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1. Bevezetés

A triptofan (Trp) aminosav nemcsak a fehérjeszintézishez nélkiilozhetetlen, hanem
szamos biologiailag aktiv metabolit prekurzoraként is kiemelt szerepet tolt be.
Egészséges emlds szervezetben a Trp oxidativ lebontdsanak donté része a kinurenin
utvonalon keresztiil zajlik, amelynek kézponti intermediere az L-kinurenin (L-KYN).
Az L-KYN metabolizmusa soran neuroaktiv metabolitok, ugynevezett kinureninek
képzddnek beldle. Metabolizmusdnak harom f6 aga koziil az egyik a kvinolinsav
képzddésehez vezet, amely patoldgids koncentracioban az N-metil-D-aszpartat
receptorok (NMDAR) tilzott aktivacidjan keresztiil neurotoxikus. Egy masik a4gén a 3-
hidroxi-L-kinurenin keletkezik, amely metabolit szabadgyok-képzd hatdsa révén szintén
sejtkarositd. A harmadik f6 ag eredményeként kinurénsav (KYNA) képzddik, amely
szamos receptoron keresztiil neuroprotektiv és neuromoduléaléd hatast fejt ki. Az, hogy
az anyagcsere mennyiben tolddik el a neurotoxikus vagy a neuroprotektiv irdnyba,
meghatarozza az excitotoxicitassal szembeni védekezdképességet.

A KYNA sokaig csak periférias metabolitként volt ismert, kozponti idegrendszeri
jelenlétét csak az 1980-as években igazoltak. Ezt kdvetden valt nyilvanvalova, hogy a
KYNA az NMDAR-ok endogén antagonistdjaként 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) mitkodését
is befolyéasolja. A KYNA 0Gsszetett neuromoduléator, amely egyarant befolyasolja a
neurotranszmissziot, a szinaptikus plaszticitast és a kogniciot.

A KYNA Kkoncentraciojanak mindkét iranya koros eltolodasa jelentos
patofiziolégiai kovetkezményekkel jarhat. Szdmos neurodegenerativ betegségben,
igy Parkinson-, Huntington- és Alzheimer-korban alacsonyabb KYNA-szinteket irtak le
agyszovetben ¢és az agy-gerincvel6i folyadékban. A KYNA-hidny hatterében az
enzimatikus szintézis zavara allhat. Ezzel szemben tobb neuropszichiatriai korképben,
példaul skizofrénidban a KYNA-szint emelkedése figyelhetd meg. A megfeleld KYNA-

szint fenntartasa tehat kritikus a kozponti idegrendszer homeosztazisa szdmara.



A KYNA endogén bioszintézisét az L-KYN irreverzibilis transzaminacidjan
keresztiil a kinurenin-aminotranszferaz (KAT) izoenzimek végzik. Human ¢€s ragcsalo
agyszovetben négy KAT-izoformat azonositottak (KAT-1-4). Farmakoldgiai és
genetikai vizsgalatok alapjan a KAT-2 felelos az emlos agyi KYNA-termelés donté
hanyadaért. Aktivitasanak valtozasai kozvetleniil és jelentds meértekben befolyasoljak
a KYNA-szintet, és ezen keresztiil az excitabilitast és a neuroprotektiv kapacitast.

A KAT-2 terapias jelentoségét az adja, hogy olyan korképekben, amelyek
esetében KYNA-tulprodukcio figyelheté6 meg, az enzim szelektiv gatlasa igéretes
stratégianak tiinik, mig azokban az allapotokban, amelyekben a KYNA hianya lép
fel, a KAT-2 funkcionalis ,,aktivalasa”, vagyis a metabolizmus KYNA felé torténé
eltolasa lehet kedvezd. Kiilon kihivast jelent a KAT-2 gatloszerek fajonként eltérd
hatékonysaga, ami ramutat a fajok kozotti 0sszehasonlitod vizsgalatok fontossagara.
patkany vizsgalatokbol szarmazik, melyek az enzim magas expressziojat irtdk le
asztrocitakban, ami hozz4jarult ahhoz a széles korben elterjedt nézethez, hogy a KYNA
elsdsorban asztrocita eredetli metabolit. Ugyanakkor tobb tanulmany leirta a KAT-2
jelenlétét kiilonb6zb neuronpopulécidkban is, sét primer neuronkultirdkban a neuronok
jelentés KYNA-termelési kapacitasat is kimutattdk. Egérben azonban a KAT-2
regionalis és sejttipus-specifikus eloszlasanak feltérképezése hianyos.

Bar Parkinson-korban szamos tanulmany alacsonyabb KYNA-szinteket irt le,
a csokkenés pontos oka tovabbra sem tisztazott. A KAT-2 expresszio mintazatanak
részletes feltérképezése ezért alapvetd jelentdoségi annak megértéséhez, hogy a
Parkinson-korban megfigyelt KYNA-csokkenés milyen mechanizmusok ereddje
lehet. A kinurenin Gtvonal komponensei igy nemcsak potencidlis biomarkerek, hanem
lehetséges terapias célpontok is lehetnek. A Parkinson-kér mechanizmusainak kisérletes
vizsgalatara az egyik leggyakrabban alkalmazott rendszer az 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin =~ (MPTP)  szisztéméas  adagolasaval  kivaltott — dopaminerg
neurodegeneracio egérben. Ez a modell kiilondsen alkalmas arra, hogy a dopaminerg
karosodashoz tarsul6 metabolikus folyamatok — igy a kinurenin utvonal és a KAT-2 —
valtozasait vizsgaljuk, ¢és megértsilk, hogy a KYNA-depléci6 milyen modon

kapcsolddhat a patogenezishez.



2. Célkituzeések

Az értekezés alapjat képezd kisérletes munka f6 célja a KYNA-szintézisben
meghatarozo enzim, a KAT-2 részletes neuroanatdmiai jellemzése volt C57BL/6 egér

torzsben, fizioldgias és patoldgids koriilmények kozott.
Célkitiizés 1:

A KAT-2 expressziojanak in vitro vizsgalata egér agy eredetli primer sejttenyészeteken
fluoreszcens immuncitokémia alkalmazasaval, kolokalizaciés metrikak kvantitativ

analizisének bevonasaval.
Célkitiizés 2:

A KAT-2 regionalis eloszlasanak atfogo feltérképezése egér agyszovetben fluoreszcens

immunhisztokémia modszerével, kiilonods tekintettel az eldagy €s a kisagy teriileteire.
Célkitiizés 3:

A KAT-2 sejttipus-specifikus expresszidjanak meghatdrozésa, neuronalis és glidlis

populéacidk azonositasaval az eldagy €s a kisagy meghatarozott régidiban.
Célkitiizés 4:

A KAT-2-pozitiv sejtpopulaciok neurotranszmitter-rendszerek szerinti azonositasa
olyan agyteriileteken, amelyekben igazolt a kinurenin anyagcsere zavara patoldgids

kozponti idegrendszeri folyamatok soran.

Célkitiizés 5:

A Parkinson-kor MPTP-alapti egérmodelljének 1étrehozésa és validalasa, valamint a
kialakult dopaminerg neuronvesztés szOvettani jellemzése a substantia nigra
pars compacta teriiletén. Tovabba célul tliztiik ki, hogy meghatarozzuk a KAT-2 enzim

érintettségét a neurotoxin altal kivaltott neurodegeneracioban.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Allatok

Vizsgalatainkhoz vad tipusu C57BL/6 egereket hasznaltunk (n = 106); az in vitro
kisérletekhez mindkét nembdl szarmazo embriokat (E17) és Ujsziilotteket (PO—P3),
mig az in situ €s in vivo vizsgalatokhoz felnétt (8—16 hetes) him egyedeket. A kisérletek
mindenben megfeleltek a hatidlyos hazai €s eurdpai unios allatjoléti iranyelveknek

(etikai engedélyszamok: 1-74-16/2015, XX./495/2024).
3.2 In vitro kisérletsorozat
3.2.1 Primer sejttenyészetek

A primer asztrocita-, mikroglia- és neuron kulturak embriondlis kort és 0jsziilott egerek
agyszovetébol szarmaztak. A sejtek mechanikus €s enzimatikus disszociaciot kovetden

fed6lemezekre szélesztésre, majd standard koriilmények kozott tenyésztésre keriiltek.
3.2.2 Fluoreszcens immuncitokémia és képrogzités

A 4%-0s PFA-val fixalt sejteket permeabilizalas és blokkolas utan specifikus elsédleges
antitestekkel, majd fluoroforral konjugéalt (Cy3, Alexa Fluor 488) madsodlagos
antitestekkel inkubaltuk. A sejtmagokat DAPI-val tettiilk lathatova. A tobbcsatornés
felvételeket Zeiss Axio Imager.Z2 fluoreszcens mikroszkoppal rogzitettiik, egységes
paraméterek mellett. A markerek jeleit kiilon csatorndkon detektaltuk. Minden sejttipus

esetében harom fiiggetlen bioldgiai és tobb technikai replikatumot elemeztiink.
3.2.3 Képanalizis és kolokalizacio

A KAT-2 és a sejttipus-specifikus markerek (asztrocita: GFAP, ALDHI1L1; mikroglia:
CD68, IBAI1; neuron: MAP2, TUBB3) kolokalizaciojat egyedi Python alapa
képfeldolgozé szkriptekkel elemeztiik. A maszkolashoz automatikus Otsu-kiiszobdlést
alkalmaztunk. A kolokalizaci6 mértékét Pearson-féle korrelacids egyiitthatoval (r) és
Manders-féle  kolokalizacios  egylitthatokkal (M1, M2) szédmszerisitettiik.
A véletlenszerli jelatfedést Costes-féle randomizacios teszttel zartuk ki. A statisztikai

kiértékelést egyutas ANOVA és Tukey-féle post hoc tesztekkel végeztiik.



3.3 In situ és in vivo Kisérletsorozat

3.3.1 Agyszovet preparalas

Az allatokat altatast kovetden transzkardialisan perfundaltuk, majd az agyszoveteket
fixaltuk (4% PFA). Az agyakbdl vibratom segitségével 20 um vastagsagu koronalis és

szagittalis metszeteket készitettiink immunhisztokémiai vizsgalatokhoz.
3.3.2 Fluoreszcens immunhisztokémia és képrogzités

Az agyszeleteket permeabilizalés és blokkolas utan elsddleges antitestekkel inkubaltuk,
majd fluoroforral jelolt masodlagos antitestekkel detektaltuk a vizsgalt fehérjéket.
A sejtmagokat DAPI-val jeloltik. A metszetekrdl tobbcesatornds fluoreszcens
felveteleket készitettiink Olympus BX51 ¢€s Zeiss Axio Imager.Z2 fluoreszcens
mikroszkopokkal. A KAT-2, a sejttipus-specifikus markerek és a sejtmagok jeleit kiilon

csatorndkon régzitettiik.
3.3.3 MPTP kezelés

A Parkinson-kor modellezésére akut MPTP-kezelési protokollt alkalmaztunk him
egereken. Harom kiilonb6z6 doziscsoportot (1x20, 2x20 és 3x20 mg/ttkg, i.p.) és egy
fiziologias sooldattal kezelt kontrollcsoportot vizsgaltunk. Az agyszovet prepardlasa a

kezelést kdvetd 7. napon tortént. Az allatok allapotat a kisérlet ideje alatt monitoroztuk.
3.3.4 Képanalizis az SNc teriiletén

A dopaminerg neuron marker (TH) és a KAT-2 expresszidjanak valtozasat az SNc
teriletén rogzitett tobbcesatornas felvételeken, FIJI/Image] szoftverrel elemeztiik.
Meghataroztuk a régiora esd integralt denzitast és automatikus kiiszobdlést kovetden a

pozitiv jelteriiletek nagysagat.
3.3.5 Statisztikai analizis

A statisztikai értékelés alapjat a biologiai replikatumok képezték. A kezelési csoportok
kozotti kiillonbségeket egyutas ANOVA és Tukey-féle post hoc tesztekkel vizsgaltuk.
A TH és KAT-2 expresszié kozotti Osszefiiggések elemzésére linedris regressziot

alkalmaztunk, a regresszids modell statisztikai jellemzdinek meghatarozasaval.



4. Eredmények

A jelen értekezés célja a KAT-2 enzim részletes, sejttipus- és régidspecifikus
neuroanatomiai jellemzése volt egérmodellben, tobb kisérletes megkozelités
integralasaval. A szakirodalom hidnyossagainak pdétlasa érdekében vizsgalataink soran
parhuzamosan értékeltiik a KAT-2 expressziojat in vitro primer sejttenyészetekben,
in situ eléagyi és kisagyi szovetmintdkban, valamint in vivo MPTP-indukalt Parkinson-
kor modellben. Ez a tobb szinten végzett megkozelités lehetdvé tette, hogy egységes
rendszerben értelmezzilk a KAT-2 eloszlasanak sajatossagait egérben, amely a
kinurenin-rendszer szakirodalméban a leginkabb alulreprezentélt fajnak szamit.

A primer sejttenyészetek vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a KAT-2
mindharom {6 agyi sejttipusban — asztrocitakban, mikroglidkban és neuronokban —
kimutathatd. Ez 0Osszhangban 4ll azokkal a szakirodalmi adatokkal, amelyek
megkérddjelezik a KAT-2 hagyomanyosan asztrocita-specifikusnak tartott eredetét.
Eredményeink hozzajarulnak ahhoz az egyre inkabb korvonalazodo szemléletvaltashoz,
mely szerint a KYNA-termelés sejttipusonként eltéré mértékben, de mindenképpen tobb
forrasbol szadrmazik. Kiilon emlitést érdemelnek a mikroglia sejtek: eredményeink
szerint a KAT-2 a mikroglia populdcioban is kimutathato, azonban irodalmi adatokkal
egybevagdan valosziniisithetd, hogy az expresszid mértéke aktivacios allapotuktol fligg.
Az agyszovetben tapasztalt alacsony mértékli immunreaktivitds arra utal, hogy a
nyugalmi mikroglia nem mutat szamottevé KAT-2 aktivitast, ugyanakkor az aktivalt
allapotban bekdvetkezd expressziondvekedés lehetdsége nem zarhato ki.

Az elbagy és kisagy Osszehasonlitdsa soran markans kiilonbségek rajzolodtak ki.
Az eldagyban a KAT-2 expresszid széles korben jelen volt a neuronokban, az
asztrocitdkban ¢€s alacsonyabb szinten a mikroglidkban is. Ezzel szemben a kisagy
egyértelmiien neurondlis expresszids mintazatot mutatott, a KAT-2 glidlis eredetii
jelolése gyakorlatilag hidnyzott. Ez a megfigyelés 6sszhangban all azzal a ténnyel, hogy
a kisagy KYNA-anyagcser¢jét jelentés mértékben az alternativ D-aminosav-oxidaz altal
medialt utvonal biztositja. Eredményeink olyan régiospecifikus kiilonbséget rajzolnak
ki, amely szerint az eldagyban a KAT-2 fliggd KYNA-termelés tobb sejttipus integralt

hozzajarulasat tiikrozi, mig a kisagyban a folyamat elsdsorban neurondlis eredeti.



A neuronpopulaciok vizsgalata soran igazoltuk a KAT-2 jelenlétét a GABAerg
interneuronok {6 alcsoportjaiban, a striatalis kolinerg interneuronokban, valamint a
megfigyelések arra utalnak, hogy a KAT-2 ellatottsag nem csupan a KYNA-termelés
sejtszintll diverzitasat, hanem a kiilonb6z6 neurotranszmitter-rendszerek miikodésének
KYNA-termelés a GABAerg, a kolinerg €s a dopaminerg neuronpopulacidk szintjén
egyarant jelentds neuromodulécids szerepet tolthet be, mivel mindhdrom rendszerben
olyan sejttipusokban expresszalodik, amelyek a haldzati gatlds, az acetilkolinerg-
dopaminerg szabalyozas és a nigrostriatalis jelatvitel kulcsfontossagu elemei.

A Parkinson-kor MPTP-modelljében a tirozin-hidroxildz immunreaktivitas
parhuzamosan a KAT-2 expresszid is mérséklddott, azonban a két folyamat dinamikaja
nem mutatott teljes korrelaciot: részben eltérd kinetikat figyeltiink meg, amikor a
neurodegenerdcid mar elérehaladottabb allapotot ért el. Ez arra utal, hogy a KAT-2
expressziovaltozasai nem  kizardlag a dopaminerg sejtpusztulds  passziv
kovetkezményei, hanem ett6l részben fiiggetlen mechanisztikus folyamatok is
befolyasolhatjak dket.

Ez a jelenség 1) magyardzati keretet adhat a Parkinson-korban dokumentalt
KYNA-deplécid hatteréhez: elképzelhetd, hogy a KAT-2 downregulacidja hozzajarul a
dopaminerg sériilékenység fokozdddsahoz, és ezzel gyorsitja a neurodegeneracio
lefolyasat.

Osszességében elmondhaté, hogy eredményeink olyan atfogé neuroanatomiai
képet rajzolnak ki a KAT-2 eloszlasarol, amely jelentésen béviti az eddig
rendelkezésre allo, egérmodellben Kkiilonosen sziik irodalmi adatbazist.
A jovoben elengedhetetlen annak funkciondlis vizsgalata, hogy az egyes sejttipusok
milyen mértékben jarulnak hozzd a KYNA-termeléshez, és ezen folyamatok milyen

régidspecifikus szervezddést mutatnak.



5. Kovetkeztetések

Az alédbbiakban foglaljuk 0©ssze, hogy kutatdsunk miként valaszolta meg a

célkitlizésekben megfogalmazott kérdéseket, €s milyen kovetkeztetések vonhatok le:

1. In vitro kisérleteinkben els6ként vizsgaltuk és irtuk le a KAT-2 sejttipus-specifikus
expressziojat egér agy eredetli primer sejtteny€szetekben. Kvalitativ €s kvantitiv
kolokalizacios elemzéseink igazoltak, hogy az enzim asztrocitdkban, mikrogliakban és
neuronokban egyarant kifejezédik. Eredményeink alapjan a KYNA-szintézis cellularis

forrasa joval szélesebb, mint ahogyan azt a klasszikus glia-centrikus modell feltételezi.

2. In situ agyszovetben végzett regiondlis vizsgalataink alapjan a KAT-2
expresszioja az eldagyban és a kisagyban egyarant kiterjedt, ugyanakkor eltérd
mintazatot mutatott. Mig az eléagy kortikalis, limbikus és szubkortikalis halézataiban a
KAT-2 széleskorli eloszlasat figyeltik meg, addig a kisagyban jol definidlhato,

rétegspecifikus szervezddést detektaltunk.

3. Elsoként irtuk le, hogy a kisagyban a KAT-2 expresszidja kizarolag neuronalis
eredetli, amely alapvetden eltér az eldagy tobb sejttipusra kiterjedd mintdzatatol.
A glidlis expresszid hidnya alapjan a KAT-2 sejttipus-specifikus szerepe, és igy a

KYNA-bioszintézis sejteredete markansan régiofiiggo.

4. A neurotranszmitter-rendszerek vizsgalata soran els6ként azonositottunk KAT-2
expressziot mutatd neuronaltipusokat a GABAerg, kolinerg ¢és dopaminerg
halozatokban, ¢és feltérképeztik a KAT-2-pozitiv.n GABAerg interneuronok {6

alcsoportjait i1s. A KAT-2 a neuronpopuléciok széles korének integrans komponense.

5. Validaltuk az MPTP-alapt in vivo Parkinson-kor toxinmodellt, és posztmortem
szOvettani vizsgalatokkal igazoltuk a substantia nigra pars compacta dozisfliiggd
dopaminerg neuronvesztését. Elsoként vizsgaltuk a KAT-2 expressziojat Parkinson-kor
egér modellben, és kimutattuk, hogy az enzim jelintenzitdsa dozisfiiggden csokkent,
ugyanakkor a jelvesztés kinetikaja tobb ponton eltért a dopaminerg neuronpopulacio
karosodasanak dinamikajatél. Eredményeink alapjan a KAT-2 downregulacidja a
dopaminerg degeneracio korai fazisdban megjelend, 6nallo sejtszintii folyamat, amely

Uj magyardzatot kindlhat a Parkinson-kérban leirt KYNA-deplécio patogenezisére.
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6. Summary

Kynurenic acid (KYNA) is a key neuroprotective and neuromodulatory metabolite
of the kynurenine pathway, acting as an endogenous antagonist of NMDAR. KYNA
depletion is linked to neurodegenerative diseases, while its elevation is associated with
neuropsychiatric conditions. The enzyme responsible for cerebral KYNA synthesis is
kynurenine aminotransferase-2 (KAT-2). Despite its clinical relevance, the distribution

of KAT-2 in the mouse remains poorly characterized.

In vitro experiments showed 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. The degree of

KAT-2 expression in microglia might be dependent on their activation state.

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 suggests that KYNA
metabolism in the cerebellum is partly mediated by the alternative, KAT-2-independent
pathways.

We confirmed the presence of KAT-2 in subgroups of GABAergic interneurons,
striatal cholinergic interneurons, and the entire population of dopaminergic neurons in
the substantia nigra. These findings suggest that KYNA production serves as an intrinsic

neuromodulatory component of inhibitory control and nigrostriatal signaling.

In the MPTP model of Parkinson's disease (PD), we confirmed a dose-dependent
degeneration of dopaminergic neurons. KAT-2 expression was also reduced, but its
temporal dynamics only partially overlapped with dopaminergic cell loss, suggesting
that KAT-2 downregulation represents a partly independent process. This phenomenon

provides a new explanatory framework for understanding KYNA depletion in PD.

Our findings significantly expand the currently limited body of literature on KAT-2

distribution in mouse models.
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cultures
Gyula Jenei, Emma Balog, Jozsef Toldi, Zsolt Kis

MITT-ANA 2023, Budapest, 2023. februar 01-03., poszter szekcid

Relations between the kynurenergic and GABAergic systems in the mouse brain —

A neuroanatomical study
Gyula Jenei, Zsolt Kis, Jozsef Toldi

IBRO 2022, Budapest, 2022. januar 27-28., poszter szekcio

Cell-type-specific localization of kynurenine aminotransferase-2 in the mouse

brain
Gyula Jenei, Emma Balog, Zsolt Kis, Jozsef Toldi, Laszlo Vécsei

FENS 2021, online, 2021. augusztus 25-27., poszter szekcid

Egyéb konferencia-kozlemények:

Age-dependent changes in NMDA-induced excitotoxicity and neuromodulatory

effects of kynurenic acid and its analogues in mouse brain slice
Emma Balog, Gyula Jenei, Aniko Magyariné Berko, Jozsef Toldi, Zsolt Kis

INC 2024, Pécs, 2024. januar 25-26., poszter szekcid

Age-dependent changes in NMDA-induced excitotoxicity and neuroprotective

effect of kynurenic acid in mouse brain tissue
Emma Balog, Gyula Jenei, Aniko Magyariné Berko, Jozsef Toldi, Zsolt Kis

MITT-ANA 2023, Budapest, 2023. februar 01-03., poszter szekcid
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Nyilatkozat

Alulirott, Dr. Kis Zsolt, t¢émavezetoként igazolom, hogy Jenei Gyula doktorjelolt a fent
emlitett tudomanyos publikaciok elkészitéséhez jelentds mértékben hozzajarult.
Kijelentem tovabba, hogy az értekezésben bemutatott eredményeket mas doktori
értekezésben nem hasznaljuk fel. Nyilatkozom, hogy a jeldlt altal végzett kisérletek
eredményeit sem jomagam, sem a tovabbi tarsszerzok nem hasznaltdk fel tudomanyos

fokozat megszerzéséhez, €s a jovoben sem kivanjak felhasznalni.

Szeged, 2026. februar 05. . )
& Ucs Rell

Dr. Kis Zsolt

egyetemi adjunktus
Szegedi Tudomanyegyetem

Természettudomanyi és Informatikai Kar
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