjedd jelenlétét. Ezek a
sejtek autondm pacemaker-aktivitast folytatnak, amelyet dontéen L-tipust
fesziiltségfiiggd Ca?**-csatorndk nyitdsa soran létrejovo tartdos Ca?**-bearamlds kisér
(Surmeier és mtsai. 2011). A folyamatos Ca?*-terhelés a mitokondrialis respiracié tonusos
fokozésan keresztiil jelentds bioenergetikai igénybevételt és kronikus oxidativ stresszt
eredményez (Zampese és Surmeier 2020). Ez a sajatos elektrofizioldgiai és bioenergetikai
hattér a dopaminerg neuronok kiemelt sériilékenységének egyik legfontosabb tényezdje,
¢és jol magyarazza a Parkinson-kérban megfigyelhetd szelektiv neuronvesztést
(Philippart és mtsai. 2016). Mivel a KYNA az NMDAR-ok endogén antagonistaja, a
dopaminerg neuronok KAT-2 expresszidja befolyasolhatja a glutamaterg hatasok
hozz4jaruld excitotoxikus hatdsokat €s ezaltal hozzdjarulhat a dopaminerg neuronok
excitabilitasanak finomhangolasahoz.

A dopaminerg neuronok mitkddését az a7nAChR-ok is finoman szabéalyozzak
(Wu ¢és mtsai. 2004; Mameli-Engvall ¢és mtsai. 2006; Melis és mtsai. 2013).
Tekintettel arra, hogy a KYNA ezen receptorokon is hatékony endogén antagonista,
a dopaminerg neuronok KYNA-termelése kozvetleniil befolyasolhatja a
dopaminfelszabaditds dinamikéjat és igy a striatdlis jelatvitelt. Az SNc idegsejtjei
rendkiviil széles axonalis arborizacioval rendelkeznek: egyetlen sejttest tobb szézezer
szinapszist képez striatalis és extrastriatalis teriileteken (Prensa €és Parent 2001; Matsuda
¢s mtsai. 2009; Pissadaki és Bolam 2013), igy a KYNA nemcsak lokalis, hanem

rendszerszintli modulacidt is eredményezhet.
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A KAT-2 dopaminerg neuronokban vald jelenléte fontos tényezd lehet a
Parkinson-koér patoldgiai  vonatkozdsdban. A kinurenin utvonal egyensulyanak
felborulasa ugyanis szerepet jatszhat a dopaminerg rendszer sériilékenységében, a
KYNA-szint relativ csokkenése és a neurotoxikus metabolitok fel¢ torténd eltolddas altal
(Venkatesan ¢és mtsai. 2020; Chen ¢és Geng 2023). Az SNc teljes dopaminerg

s

jelez, amely befolyasolhatja a nigrostriatalis haldzat stresszérzékenységét és miikodését.

8.4 A KAT-2 expresszidoja Parkinson-kor egérmodellben

A Parkinson-kér egyik meghatdrozd neuropatoldgiai sajatossdga az SNc
dopaminerg neuronjainak szelektiv pusztuldsa, amely MPTP-kezeléssel kisérletesen is
eléidézhetd (Schmidt és Ferger 2001). A modell validalasa sordn az akut MPTP-terhelés
dozisfiiggd dopaminerg karosodasadt a TH immunreaktivitas csokkenésével igazoltuk,
ami kvalitativ és kvantitativ modon is tiikrozte a neurodegeneracio elérehaladésat.

A dopaminerg karosodassal parhuzamosan a KAT-2 immunreaktivités is csokkent,
ami nem meglepd, tekintve, hogy az enzim dontden magukban a degeneralodo
dopaminerg sejtekben lokalizalodik. Ugyanakkor a KAT-2 jelvesztés liteme nem minden
tekintetben kovette a TH-pozitivitas csokkenését. Mig a TH-intenzitas a neuronvesztéssel
aranyosan csOkkent, addig a KAT-2 jelvesztése mar mérsékeltebb dopaminerg karosodas
mellett 1s telitdédést mutatott, és a jelteriilet visszaesése korabban és kifejezettebben
jelentkezett. Ez arra utal, hogy a KAT-2 downreguldcidja nem pusztian a dopaminerg
sejtek eltlinésének passziv kovetkezménye, hanem a degenerdciot kisérd korai
molekularis valtozas lehet.

Ez a jelenség tobb tényezdvel is magyarazhatd. A dopaminerg neuronok magas
metabolikus terheléstiek és fokozott érzékenységet mutatnak az oxidativ stresszre, ami
szdmos enzim ¢és transzkripcids Utvonal stresszfiiggd szabalyozasat eredményezi
(N1 és Ernst 2022; Flores-Ponce és Velasco 2024). Az MPTP-terhelés korai szakaszaban
bekdvetkezd mitokondrialis diszfunkcid €s Ca?*-homeosztazis-zavarok olyan sejtszintii
stresszvalaszokat aktivalhatnak, amelyek a KAT-2 expresszio visszaesését valtjak ki, még
miel6tt a dopaminerg neuronok strukturalis kdrosodéasa bekovetkezne.

Parkinson-korban a kinurenin utvonal egyenstlyanak felborulasat tobb vizsgalat
is leirta, ahol a dopaminerg degeneracio egyik lehetséges modulatoraként értelmezhetd a

KYNA-szint relativ csokkenése (Venkatesan és mtsai. 2020; Chen és Geng 2023).
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Bér szamos tanulmany leirta a KYNA-szint csokkenését huméan posztmortem
agyszovetben és cerebrospinalis folyadékban (Ogawa ¢és mtsai. 1992; Sorgdrager és
mtsai. 2019), a jelenség pontos oka tovabbra sem tisztazott. Egy klasszikus hipotézis
szerint a neuroinflammacio hatisara a kinurenin metabolizmus egyenstlya borul fel.
Az aktivalt mikroglia és asztrocitak altal termelt gyulladdsos medidtorok elésegithetik a
KYNA/QUIN arany neurotoxikus iranyu eltolddasat, ami fokozott excitotoxicitashoz és
oxidativ stresszhez vezethet.

Ugyanakkor ez az elmélet 6nmagaban nem magyarazza, hogy a KYNA-szint
csOkkenése miért olyan nagymértékii, illetve miért mutat ennyire kovetkezetes regionalis
mintazatot az SNc teriiletén. A kérdést tovabb arnyalja, hogy tobb kisérletes munka épp
a KYNA-szintézis fokozodasat figyelte meg gyulladds hatdsara asztrocitdkban
(Urata és mtsai. 2014; Schwieler és mtsai. 2015; Sellgren és mtsai. 2016), ami ellentmond
annak az egyszerd modellnek, amely szerint a KYNA-deplécio pusztan a gyulladasos
anyagcsere-eltolédas kovetkezménye lenne. Ez a bizonytalansdg ramutat arra, hogy a
KYNA-szint valtozasat tovabbi, a jelenleginél kevésbé feltart régio- és sejttipus-
specifikus mechanizmusok is befolyéasolhatjak.

Eredményeink 1j megkozelitést kindlnak a kérdés megvalaszoldsdhoz. A KAT-2
az SNc dopaminerg neuronjainak konstitutiv eleme, ezaltal a Parkinson-kérban
megfigyelt KYNA-csokkenés egyik kozvetlen oka maga a dopaminerg idegsejtek
progressziv pusztulasa lehet. Azaltal, hogy a neuronok elhalnak, a helyi KYNA-forras
kvantitativan is kimeriil. A KAT-2 downregulacioja tovabb csokkentheti a KYNA-termeld
kapacitast, és ezzel mérseékelheti a sejtek excitotoxicitas és oxidativ stressz elleni endogén
védelmét.

A folyamat tehat egy kétlépcsds, onmagat erdsitd korként értelmezhetd: a
kinurenin Gtvonal neurotoxikus metabolitok irdnyaba valo eltolddéasa indithatja be magat
a dopaminerg sejtkarosodast, mig a KAT-2-t expresszaldé neuronok elvesztése miatt
kialakul6 relativ vagy abszolut KYNA-hidny tovabb fokozhatja a sériilékenységet, ezaltal
a neurodegeneraciot. Ez a megkozelités lehetévé teszi, hogy a kinurenin utvonalrdl
alkotott, elsdsorban biokémiai szintli modelleket Gsszhangba hozzuk a régi6- és

sejtspecifikus degenerativ mintazatokkal.
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9 Kovetkeztetések

Kisérleteink soran a KAT-2 enzim sejttipus-specifikus €s regiondlis expresszidjat
vizsgaltuk egérben fiziologias és patologias allapotban, in vitro sejttenyészetek €s in situ
agyszoveti vizsgalatok integralt alkalmazasaval.

Az aldbbiakban foglaljuk 0Ossze, hogy kutatdsunk miként valaszolta meg a

célkitiizésekben megfogalmazott kérdéseket, és milyen kovetkeztetések vonhatok le:

1. In vitro Kkisérleteinkben elséként vizsgaltuk és irtuk le a KAT-2 sejttipus-
specifikus  expressziojat egér agy eredetli primer sejttenyészetekben.
Immuncitokémiai vizsgalataink kvalitativ és kvantitiv kolokalizacios elemzések
alapjan igazoltak, hogy az enzim asztrocitakban, mikrogliakban és neuronokban
egyarant kifejezédik. Eredményeink arra utalnak, hogy a KYNA-szintézis celluléris
forrasa joval szélesebb, mint ahogyan azt a klasszikus glia-centrikus modell feltételezi; a

sejttipusok funkciondlis hozzéjarulasanak feltarasa a jovoben kiemelt jelentdségu.

2. In situ agyszovetben végzett regionalis vizsgalataink alapjan a KAT-2
expresszidja az eléagyban és a kisagyban egyarant kiterjedt, ugyanakkor eltéré
mintazatot mutatott. Mig az eléagy kortikalis, limbikus és szubkortikalis
halézataiban a KAT-2 széleskori eloszlasat figyeltiik meg, addig a kisagyban jol
definialhato, rétegspecifikus szervezodést detektaltunk. Ezek a kiilonbségek arra
utalnak, hogy a KAT-2 altal medialt KYNA-bioszintézis mechanisztikus hattere nem

egységes, hanem kifejezetten agyrégio-fiiggo.

3. Elsoként irtuk le, hogy a kisagyban a KAT-2 expresszioja kizarolag neuronalis
eredetii, amely alapvetden eltér az eléagy tobb sejttipusra kiterjedd mintazatatol.
A glidlis expresszid hianya alapjan a KAT-2 sejttipus-specifikus szerepe, €s igy a KYNA-
bioszintézis sejteredete markansan régiofiiggd, és a kisagy sajatos kivételt képez a

kinurenin utvonal szervezddésében.

4. A neurotranszmitter-rendszerek vizsgalata soran els6ként azonositottunk
KAT-2 expressziot mutaté neuronaltipusokat a GABAerg, kolinerg és dopaminerg
halozatokban, és feltérképeztiik a KAT-2-pozitiv GABAerg interneuronok fo
alcsoportjait is. Eredményeink alapjan a KAT-2 a neuronpopulaciok széles korének

integrans komponense, ami a KYNA-termelddés jelentds neurondlis szerepére utal.

71



5. Validaltuk az akut, MPTP-alapu in vive Parkinson-kor toxinmodellt, és
posztmortem szovettani vizsgalatokkal igazoltuk a substantia nigra pars compacta
dozisfiiggé dopaminerg neuronvesztését. Elséként vizsgaltuk a KAT-2 expressziojat
Parkinson-kor egér modellben, és kimutattuk, hogy az enzim jelintenzitasa
dozisfiiggéen csokkent, ugyanakkor a jelvesztés kinetikaja tobb ponton eltért a
dopaminerg neuronpopulicié karosodasanak dinamikajatél. Eredményeink arra
utalnak, hogy a KAT-2 downregulacidja nem pusztdn a sejtpusztulds passziv
kovetkezménye, hanem a dopaminerg degeneracioé korai fazisaban megjelend, 6nalld
sejtszintii folyamat lehet, amely 0j magyardzatot kinalhat a Parkinson-korban leirt

KYNA-deplécio6 patogenezisére.
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12 Osszefoglalo

A triptofan a husz proteinogén aminosav egyike, amely nemcsak a
fehérjeszintézishez nélkiilozhetetlen, hanem szamos biologiailag aktiv metabolit
prekurzoraként is kiemelt szerepet tolt be. Emldsokben a triptofan metabolizmusa két £6
utvonalon zajlik: a szerotonin €és a kinurenin utvonalon. Egészséges szervezetben a
szerotonin utvonal a triptofan oxidativ lebontasanak mindossze csekély hanyadat teszi ki.
A triptofan dontd része, az agyban ¢és a periférian egyarant, a kinurenin Utvonalon
keresztiil bomlik le, amelynek f6 intermediere az L-kinurenin (L-KYN).

Az L-KYN kozponti elagazasi pontként szolgal: olyan metabolitok képzddnek beldle,
amelyek neurotoxikus €s neuroprotektiv hatasokat fejtenek ki. Metabolizmusanak harom
fo6 aga kozil az egyik a kvinolinsav (QUIN) képzddéséhez vezet, amely patologids
koncentracidban az N-metil-D-aszpartat receptorok (NMDAR) talzott aktivacidjan és az
oxidativ stressz fokozasan keresztill neurotoxikus. Egy masik 4gan a 3-hidroxi-L-
kinurenin (3-HK) keletkezik, amely metabolit szabadgyok-képzd hatdsa révén szintén
sejtkarositd. A harmadik f6 4g eredményeként kinurénsav (KYNA) képzddik, amely
szamos receptoron keresztiil neuroprotektiv €s neuromodulalé hatast fejt ki. Az, hogy az
anyagcsere mennyiben tolodik el a neurotoxikus (3-HK, QUIN) vagy a neuroprotektiv
(KYNA) iranyba, meghatarozza az excitotoxicitassal szembeni védekezoképességet.

A KYNA sokaig csak periférids metabolitként volt ismert, kozponti idegrendszeri
jelenlétét csak az 1980-as években igazoltdk. Ezt kovetden valt nyilvanvalova, hogy a
KYNA az NMDAR-ok endogén antagonistijaként kulcsszerepet jatszik az
glutamaterg aktivaciot, ezaltal csokkenti az NMDAR-medialt sejtkarosodas kockazatat
¢s hozzajarul egy endogén neuroprotektiv mechanizmushoz. A KYNA, tobb mas
receptorcsalad mellett, az alfa7-nikotinos acetilkolin receptorok (a7nAChR) miikddését
is befolyasolja. Ez a receptor-repertoar jol szemlélteti, hogy a KYNA &sszetett
neuromodulator, amely egyarant befolyasolja a neurotranszmissziot, tovabba a
szinaptikus plaszticitast és a kogniciot.
kovetkezményekkel jarhat. Szdmos neurodegenerativ betegségben, igy Parkinson-,
Huntington- és Alzheimer-korban alacsonyabb KYNA-szinteket irtak le agyszdvetben és
az agy-gerincveldi folyadékban. Mivel az agyi L-KYN-felvétel ilyen esetekben

valtozatlan marad, a KYNA-hiany hatterében az enzimatikus szintézis zavara éllhat.
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Ezzel szemben tobb neuropszichiatriai koérképben, példdul skizofrénidban a
KYNA-szint emelkedése figyelheté meg, A megfeleld6 KYNA-szint fenntartasa tehat
kritikus a kozponti idegrendszer homeosztazisa szadmara.

A KYNA endogén bioszintézisét az L-KYN irreverzibilis transzaminaciojan
keresztiil a kinurenin-aminotranszferaz (KAT) izoenzimek végzik. Human és ragcsalo
agyszovetben négy KAT-izoformat azonositottak (KAT-1-4). Farmakologiai ¢és
genetikai vizsgalatok alapjan a KAT-2 felelés az emlds agyi KYNA-termelés donto
hanyadaért. Aktivitasanak valtozasai kozvetleniil és jelentés mértékben befolyasoljak a
KYNA-szintet, és ezen keresztiil az excitabilitast és a neuroprotektiv kapacitast.

A KAT-2 terapias jelentdségét az adja, hogy olyan korképekben, amelyek esetében
KYNA-talprodukcié figyelhetd meg, az enzim szelektiv gatlasa igéretes stratégianak
tlnik, mig azokban az allapotokban, amelyekben a KYNA hidnya [ép fel, a KAT-2
funkcionalis ,,aktivalasa”, vagyis a metabolizmus KYNA felé¢ torténd eltoldsa lehet
kedvez6. Kiilon kihivast jelent a KAT-2 gatloszerek fajonként eltéré hatékonysaga, ami
ramutat a fajok kozotti dsszehasonlitod vizsgalatok fontossagara.
patkany vizsgalatokbdl szarmazik, melyek az enzim magas expresszidjat irtdk le
asztrocitakban, ami hozzajarult ahhoz a széles korben elterjedt nézethez, hogy a KYNA
els@sorban asztrocita eredetli metabolit. Ugyanakkor tobb tanulmany leirta a KAT-2
jelenlétét kiilonb6zd neuronpopulaciokban is, sét primer neuronkultirakban a neuronok
jelentds KYNA-termelési kapacitasat is kimutattdk. Egérben azonban a KAT-2 regionalis
¢s sejttipus-specifikus eloszlasanak feltérképezése hidnyos.

Bér Parkinson-korban szdmos tanulmény alacsonyabb KYNA-szinteket irt le, a
csokkenés pontos oka tovabbra sem tisztazott. Az eddigi adatok dontéen a gyulladasos
allapotban 1év6 glia miikddésére fokuszalnak, mikozben a KAT-2 expressziojanak agyi
eloszlasa csak részben feltart. A KYNA-deplécio hatterében a gyulladasos anyagcsere-
eltolodason tul tovabbi, jelenleg kevéssé ismert tényezok is szerepet jatszhatnak.

A KAT-2 expresszio mintazatanak részletes feltérképezése ezért alapveto jelentdségii
annak megértéséhez, hogy a Parkinson-korban megfigyelt KYNA-csokkenés milyen
mechanizmusok ereddje lehet. A kinurenin itvonal komponensei igy nemcsak potencialis
biomarkerek, hanem lehetséges terapids célpontok is lehetnek. A Parkinson-kor
mechanizmusainak kisérletes vizsgalatara az egyik leggyakrabban alkalmazott rendszer
az 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) szisztémds adagolasaval kivaltott

dopaminerg neurodegeneracié egérben.
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Ez a modell kiilondsen alkalmas arra, hogy a dopaminerg karosodashoz tarsulo
metabolikus folyamatok — igy a kinurenin tvonal és a KAT-2 — valtozasait vizsgaljuk,
¢és megértsiik, hogy a KYNA-deplécidé milyen modon kapcsolodhat a patogenezishez.

Mindezek alapjan célunk az volt, hogy atfogé képet adjunk a KAT-2 agyi eloszlasarol
egérben, kiilon hangsulyt fektetve a primer sejttenyészetek sejttipus-specifikus
mintdzataira, az eldagy ¢és kisagy neuroanatomiai szervezddésére, a fObb
neuronpopulaciok részvételére, valamint az akut MPTP-indukélt Parkinson-kor
modellben megfigyelhetd expresszio esetleges valtozasaira. Elsddleges szempontunk az
volt, hogy olyan adatokat szolgaltassunk, amelyek a kordbbi szakirodalomban
tapasztalhatd hidnyossagokat és kovetkezetlenségeket poétoljak, kiilonosen az
egérmodellre vonatkozoan.

A primer sejttenyészetek vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a KAT-2 mindharom
f6 agyi sejttipusban — asztrocitdkban, mikroglidkban és neuronokban — kimutathato.
Ez Osszhangban 4ll azokkal a szakirodalmi adatokkal, amelyek megkérddjelezik a
KAT-2 hagyoméanyosan asztrocita-specifikusnak tartott eredetét. Eredményeink
hozzdjarulnak ahhoz az egyre inkdbb korvonalaz6do szemléletvaltashoz, mely szerint a
KYNA-termelés sejttipusonként eltéré mértékben, de mindenképpen tobb forrasbol
szarmazik. Kiilon emlitést érdemelnek a mikroglia sejtek: eredményeink szerint a
KAT-2 a mikroglia populdcidban is kimutathatd, azonban irodalmi adatokkal
egybevagoban valdsziniisithetd, hogy az expresszié mértéke aktivacios allapotuktol fiigg.
Az agyszOvetben tapasztalt alacsony mértékli immunreaktivitds arra utal, hogy a
nyugalmi mikroglia nem mutat szamottevd KAT-2 aktivitast, ugyanakkor az aktivalt
allapotban bekovetkezd expresszidndvekedés lehetdsége nem zarhato ki, amelyet tovabbi
célzott vizsgalatok tisztdzhatnak a jovOben.

Az eldagy és kisagy 0sszehasonlitasa sordn markéns kiilonbségek rajzolodtak ki. Az
eldagyban a KAT-2 expresszio sz€les korben jelen volt a neuronokban, az asztrocitdkban
¢és — alacsonyabb szinten — a mikrogliakban is. Ezzel szemben a kisagy egyértelmiien
neuronalis expresszids mintdzatot mutatott, a KAT-2 glidlis eredetli jelolése gyakorlatilag
hianyzott. Ez a megfigyelés Osszhangban 4ll azzal a ténnyel, hogy a kisagy
KYNA-anyagcseréjét jelentds mértékben az alternativ D-aminosav-oxidaz altal medialt
utvonal biztositja. Eredményeink olyan régidspecifikus kiillonbséget rajzolnak ki, amely
szerint az eldagyban a KAT-2 fliggd KYNA-termelés tobb sejttipus integralt

hozzajarulasat tiikrozi, mig a kisagyban a folyamat elsésorban neuronélis eredeti.
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A neuronpopulaciok vizsgalata soran igazoltuk a KAT-2 jelenlétét a GABAerg
interneuronok f0 alcsoportjaiban, a striatalis kolinerg interneuronokban, valamint a
arra utalnak, hogy a KAT-2 ellatottsag nem csupan a KYNA-termelés sejtszinti
diverzitasat, hanem a kiilonb6z0 neurotranszmitter-rendszerek mikodésének finom
KAT-2 altal medialt KYNA-termelés a GABAerg, a kolinerg és a dopaminerg
neuronpopulacidk szintjén egyarant jelentds neuromoduléacids szerepet tolthet be, mivel
mindharom rendszerben olyan sejttipusokban expresszalodik, amelyek a halozati gatlas,
az acetilkolinerg-dopaminerg szabalyozas és a nigrostriatalis jelatvitel kulcsfontossagu
elemei.

A Parkinson-kor MPTP-modelljében a tirozin-hidroxildz immunreaktivitas
dozisfiiggd csokkenése igazolta a dopaminerg neuronok degeneracidjat. Ezzel
parhuzamosan a KAT-2 expresszi6 is mérséklddott, azonban a két folyamat dinamikéja
nem mutatott teljes korrelaciot: részben eltérd kinetikat figyeltiink meg, amikor a
neurodegeneracié mar eldrehaladottabb allapotot ért el. Ez arra utal, hogy a KAT-2
expressziovaltozasai nem kizarolag a dopaminerg sejtpusztulas passziv kdvetkezményei,
hanem ettdl részben fiiggetlen mechanisztikus folyamatok is befolyasolhatjak éket.

Ez a jelenség 0j magyarazati keretet adhat a Parkinson-korban dokumentalt
KYNA-deplécio hatteré¢hez: elképzelhetd, hogy a KAT-2 downregulacidja hozzjarul a
dopaminerg sériilékenység fokozddasdhoz, és ezzel gyorsitja a neurodegenerdcio
lefolyésat.

Osszességében eredményeink olyan atfogd neuroanatomiai képet rajzolnak ki a
KAT-2 eloszlasarol, amely jelentdsen boviti az eddig rendelkezésre allo, egérmodellben
kiilonosen szlik irodalmi adatbazist. A jovOben elengedhetetlen annak funkcionalis
vizsgélata, hogy az egyes sejttipusok milyen mértékben jarulnak hozzd a

KYNA-termeléshez, és ezen folyamatok milyen régiospecifikus szervezddést mutatnak.
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13 Summary

Tryptophan is one of the twenty proteinogenic amino acids, which is not only
essential for protein synthesis, but also plays a key role as a precursor for numerous
biologically active molecules. In mammals, tryptophan metabolism occurs via two main
pathways: the serotonin and kynurenine pathways. In healthy organisms, the serotonin
pathway accounts for only a small proportion of the oxidative degradation of tryptophan;
most tryptophan, both in the brain and in the periphery, is degraded via the kynurenine
pathway, whose main intermediate is L-kynurenine (L-KYN).

L-KYN serves as a central branching point: it is converted into metabolites that exert
neurotoxic and neuroprotective effects. One of the three main branches of its metabolism
leads to the formation of quinolinic acid (QUIN), which, at pathological concentrations,
is neurotoxic through excessive activation of N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAR)
and increased oxidative stress. Another branch produces 3-hydroxy-L-kynurenine
(3-HK), which also contributes to cell damage through its free radical-forming effect. The
third main branch results in the formation of kynurenic acid (KYNA), which exerts
neuroprotective and neuromodulatory effects via a number of receptors. The extent to
which metabolism shifts toward neurotoxicity (3-HK, QUIN) or neuroprotection
(KYNA) determines the ability to defend against excitotoxicity.

For a long time, KYNA was known only as a peripheral metabolite, and its presence
in the central nervous system was only confirmed in the 1980s. It subsequently became
clear that KYNA, as an endogenous antagonist of NMDARs, plays a key role in the
modulation of excitotoxicity. By inhibiting the the receptor, it is able to moderate
excessive glutamatergic activation, thereby reducing the risk of NMDAR-mediated cell
damage and contributing to an endogenous neuroprotective mechanism. KYNA
influences the function of a7-nicotinic acetylcholine receptors (a7nAChR), among
several other receptor families. This receptor repertoire clearly illustrates that KYNA is
a complex neuromodulator that influences neurotransmission, as well as synaptic
plasticity and cognition.

Abnormal shifts in KYNA levels in either direction can have significant
pathophysiological consequences. Lower KYNA levels have been reported in brain tissue
and cerebrospinal fluid in a number of neurodegenerative diseases, including Parkinson's,
Huntington's, and Alzheimer's. Since cerebral L-KYN uptake remains unchanged in such

cases, KYNA deficiency is thought to be due to an impaired enzymatic synthesis.
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In contrast, elevated KYNA levels have been observed in several neuropsychiatric
conditions, such as schizophrenia. Sustaining proper KYNA levels is therefore critical for
the central nervous system homeostasis.

The endogenous biosynthesis of KYNA is carried out by Kkynurenine
aminotransferase (KAT) isoenzymes through the irreversible transamination of L-K'YN.
Four KAT isoforms (KAT-1-4) have been identified in human and rodent brain tissue.
Based on pharmacological and genetic studies, KAT-2 is responsible for the majority of
KYNA production in the mammalian brain. Changes in its activity directly influence
KYNA levels and, through this, excitability, and neuroprotective capacity.

The therapeutic significance of KAT-2 lies in the fact that in conditions where KYNA
overproduction is observed, selective inhibition of the enzyme appears to be a promising
strategy, while in conditions where KYNA deficiency occurs, functional "activation" of
KAT-2, i.e., shifting metabolism toward KYNA, may be beneficial. A particular
challenge is the species-specific efficacy of KAT-2 inhibitors, which shows the
importance of comparative studies between species.

The majority of the information on brain KAT-2 expression that is currently available
comes from studies conducted on humans and rats, which consistently show high
expression in astrocytes. This led to the general perception that KYNA is primarily a
metabolite derived from astrocytes. Nonetheless, a number of studies have also reported
KAT-2 expression in different neuronal populations, and primary neuronal cultures have
shown that neurons have a significant capacity to produce KYNA. However, there is a
lack of information and insufficient mapping of the KAT-2 enzyme's regional and
cell-type-specific distribution in mice.

Although many studies have reported devreased KYNA levels in Parkinson's disease,
the exact cause of this decrease remains unclear. The data available to date have focused
primarily on the function of glia in inflammatory states, while the distribution of KAT-2
expression in the brain has only been partially explored. In addition to inflammatory
metabolic shifts, other factors that are currently poorly understood may also play a role
in KYNA depletion.

Detailed mapping of KAT-2 expression patterns is therefore essential to understand
the mechanisms underlying the KYNA depletion observed in Parkinson's disease. The
components of the kynurenine pathway may therefore be not only potential biomarkers

but also possible therapeutic targets.
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One of the most commonly used systems for the experimental study of the
mechanisms of Parkinson's disease is dopaminergic neurodegeneration in mice induced
by systemic administration of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP).
This model is particularly suitable for investigating changes in metabolic processes
associated with dopaminergic damage, such as the kynurenine pathway and KAT-2, and
for understanding how KYNA depletion may be linked to pathogenesis.

Based on this, our goal was to provide a comprehensive picture of KAT-2 distribution
in the mouse brain, with a particular focus on cell type-specific patterns in primary cell
cultures, the neuroanatomical organization of the forebrain and cerebellum, the
involvement of major neuron populations, and possible changes in expression observed
in an acute MPTP-induced Parkinson's disease model. Our primary focus was to provide
data that would fill gaps and inconsistencies found in the previous literature, particularly
with regard to the mouse model.

During the examination of primary cell cultures, we found that KAT-2 is detectable
in all three major brain cell types: astrocytes, microglia, and neurons. This is consistent
with data in the literature that question the traditionally astrocyte-specific origin of the
enzyme. Our results contribute to the emerging paradigm shift that KYNA production
originates from multiple sources, albeit to varying degrees depending on cell type.
Microglia cells deserve special mention: according to our results, KAT-2 is also
detectable in the microglia population, but in line with data in the literature, it is likely
that the degree of expression depends on their activation status. The low level of
immunoreactivity observed in brain tissue suggests that resting microglia do not show
significant KAT-2 activity, but the possibility of increased expression in the activated
state cannot be ruled out, which may be clarified by further targeted studies in the future.

A comparison of the forebrain and cerebellum revealed marked differences.
In the forebrain, KAT-2 expression was widespread in neurons, astrocytes, and, to a lesser
extent, microglia. In contrast, the cerebellum showed a clear neuronal expression pattern,
with virtually no KAT-2 labeling of glial origin.

This observation is consistent with the fact that KYNA metabolism in the cerebellum
is largely mediated by the alternative D-amino acid oxidase pathway. Our results reveal
a region-specific difference, whereby KAT-2-dependent KYNA production in the
forebrain reflects the integrated contribution of multiple cell types, whereas in the

cerebellum, the process is primarily of neuronal origin.
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In our examination of neuronal populations, we confirmed the presence of KAT-2 in
the main subgroups of GABAergic interneurons, striatal cholinergic interneurons, and the
entire population of dopaminergic neurons in the substantia nigra. These observations
suggest that KAT-2 expression may serve not only to mediate the cellular diversity of
KYNA production, but also to finely neuromodulate the functioning of different
neurotransmitter systems.

Taken together, our results suggest that KAT-2-mediated KYNA production may
play a significant neuromodulatory role at the level of GABAergic, cholinergic and
dopaminergic neuron populations. This is supported by its expressed in cell types that are
key components of network inhibition, acetylcholinergic-dopaminergic regulation, and
nigrostriatal signaling across all three systems.

In the MPTP model of Parkinson's disease, a dose-dependent decrease in tyrosine
hydroxylase immunoreactivity confirmed the degeneration of dopaminergic neurons. In
parallel with this, KAT-2 expression was also reduced, but the dynamics of the two
processes did not show complete correlation: we observed partially different kinetics
when neurodegeneration had reached a more advanced stage. This suggests that changes
in KAT-2 expression are not solely passive consequences of dopaminergic cell death, but
may also be influenced by mechanistic processes that are partially independent of it.

This phenomenon may provide a new explanatory framework for the background of
KYNA depletion documented in Parkinson's disease: it is conceivable that KAT-2
downregulation contributes to increased dopaminergic vulnerability, thereby accelerating
the course of neurodegeneration.

Overall, our results paint a comprehensive neuroanatomical picture of KAT-2
distribution, which significantly expands the currently available, particularly limited
literature database in mouse models. In the future, it will be essential to functionally
examine the extent to which individual cell types contribute to KYNA production and the

region-specific organization of these processes.
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15 Fiuggelék
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F1. abra: A kvantitativ kolokalizacios elemzés munkafolyamata. Reprezentativ példa a
KAT-2 és sejttipus-specifikus markerek kolokalizaciojanak értékelésére alkalmazott
képelemzési folyamat bemutatasara. A felsd paneleken a KAT-2 (vOrds csatorna) és a
megfeleld marker (z6ld csatorna) feldolgozott fluoreszcens képei, valamint azok
Osszeolvasztott képe lathato. A k6zépsd panelek az Otsu-kiiszobdléssel eldallitott binaris
maszkokat €s az atfedési maszkot mutatjak, utobbiban az atfedd vords és zold pixelek
fehérrel jelennek meg. Az als6 paneleken a pixelintenzitas-eloszlas hisztogramjai, a
Pearson-féle korrelacios pontdiagram (r érték), valamint a Manders-féle kolokalizacios
egylitthatok (M1 és M2 értékek) oszlopdiagramjai lathatok.
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F1. tablazat: Az indirekt fluoreszcens immuncitokémiai és immunhisztokémiai eljarasok
soran alkalmazott elsddleges ellenanyagok listaja és paraméterei.

Elsédleges ellenanyagok
Ellenanyag Célfehérje Gazda | Higitas Gyarto
ALDHI1L1 aldehid-dehidrogenaz 1 csalad L1 tagja egér 1:1000 | Sigma-Aldrich
AQP4 aquaporin-4 egér 1:500 Sigma-Aldrich
CALB calbindin egér 1:1500 Swant
CD11b alfa-M integrin patkany 1:500 Bio-Rad
CD68 differencidcios klaszter-68 patkany 1:1000 Bio-Rad
ChAT kolin-acetiltranszferaz kecske 1:1000 Chemicon
CR calretinin egér 1:500 Abcam
GAD67 glutamat-dekarboxilaz (67 kDa) egér 1:1000 Millipore
GFAP glialis fibrillaris savas protein patkany 1:2000 Invitrogen
IBA1 ionizalt kalcium-kdto adaptor molekula-1 kecske 1:500 Abcam
KAT-2 kinurenin-aminotranszferaz-2 nyul 1:1000 Proteintech
MAP2 mikrotubulus-asszocialt fehérje-2 egér 1:1000 Abcam
NeuN neuronalis nuklearis antigén egér 1:2000 Millipore
NPY neuropeptid Y egér 1:500 Abcam
PV parvalbumin egér 1:1000 Swant
SST szomatosztatin egér 1:1000 GeneTex
TH tirozin-hidroxilaz egér 1:1000 Immunostar
TUBB3 BIII-tubulin egér 1:1000 Abcam
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F2. tablazat: A KAT-2 és a sejttipus-specifikus markerek (GFAP, ALDHILI, CD68,
IBA1, MAP2, TUBB3) kolokalizaciés kvantifikacioja, a Pearson r, valamint a Manders
M1 és M2 értékek biologiai replikatumonkénti atlagai és csoportszintli Osszesitett atlagai

(£ SD) feltiintetésével (n = 3 biologiai replikatum/csoport).

Pearson r Manders M1 Manders M2
Biolégiai ‘ Ossz. atlag | Ossz. atlag | Ossz. atlag
Marker | o olikatum | AY38 +SD Atlag |, gp | Atlag ) T gp
#1 0,487 0,333 0,327
0,405 0,303 0,305
GFAP #2 0,359 £ 0,071 0,302 10,030 0,301 10,020
#3 0,369 0,273 0,287
#4 0,407 0,303 0,299
0,348 0,304 0,303
ALDHI1L1 #5 0,363 0,067 0,325 £ 0,021 0,326 £ 0,021
#6 0,275 0,284 0,284
#7 0,464 0,391 0,348
0,455 0,380 0,342
CD68 #8 0,398 0,052 0,356 0,020 0,323 £ 0,017
#9 0,502 0,392 0,355
#10 0,642 0,388 0,353
0,617 0,392 0,370
IBA1 #11 0,614 0,025 0,393 40,004 0,364 10,020
#12 0,593 0,395 0,392
#13 0,479 0,420 0,360
0,568 0,415 0,390
MAP2 #14 0,583 10,082 0,391 +0,022 0,393 +0,028
#15 0,642 0,434 0,417
#16 0,147 0,330 0,292
0,244 0,351 0,306
TUBB3 #17 0,235 £ 0,103 0,332 0,035 0,277 0,039
#18 0,352 0,392 0,350

102




F3. tablazat: A TH- és KAT-2-immunjel6lés integralt intenzitasanak csoportonkénti
kvantifikacioja, a biologiai replikaitumok egyedi atlagai és a csoportszintli dsszesitett
atlagok (+ SD) feltiintetésével (n = 3 bioldgiai replikatum/csoport).

TH integralt KAT-2 integralt
intenzitas intenzitas
Biologiai ‘ Ossz. atlag ‘ Ossz. atlag
Csoport replikatum Atlag + SD Atlag + SD
#1 967,370 925.782 503,076 192265
Kontroll #2 878,652 +44,618 454,578 133612
#3 931,325 519,142
#4 585,411 299,779
> 576,275 >
1x20 mg/ttkg ’ 282,820
MPTP-Kezelt # 540,590 | 32,107 | 280461 | 5y
#6 602,823 268,221
#7 368,608 140,923
i 383,921 >
2x20 mg/ttkg ’ 141,203
MPTP-Kezelt 8 408,823 | 21755 | 152,351 |y
#9 374,331 130,334
#10 236,967 117,500
3x20 mg/ttkg 230,139 114,624
MPTP-kezelt #ll 209,329 + 18,374 127,241 + 14,273
#12 244,122 99,132

F4. tablazat: A TH- és KAT-2-pozitiv jelteriiletek csoportonkénti kvantifikacidja, a
biologiai replikatumok egyedi atlagai és a csoportszintli Osszesitett atlagok (= SD)
feltiintetésével (n = 3 bioldgiai replikatum/csoport).

TH-pozitiv KAT-2-pozitiv
jelteriilet jelteriilet
Biologiai ; Ossz. atlag . Ossz. atlag
Csoport replikatum Atlag + SD Atlag +SD
#1 6,158 2,944
7,301 3,025
Kontroll #2 8,782 11344 3,249 £ 0,196
#3 6,962 2,882
#4 2,857 1,457
1x20 mg/ttkg 2,775 1,396
MPTP-kezelt #5 2817 +0,100 | 149 +0,067
#6 2,651 1,324
#7 1,418 0,741
2x20 mg/ttkg 1,154 0,569
MPTP-kezelt 8 0.891 L0264 | 9492 0,149
#9 1,153 0,475
#10 1,334 0,116
3x20 mg/ttkg 1,046 0,104
MPTP-kezelt #ll 0.877 L0250 | %093 +0,012
#12 0,928 0,102
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