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2 Roviditések jegyzéke

a7nAChR: a-7 nikotinos acetilkolin receptor

3-HANA: 3-hidroxi-antranil sav

3-HK: 3-hidroxi-kinurenin

3-NLT: 3-nitro-L-tirozint

ACh: acetil-kolin

ACSF: mesterséges agy-gerincveldi folyadék (artificial cerebrospinal fluid)
AMPA: a-amino-3-hiroxi-5-metil-4-izoxalon-propionsav

ANA: antranilsav

AhR: aril-hidrokarbon receptor

BBB: vér-agy gat (blood brain barrier)

CA1: az Ammon szarv 1-es régidja

CA3: az Ammon szarv 3-as régidja

CSF: cerebrospinalis folyadék (cerebrospinal fluid)

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DEPC: dietil-pirokarbonat

DG: gyrus dentatus

DIG: digoxigenin

EPSP: serkent6 poszt szinaptikus potencial (excitatory postsynaptic potential)
GABA: gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid)

GPR35: Gj-fehérje asszocialt receptor 35 (G; protein-coupled receptor 35)
HK: hexokinaz

HRP: tormaperoxidaz (horseradish peroxidase)

I/0: bemenet/kimenet (input/output)

IDO1: indolamin-2,3-deoxigenaz

KAT: kinurenin aminotranszferaz

KAT-2: kinurenin aminotranszferaz-2

KAT-4: kinurenin aminotranszferaz-4

KMO: kinurenin-monooxigenaz



KP: kinurenin tutvonal (kynurenine pathway)

KT: kis térfogat

KYNA: kinurénsav (kynurenic acid)

LDH: laktat dehidrogenaz

L-KYN: L-kinurenin

LOD: kimutatasi hatar (limit of detection)

LOQ: meghatarozasi hatar (limit of quantification)
MLA: metil-akonitin

NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid

NBT-BCIP: nitroblue-tetrazolium-5-bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat
NDS: normal szamar szérum (normal donkey serum)
NMDA: N-metil-D-aszpartat

NPAS4: neuronal Per-Arnt-Sim domain protein 4
NT: nagy térfogat

PB: foszfat-puffer (phosphate buffer)

PFA: paraformaldehid

PPP: paros pulzus paradigma

PPR: paros pulzus arany (paired pulse ratio)
S-ESBA: (S)-4-(etil-szulfonil)benzoil-alanin (KAT-2 enzim gatlo)
SNc: substantia nigra pars compacta

SNr: substantia nigra pars reticulata

SS: szomatoszenzoros

SSC: natrium citrat puffer (saline sodium citrate)
TDO: triptofan-2,3-deoxigenaz

TRP: triptofan

Tx100: Triton X-100

QUIN: kvinolénsav



3 Bevezetés

3.1 A kinurenin utvonal

A triptofan (TRP) egyike a tiz esszencialis aminosavnak. Részt vesz a fehérjék szintézisében,
¢s szamos biologiailag aktiv anyag prekurzora. A TRP tobb tutvonalon keresztiil is
metabolizalodhat. Lebontasa soran keletkezik a szerotonin neurotranszmitter, amelynek
fontos szerepe van tobbek kozott a hangulat, az étvagy, az alvas, illetve a kognitiv funkciok
szabalyozasaban (Canli és Lesch, 2007). Ugyanezen a metabolikus utvonalon keletkezik a
melatonin hormon is az agyszovetben, amely foéként a cirkadian ritmus szabalyzasaban vesz
részt (Yates és Herbert, 1976). Azonban ismert, hogy emlés agyszovetben a TRP 95%-a az
ugynevezett kinurenin utvonalon (KP) alakul at (Bender 1983) (1.abra). A KP metabolitjait
kozosen kinurenineknek nevezziik, amelyekrél kimutattdk, hogy szadmos fiziologids és
patologias folyamatban részt vesznek, foként az ideg- illetve az immunrendszert érintve
(Stone és mtsai., 2013; Vecsei és mtsai., 2013).

Az ttvonal kezdetén a TRP az indolamin-2,3-deoxigenaz (IDO), vagy a majban is jelenlévd
specifikusabb triptofan-2,3-deoxigenaz (TDO) altal N-formil-kinureninné konvertalodik, ami
a tovabbiakban formamidaz altal L-kinureninné (L-KYN) alakul. Az igy létrejové L-
KYN/TRP koncentracio arany szabalyzo faktora a TRP tovabbi lebontasanak (Schrocksnadel
¢és mtsai., 20006).

Az L-KYN az tutvonal kozponti molekuldjaként az Osszes tobbi kinurenin metabolit
forrasaként szolgal. Megtaldlhatd az agyban, a vérben és a periférids szovetekben is
mikromolos koncentracioban. Az agyszovet az L-KYN 60%-at a perifériarol veszi fel. A
molekula neutralis aminosav karriereken keresztiil konnyen képes atjutni a vér-agy gaton
(BBB) (Fukui és mtsai., 1991). A metabolit tovabbi 40%-a lokalisan az agyszdvetben
szintetizalodik. Az L-KYN endogén ligandja az aril-hidrokarbon receptornak (AhR) (Opitz és
mtsai., 2011), amelyen keresztiil a gyulladasos és immunvalaszok, illetve a tumor képzddés
szabalyozasaban is részt vehet (Bessede és mtsai., 2014; Chen és mtsai., 2014). Az L-KYN-
bdl keletkez6 négy legfontosabb neuroaktiv komponens a kovetkezd: (1) 3-hidroxi-kinurenin
(3-HK), (2) antranilsav (ANA), (3) kvinolénsav (QUIN) és (4) kinurénsav (KYNA).
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1. abra: A TRP metabolizmusa a kinurenin tvonalon keresztiil. Az Gtvonal metabolitjai és
enzimei (Stone és mtsai., 2013 nyoman modositva).

A 3-HK ¢s az ANA kozvetleniil az L-KYN-bol alakul ki. Mig az el6bbi kialakulasat, a
kizarélag mikrogliakban jelenlévd, Kinurenin-monooxigenaz (KMO) katalizélja, addig az
ANA a kinurenindz enzim miikddése soran keletkezik. Mindkettdnek idegkarositd hatdsa van
a szabadgyok generalas, és igy az oxidativ stressz novelése révén (Nemeth és mtsai., 2005).
Koncentraciojuk patologias koriilmények kozott (pl.: Parkinson-kor, Huntington-kor)

emelkedik (Pearson és Reynolds, 1992).



A 3-HK a kinureninaz segitségével tovabb alakul 3-hidroxi-antranil savva (3-HANA), majd
ez konvertalodik a 3-hidroxi-antranilsav oxigenaz altal QUIN-né. A QUIN az agyszdvetben
felhalmozddva neurotoxikus hatasti lehet. Neurotoxicitasat legalabb négy mechanizmuson
keresztiil képes kifejteni. Guillemin €s mtsai. értekezése alapjan ezek a kovetkezoek: 1. a
kvinolénsav patologias koncentracioban képes aktivalni az N-metil-D-aszpartait (NMDA)
receptort, 2. képes gatolni a glutamat visszavételét a szinaptikus vezikulakba, ezzel erds
neurotoxicitast okozva a mikrokdrnyezetben (Tavares és mtsai., 2002), 3. lipidperoxidaciot
okoz (Rios és Santamaria, 1991; Behan és Stone, 2002) és 4. képes a sajat és mas
excitotoxinok (pl. NMDA, glutamat) toxicitasat fokozni (Schurr és Rigor, 1993; Bordelon és
mtsai., 1997) (Guillemin és mtsai., 2005). A QUIN végiil nikotinamid-adenin-dinukleotidda
(NAD) alakul, amely nélkiilozhetetlen vegyiilet a sejtek miikodése soran (pl.: glikolizis, DNS
javitdo mechanizmusok, transzkripcio ellenérzés stb.) (Ying 2006).

A neuroprotekcids stratégidk szempontjabdl a kinurenin utvonal legfontosabb metabolitja és
egyben egyik végterméke a KYNA, ami kozvetleniil L-KYN-bdl szintetizalodik irreverzibilis
transzaminacio soran. A folyamatot a kinurenin aminotranszferaz (KAT) enzimek katalizaljak

(részleteiben Id 3.4 fejezet) (2. abra).

Kinurenin aminotranszferaz (KAT1-4)

NH, a-ketosav NH,
0 N
OH \ OH
o NH, aminosav 0 0
intermedier
L-kinurenin
H,0 ‘/
OH
w7
N~ “CO.H

kinurénsav

2. abra: Az L-KYN-KYNA atalakulds mechanizmusa (Han és mtsai.,, 2010 nyoman
modositva).



3.2 A KYNA neuromodulatoros hatasai

A KYNA szdmos ionotrop ¢és metabotrop receptor mitkddését modulalja a kozponti
idegrendszerben.

Mikromolos koncentracioban (IC50: 15-240 uM) egyetlen ismert endogén kompetitiv
antagonistaja az NMDA receptornak, annak sztrichin-inszenzitiv glicin kdtéhelyén fejtve ki
hatasat (Birch és mtsai., 1988).

Koncentracio-fliggd modon antagonista és agonista hatast is kifejthet az a-amino-3-hiroxi-5-
metil-4-izoxalon-propionsav (AMPA\) receptorokon (Prescott és mtsai., 2006; Rozsa és mtsai.,
2008). Alacsony koncentracioban (10 puM) facilitilja az AMPA receptor miikodést, mig
magas koncentracidban (1000 uM) kompetitiv mdédon gatolja azt.

Kérdéses a KYNA a7 nikotinos acetilkolin receptoron (a7nAChR) valé hatasa. Hilmas és
mtsai. szerint alacsony mikromolos (EC50:~7 uM) koncentracioban nem-kompetitiv
antagonistaja a receptornak (Hilmas és mtsai., 2001). Bizonyos tanulmanyokban azonban nem
volt kimutathatdo hatasa az acetil-kolin (Ach) kivaltotta metil-akonitin (MLA) szenzitiv
aramokra, sem primer hippokampalis sejtkultirakban, sem patkany vagy egér akut
agyszeletekben (Mok és mtsai., 2009; Dobelis és mtsai., 2012).

Az elmult években leirtak, hogy a KYNA endogén ligandja az asztrocitakon (Berlinguer-
Palmini és mtsai., 2013) és idegsejteken (Alkondon és mtsai., 2015) egyarant expresszalodo
Gi-fehérje asszocialt receptor 35-nek (GPR35) is (EC50: 0,1-30uM) (Wang és mtsai., 2006).
A GPR35 receptorokon keresztiil a KYNA jelentésen csokkentette a kivaltott serkentd
a Ca”" tranzienseket asztrocita sejtkulturakban (Berlinguer-Palmini és mtsai., 2013).
Mindezen receptormodulald hatdsain keresztiil a KYNA képes szabalyozni a glutamaterg
(Carpenedo és mtsai., 2001), a kolinerg (Koshy Cherian és mtsai., 2014), a GABAerg
(Beggiato ¢és mtsai.,, 2014) és a dopaminerg (Wu és mitsai., 2007) neurotranszmissziot
egyarant az agyszovetben.

A KYNA glutamat rendszert modulald hatdsat szdmos tanulmany bizonyitja. Szisztémas L-
KYN kezelés jelentésen novelte a KYNA szintet, ezzel parhuzamosan 30%-kal csokkentette a
glutamat szintet a prefrontalis kéreg teriiletén patkanyokban (Alexander és mtsai., 2012). A
KYNA direkt, lokalis adagolasa a striatum (Carpenedo és mtsai., 2001) és a hippokampusz
(Pocivavsek ¢és mtsai.,, 2011) teriiletén szintén jelentds glutamat szint csokkenést

eredményezett. Az a7nACh receptor agonista galantamin azonban visszaallitotta a csokkent



glutamat szintet a bazalis értékre, igy az a7nACh receptor hozzajarulhat a KYNA glutaméterg
rendszert szupresszalo hatasahoz.

Zmarowski és mtsai. altal végzett kisérletekben, mind a lokalis KYNA, mind a szisztémas L-
KYN kezelés csokkentette a bazalis és amfetamin kivaltotta ACh felszabadulast a prefrontalis
kéreg teriiletén. Ezt a hatast egy KAT enzim gatloval képesek voltak kivédeni. Az (S)-4-(etil-
szulfonil)benzoil-alanin (S-ESBA) csokkentette a KYNA szintet, és 2-3-szoros ACh szint
novekedést eredményezett, bizonyitva a metabolit befolydsdt a kolinerg rendszerre
(Zmarowski és mtsai., 2009).

A KYNA adagolasa reverz mikrodializis segitségével, reverzibilis modon csokkentette a
gamma-amino-vajsav (GABA) szintet is a prefrontalis kéregben. Az endogén KYNA
termelddés gatlasaval a GABA szint azonban helyredllt (Beggiato és mtsai., 2014). A
hatasmechanizmus vizSgalata soran a galantamin kivédte a KYNA indukalta GABA szint
csokkenést a kéregben, ezért az a7nACh receptornak fontos szerepe lehet a KYNA és GABA
kozotti interakcioban is (Beggiato és mtsai., 2013).

Tovabba, a KYNA vagy az L-KYN intrastriatalis infazidja éber patkanyokban csokkentette a
dopamin szintet. Az a7nACh receptor agonista kolin, illetve galantamin helyreallitotta a
dopamin szintet, mig az NMDA receptor agonista D-szerinnel ez nem sikertiilt. Ez alapjan a
KYNA dopamin rendszert modulalo hatasa szintén az a7nACh receptorokon keresztiil valosul
meg (Rassoulpour és mtsai., 2005; Wu és mtsai., 2007).

A KYNA neuromodulitoros hatasa a kozponti idegrendszerben szerteagazo és komplex;
szamos receptort és neurotranszmitter rendszert érint. Eppen ezért a KYNA szint
abnormalis csokkenése vagy novekedése a neurotranszmitter rendszerek felborult

miikodéséhez is vezethet.

33 A KYNA neurodegenerativ és  neuropszichiatriai

korképekben

A KYNA metabolizmus egyenstlya szdmos neurodegenerativ ¢€s neuropszichiatriai
betegségben felborulhat, igy a megvaltozott KYNA termelddés érintettsége a kiilonféle
kozponti idegrendszeri megbetegedésekben, illetve annak terapias célu szabalyozasa széles
korben vizsgalt (Dounay és mtsai., 2015; Maddison és Giorgini 2015).

Csokkent KYNA szint figyelheté meg Parkinson-kor esetén a substantia nigra, a prefrontalis
kéreg és a putamen teriiletén (Ogawa és mtsai., 1992). Allatkisérletek igazoljak, hogy a KAT
aktivitas is csOkken ezeken a teriileteken egér, illetve patkdny modellekben egyarant
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(Luchowski és mtsai., 2002; Knyihar-Csillik és mtsai., 2004). A KYNA szint ndvelése
csokkentette a QUIN okozta nigrostriatalis dopaminerg neuronok pusztuldsat patkany
agyszovetben (Miranda és mtsai., 1997), illetve a 6-hidroxidopamin okozta neurodegeneraciot
a striatum teriiletén (Silva-Adaya és mtsai., 2011).

Ugyancsak alacsonyabb a KYNA szint Huntington betegek agykérgi teriiletein (Beal és
mtsai., 1992), striatumaban, illetve cerebrospinalis folyadékaban (CSF) (Beal és mtsai., 1990).
Ezt a megfigyelést tamogatjak az in vitro patkany Huntington modellek is. A 3-
nitropropionsav kezelés csokkentette a KAT aktivitast, ¢s igy a KYNA szintézist kérgi
(Luchowski és mtsai., 2002) és striatalis patkany szeletekben (Csillik és mtsai., 2002). A
KMO genetikai és farmakologiai gatlasa novelte a KYNA szintet és csokkentette a
neurodegeneraciot Drosophila Huntington modellben (Campesan és mtsai., 2011). Egy
KYNA analog szintén csokkentette a betegség tlineteit transzgenikus egér modellben (Zadori
¢és mtsai., 2011).

Bizonyos betegségekben a KYNA szint azonban abnormalisan magas. Novekszik a metabolit
szintje skizofrén betegek kiilonbozé agykérgi teriiletein (Schwarcz és mtsai., 2001), illetve
CSF-jében (Erhardt és mtsai., 2001; Linderholm és mtsai., 2012). Down szindromas betegek
frontalis és temporalis kérgi teriiletein is emelkedett KYNA szint figyelheté meg (Baran és
mtsai., 1996). Allatkisérletekben a prenatalis L-K'YN kezelés a KYNA koncentracié novelése
révén a figyelmi képesség karosodasahoz (Hahn és mtsai., 2018), illetve a térbeli navigacio és
referencia memoria sériiléséhez vezetett felnott korban patkanyokban (Pocivavsek és mtsai.,
2014). Caenorhabditis elegans-on végzett friss tanulmany szerint, a KYNA felhalmozodas
hozzéjarul az dregedés soran megfigyelhetd tanulasi és memoria folyamatok karosodasahoz is
(Vohra és mtsai., 2018). Mindezen kisérletek a megnovekedett KYNA szint karos hatasat
bizonyitjak, foként a kognitiv funkciokra hatva.

A kozponti idegrendszert ¢érintdé megbetegedésekben kimutatott csokkent vagy
megnovekedett KYNA szint alapjan a KYNA termelddés mindkét iranyu regulacioja
terapias eszkozként szolgalhat a Kkiilonb6z6é neurodegenerativ és neuropszichiatriai

korképek esetén.
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34 A KYNA szintézise és a folyamat lokalizacioja emlos

agyszovetben

Az L-KYN-KYNA transzaminaciot katalizalo KAT enzimeknek négy izoformaja ismert
(KAT-1-KAT-4).

A KAT-1 és KAT-3 pH optimuma pH 9-10 kdz6tt van (Han és mtsai., 2010), igy a fiziologias
KYNA termelésben nem tulajdonitanak jelentés szerepet ezeknek az izoformaknak (Guidetti
¢és mtsai., 1997). A KAT-2 és KAT-4 izoformak ezzel szemben fiziologias pH-n (pH 7-8)
mutatjdk a legnagyobb aktivitast. Mivel ember agyszovet esetén a KYNA termelddésben
legnagyobb szerepe a KAT-2-nek van (Guidetti és mtsai., 2007a), a folyamat manipulacidja
soran a KAT-2 izoforma a vizsgalatok {6 célpontja.

Patkany agyszoveten végzett kisérletek alapjan elmondhatd, hogy a KAT-2 foként asztrocita
sejtekben van jelen. Jelentds glialis kat-2 mRNS expressziot detektaltak patkany agyszovet
szamos teriiletén (pl. hippokampusz, corpus callosum, szubventrikularis zona stb.) (Song és
mtsai., 2018). A KAT-2 fehérjét szintén asztrocitakban, illetve az ereket koriil vevo asztrocita
végtalpakban detektaltdk szamos agyteriileten patkdnyban. Az enzim neurondlis expresszidja
nem volt megfigyelhetd ezekben a kisérletekben (Guidetti és mtsai., 2007b). Mindezen
eredmények alapjan az elfogadott nézet az, hogy az asztrocitdk a felelések a KYNA
termeléséért az emlds agyszovetben (Guillemin és mtsai., 2001).

Ennek a nézetnek ellentmondanak azok a vizsgalatok, amelyekben asztrocitak mellett
idegsejtekben is detektaltak az enzimet. Patkany agykérgi (Rzeski és mtsai., 2005) és emberi
idegsejt kultirakban (Guillemin és mtsai., 2007) is kimutattak a KAT-2 neuronalis jelenlétét.
Szoérvanyos neuronalis KAT-2 lokalizaciot tapasztaltak patkany hippokampuszban, piriform
kérgében és a diagonalis koteg teriiletén is (Okuno és mtsai., 1990; Du és mtsai., 1992). A
substantia nigra dopaminerg neuronjaiban a KAT-1 izoformat és annak csokkent expressziojat
detektaltak egér Parkinson-kor modellben (Knyihar-Csillik és mtsai., 2004). Tovabba az
agyszoveten kiviil, patkany gerincveld és nyultvelé (Kapoor és mtsai., 1997), illetve patkany
retina ganglionalis sejtrétegében is bizonyitott az enzim neuronalis jelenléte (Rejdak és mtsai.,

2001).
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3.5 A KYNA termelodés genetikai és farmakologiai modulalasa

A KYNA termelddés terapias célu szabalyozasa genetikai, illetve farmakologiai eszkozokkel

egyarant vizsgalt.

3.5.1 A KYNA termelodés genetikai manipulacioja

A KYNA produkcié genetikai modulalasa soran leggyakrabban alkalmazott modell allat az
egér. A kat-2 null mutans egerek agyszoveti KYNA szintje jelentOsen lecsokken. Emellett a
glutamat tonus novekszik a hippokampusz teriiletén, valamint az allatok jobb teljesitményt
mutatnak tobb kognitiv magatartas tesztben is (Potter és mtsai., 2010). Ugyanakkor mads
kisérletek sordn az enzim genetikai delécidja a KYNA szint csokkenése mellett,
hiperaktivitast és abnormalis motoros koordinaciot is eredményezett (Yu és mtsai., 2004).

A kat-2 null mutans allatok elénye, hogy lehetéséget adnak az enzim funkcidjanak specifikus
vizsgalatara fiziologias, illetve patologias korilmények kozott egyarant. A genetikai
manipulacionak azonban szamos hatranya is van. A kat-2 null mutans egerekben a KAT
aktivitas és KYNA szint csokkenés minden esetben atmeneti volt. A valtozasok a
transzgenikus allatok posztnatalis elsé honapjaban voltak megfigyelhetéek, mig két honapos
korukra nem mutattak a fentiekben leirt fenotipusokat (Alkondon és Albuquerque 2004). A
KYNA szint és a viselkedés normalizalodaséért feltehetéen kompenzaldé mechanizmusok a
felelések. Ilyen mechanizmus lehet mas KAT izoformak (pl.: KAT-1, KAT-3)
expresszidjanak novekedése a fejlédés soran (Yu és mtsai., 2006). Emellett az eddig vizsgalt
kat-2 transzgenikus allatok null mutacidja az egész szervezetet, igy a periférias KYNA
funkciot is érintette, ami ilyen modon nem ad lehetdséget a KYNA termelddés szovet
specifikus, kizarolag a kozponti idegrendszert érint6 hatasanak vizsgalatara.

A KAT-2 szovet vagy akar sejt specifikus miikodésének és terapias szabalyozasanak
transzgenikus egereken valé vizsgalatahoz elengedhetetlen az enzim expresszios
profiljanak ismerete a vadtipusu allatokban. Annak ellenére, hogy a KAT-2 genetikai
manipuliciéja foként egerekben vizsgalt (Yu és mtsai., 2004; Potter és mtsai., 2010), a
KYNA termelédés lokalizacioja, illetve folyamata nem tisztazott egerekben. Nincs adat a

KAT-2 expresszidjarol, sem annak pontos funkcidjarol egér agyszovetben.
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352 A KYNA termelédés farmakologiai manipulicioja a KYNA
eléanyagaval, az L-KYN-nel
A farmakoldgiai vizsgalatok sordn a periférids KYNA adminisztracid6 nem eredményez
jelentés agyi KYNA szint novekedést, mivel a metabolit nehezen jut at a BBB-n (Fukui és
mtsai., 1991).
A KYNA termel6dés fokozasanak legegyszeriibb és hatékony farmakoldgiai modja annak
eléanyaganak alkalmazasa. Az L-KYN, BBB-n vald jo penetracios képessége révén,
szisztémasan is alkalmazhat6. Az L-KYN szisztémas adminisztracioja szignifikdns KYNA
szint emelkedést eredményez patkany prefrontalis kéregben (Konradsson-Geuken és mitsai.,
2010) és striatumban (Swartz és mtsai., 1990), illetve egér eldagyi és kiagyi teriileteken is
(Wang és mtsai., 2012). A szisztémas L-KYN kezelés terapias hatdsa szamos kozponti
idegrendszert érinté megbetegedésben vizsgalt, tobbek kozott agyi iszkémia (Gigler és mtsai.,
2007; Gellert és mtsai.,, 2013), migrén (Chauvel és mitsai.,, 2012) és Parkinson-kor
modellekben is (Silva-Adaya ¢és mtsai, 2011). A KYNA termel6dés fokozhaté az
agyszovetben az L-KYN lokalis alkalmazasaval is. Novekedett a KYNA szint az L-KYN
reverz mikrodializissel torténd adagolasaval patkany kisagy, prefrontalis kéreg és striatum
teriiletén (Wu és mtsai., 2007; Wu és mtsai., 2010; Blanco Ayala és mtsai., 2015).
Az L-KYN indukalta KYNA produkcio in vitro rendszerekben is vizsgalt. Az akut agyszelet
preparatumok lehetdséget nydjtanak a KYNA termelddés folyamatinak -példaul az azt
modulald faktorok- szélesebb spektrumu farmakologiai vizsgalatara, illetve annak szovet
specifikus terapias szabalyozasara is. Patkany akut Kortikalis agyszeletek esetén jelentdsen
megndvekszik a KYNA mennyisége az inkubaciés médiumban L-KYN kezelés hatasara
(Hodgkins és mtsai., 1999). Patkany tGlél6 agyszeletekben mutattak ki, hogy a KYNA
termelédés fiigg bizonyos ionok (pl. CI', Na*) kocentraciojatol (Turski és mtsai., 1989), illetve
a gliikoz ellatottsagtol is (Gramsbergen és mtsai., 1997). Ugyancsak novelheté a KYNA szint
L-KYN-nel patkany akut hippokampalis agyszeletekben, ahol az endogén termel6dott KYNA
csokkentette az epileptiform aktivitas el6fordulasanak gyakorisagat (Scharfman és mtsai.,
1999), illetve gatolta az NMDA és a7 nACh receptorokat (Alkondon és mtsai., 2011).
A KYNA termelodés folymatanak karakterizalasara, illetve a folyamat szovet specifikus
terapias célu szabalyozasara az in vitro akut agyszelet preparatumok jé alapot
biztositanak és Kkiegészitik az In vivo Kkisérletek eredményeit. Egér akut agyszelet
preparatumokban a KYNA termelédés azonban eddig nem vizsgalt; nincs adat sem a
bazalis, sem az L-KYN indukalta KYNA produkciorol.
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3.53 A KYNA termelédés farmakolégiai manipulicidja specifikus KP

enzim gatlassal

A KYNA szint szabalyozasanak mésik modja lehet a KP bizonyos enzimeinek gatlasa, amely
révén a KP metabolizmus a KYNA termelddés irdnyaba vagy ellenébe billenthetd.

A KMO enzim gatlasa révén csokken a 3-HK és QUIN termelddés, mig a KYNA szint
novekszik az agyban (Wu és mtsai., 2000). A JM6 gatloszer kronikus adagolasa a KYNA
szint novelése mellett, csokkentette a glutamat szintet az agyszovetben, megakadalyozta a
térbeli tdjékozodas karosodasat és a szorongds kialakulasat Alzheimer-kér modellben.
Emellett mérsékelte a szinapszisok szamanak csokkenését és a mikroglia aktivaciot
Huntington-koér modelljében (Zwilling és mtsai., 2011). Egy masik KMO gatlo csokkentette a
nikotin fliggdséget és a visszaesést patkany és majom modellekben (Secci és mtsai., 2017).
Terapias stratégia lehet a KP metabolizmus masik iranyba val6 eltolasa is a KAT-2 enzim
farmakologiai gatlasaval (Nematollahi és mtsai., 2016). Az (S)-ESBA-val, egy specifikus
KAT-2 enzim gatloval csokkenthetd az agy KYNA szintje, illetve novelhetd az extracellularis
dopamin szint patkany stridtum teriiletén (Amori €s mtsai., 2009). Ugyanez az enzim gatld
novelte az ACh (Zmarowski és mtsai., 2009) és a glutamat (Konradsson-Geuken és mtsai.,
2010) szintet is a KYNA szint csokkentése mellett a prefrontalis kéreg teriiletén,
patkanyokban. A legujabb szelektiv és irreverzibilis KAT-2 gatloszer, a PF-0485998,
konnyen atjut a BBB-n, igy mar szisztémasan is alkalmazhaté (Dounay és mtsai., 2012). A
gatloszer patkany prefrontélis kéregben csokkentette a KYNA szintet €s helyredllitotta a
nikotin kivaltotta glutamaterg tranzienseket (Koshy Cherian és mtsai. 2014). Tovabba
patkanyokon és majmokon végzett kisérletekben a KYNA szint csokkentése mellett kivédte a
ketamin indukalta munkamemoria karosodasat is (Kozak és mtsai., 2014).

Egér agyszovet esetén nincs adat a KAT-2 farmakolégiai gatlasanak hatasarol, az enzim

KYNA termelédésben feltételezett Kis szerepe miatt (részleteiben 1d. 3.6 fejezet).

3.6 A kinurenin rendszer kiilonbségei emlds fajokban

A terapias kisérletek hatékonyagat, illetve azok késdbbi klinikai alkalmazasat megneheziti,
hogy a kinurenin rendszerben jelent6s eltérések vannak a kiilonb6z6 emlés fajok esetén.

A KYNA fiziologias koncentracidja az agyszdvetben jelentdsen eltér a kiilonb6zé modell
allatokban, illetve emberben. A legnagyobb mennyiségben az emberi agyban van jelen.

Koncentracioja 10-szer magasabb az emberi agykéreg teriiletén, mint patkany vagy
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tengerimalac esetén. A gyakran hasznalt laboratoriumi allatok koziil a nyul agyszovetében
mérték a legmagasabb KYNA szintet, mig a legkevesebbet az egér agyszovetben (Moroni és
mtsai., 1988).

Az L-KYN szérum, illetve CSF szintje is jelentdsen kiilonbozik az emlds fajokban. Mind a
szérum, mind a CSF esetén a legmagasabb L-KYN szintet nyulakban mutattdk ki, mig a
legalacsonyabb a patkany, tengerimalac €s az egér mintakban volt (Fujigaki és mtsai., 1998).
A KYNA szintéziséért felelds KAT izoformak szerepe szintén eltérd a kiilonb6zd fajokban.
Az ember ¢és patkany agyszovetben a f6 KYNA szintetizalo enzim a KAT-2. A teljes KAT
aktivitas tobb mint 50%-aért ez az izoforma felel (Guidetti és mtsai., 1997, Guidetti és mtsai.,
2007a). Egér esetén a KAT izoformak funkcidja kevéssé vizsgalt és tisztazott. EQy in vitro
tanulmany szerint a KAT-4-nek van a legnagyobb szerepe a KYNA szintézisben felnott egér
agyszovet esetén (Guidetti és mtsai., 2007a), mig a KAT-2 aktivitas csak a posztnatalis élet
elsé honapjaban fontos és feln6tt korban csak kis hanyadat (~10-12%) adja a teljes KAT
aktivitasnak (Alkondon és mtsai., 2004).

A KAT-2 gatlas soran is eltéré hatas tapasztalhatd patkany, majom és ember esetén. Ketamin
indukalta munkamemoria karosodas helyreallitasaban egy KAT-2 gatloszer 10-szer magasabb
dozisban (32 mg/ttkg) volt hatasos patkany kisérletekben, mint majmokon (3.2 mg/ttkg)
végzett hasonlo vizsgalatokban (Kozak és mtsai., 2014). Ezzel szemben egy masik specifikus
KAT-2 gatloszer, az S-ESBA jelentdsen nagyobb (10x-20x) gatlasi potenciallal rendelkezett
patkany KAT-2 esetén, mint human KAT-2 esetén (Dounay és mtsai., 2012). A kiilonbség
lehetséges magyarazata a KAT-2 fehérje aminosav szekvencia eltérései a kiilonboz6 fajokban
(Pellicciari és mtsai., 2008).

Mindezek alapjan a Kinurenin rendszer karakterizalasa és a kiilonbségek tisztazasa a
modell allatokban sziikséges és elengedhetetlen a hatékony terapias céli kinurenerg

manipulaciokhoz.
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4 Célkituzések

Az értekezés alapjat képezd kisérletes munka f6 célja a kinurenin rendszer karakterizalasa
volt C57BI/6 egér torzsben. Az utvonalon beliill, a neuroprotekcios stratégiak egyik f6
célpontjanak, a KYNA termelédésének anatomiai és funkcionalis vizsgalatat végeztiik egér

agyszdvetben.

Célkitiizés 1:
A KYNA szintéziséért felelos enzim, a KAT-2 lokalizaciojanak vizsgalata egér agyszovetben

mRNS ¢és fehérje szinten, szdvettani, citokémiai és biokémiai mddszerekkel.

Célkitiizés 2:
A KYNA termel6dés in vitro, egér akut tulélé agyszeleteken torténd vizsgalatara alkalmas
inkubacios rendszer kialakitdsa és az agyszeletek allapotdnak karakterizaldsa tobb Oras

inkubéciot kovetden.

= Az agyszeletek gliikoz felhasznalasanak vizsgalata

» Az agyszeletek strukturalis integritasanak vizsgalata biokémiai és szovettani
modszerekkel (LDH assay, NeuN immunjel6lés, krezil ibolya festés)

= Az agyszeletek milkodOképességének tesztelése a szinaptikus funkcid
vizsgalataval (paros pulzus paradigma (PPP), input-output (I/O) gorbe)

= A neuronok és asztrocitdk mikodésének indirekt vizsgalata biokémiai és

szOvettani modszerekkel (C-Fos immunjel6lés, S100 és NPAS4 Western Blot)

Mindezen vizsgalatok célja, annak bizonyitasa, hogy az rendszeriink alkalmas hosszabb ideji
farmakologiai vizsgalatok elvégzésére akut agyszeleteken és a tobb oras inkubacid soran

detektalt KYNA felszabadulas nem pusztan a sejtek karosodasanak eredménye.

Célkitiizés 3:

A bazalis és L-KYN indukalt KYNA termelddés vizsgalata egér akut tulél agyszeletekben. A
termelddott KYNA szovetben és ACSF-ben valdo megoszlasanak meghatarozasa.

Célkitiizés 4:

A KAT-2 gatlas KYNA termelddésre gyakorolt hatdsanak vizsgéalata egy KAT-2 szelektiv

enzim inhibitorral egér akut talél6 agyszeletekben.
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5 Anyagok és Modszerek

Allatok

Kisérleteinkben 8-12 hetes him C57BL/6 egereket (n=49) hasznaltunk fel. Az allatok szamara
szabad hozzaférést biztositottunk mind a vizhez mind az élelemhez, a szamukra kialakitott
szabvanyos milanyag ketrecekben. Az allathazban a napi ciklusuknak megfeleléen 12:12 6ras
sOtét-vilagos periodust és 23°C homérsékletet biztositottunk. Kisérleteinket, a laboratériumi
allatok gondozasaval kapcsolatos alapelveket (NIH Publikacio No. 85-23), a Magyar
Egészségiigyi Bizottsag altal jovahagyott allatgondozassal kapcsolatos protokollt (1998), és
az Eurdpai Kozosségek Tanacsanak 2010. évi rendeletét (2010/63/EU) betartva végeztiik. A
kisérletek elvégzéséhez sziikséges etikai engedély szamunk: 1-74-16/2015.

5.1 A Kkinurenin rendszer anatomiai vizsgalata

5.1.1 Szovet preparalas a hisztologiai vizsgalatokhoz

Az éllatokat intraperitonealis (i.p.) uretan injekcidval (1.6 g/ttkg) altattuk és transzkardidlisan
perfundaltuk 0,1 M jéghideg foszfat-pufferrel (PB, pH 7.4), majd 4%-os paraformaldehiddel
(PFA, pH 7.4). Az RNS in situ hibridizacios kisérletekhez az oldatokat dietil-pirokarbonattal
kezeltiik (DEPC) az RNaz szennyezddés megeldzése céljabol. A perfundalast kdvetden az
agyszoveteket egy éjszakan at 4% PFA-ban posztfixaltuk. A fixalt agyszovetekbOl masnap
vibratommal (Leica VT1000 S) 20 um vastag metszeteket készitettiink.

A Western blot analizishez az allatokat jéghideg PB-vel perfundaltuk, majd az agyszoveteket
folyékony nitrogénbe helyeztiik, és felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

5.1.2 RNS proba szintézis

A kat-2 cDNS-t (Aadat NM 011834 Mouse cDNS clone, OriGene Technologies) Kpul és
HindIIT restrikciés emésztéssel tavolitottuk el a hordozd vektorbol. A kapott 1600 bp
hosszlisagu fragmentet kat-2 specifikus, T7 vagy SP6 RNS polimeraz promoter szekvenciakat
hordozo6 primerekkel felamplifikaltuk. A primerek szekvenciai a kdvetkezdek voltak: 5’-GGA
TCC TAATAC GAC TCA CTA TAG GGA GAA CCA GAG GGA TTC CAT A-3’ (KAT-2
forward) és 5°-GGA TCC ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAG AGG AAA GCT ATT
TGG CAA TGT G-3° (KAT-2 reverz). A szensz és antiszensz probak szintetizalasat in vitro
transzkripcioval végeztiik. A folyamat soran a felamplifikalt DNS templatokat, T7 vagy SP6
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RNS polimerazt (Sigma Aldrich) és digoxigenin (DIG) jeldlt nukleotidokat hasznaltunk (DIG
RNS Labeling mix, Sigma-Aldrich).

5.1.3 RNS in situ hibridizacié

A kat-2 mRNS expresszid vizsgalatara RNS in situ hibridizaciot végeztiink. Posztfixaciot
kovetéen a szeleteket DEPC kezelt, 0,2 % Tween-20-t tartalmazé PB-ben (PBT, pH 7.4)
mostuk, proteinaz K segitségével 5 percig emésztettiik (2 pg/ml, Sigma-Aldrich), majd 20
percig 4%-0s PFA-ban ismét posztfixaltuk. Alapos mosast kdvetden a szeleteket 1 Oran
keresztiil 65 °C-on hibridizacids pufferben prehibridizaltuk. A hibridizacioés puffer 50%
formamidot, 5X natrium citrat puffert (SSC), 0.1 mg/ml szonikalt csirke DNS-t és 0,1%
Tween-20-t (pH 4.5) tartalmazott. A hibridizaciot egy éjszakan, at 65 °C-on ugyanebben az
oldatban végeztiik kiegészitve a DIG-jelolt szensz és antiszensz kat-2 RNS probakkal (300
1%-o0s normal szamar szérumban (NDS) blokkoltuk, majd alkalikus-foszfataz konjugalt anti-
DIG antitestben (juh anti-DIG-AP, 1:1000, Sigma-Aldrich) egy ¢&jszakan at, 4°C-on
inkubaltuk. A kovetkez6 napon a mintakat nitroblue-tetrazolium-5-bromo-4-kloro-3-indolil-
foszfat szubsztratot (NBT-BCIP, 1:50, pH 9.5, Sigma-Aldrich) tartalmazé oldatba helyeztiik.
Az enzimreakciot PB-vel leallitottuk, majd a metszeteket vizes alapt fedéanyaggal (ProLong
Gold, Life Technologies) lefedtiik.

5.1.4 Fluoreszcens immunhisztokémia

A KAT-2 fehérje expresszio vizsgalatara indirekt immunhisztokémiai festéseket végeztiink.
Posztfixaciot kovetéen a szabadon uszé metszeteket 0,4% Triton X-100 (Tx100) detergenst
tartalmaz6 PB-ben mostuk, majd 1 o6ran at 1%-0s NDS-ben blokkoltuk. A KAT-2 fehérje
jelolésére, illetve a KAT-2-t tartalmazd sejtek azonositdsara a metszeteket a megfeleld
elsédleges antitestekben inkubaltuk (nyal anti-KAT-2, 1:1000, Proteintech; patkany anti-
GFAP, 1:4000, Sigma-Aldrich; egér anti-NeuN, 1:4000, Millipore; egér anti-GAD67, 1:1000,
Millipore) egy éjszakan at, 4 °C-on. Masnap a fluoroforral kapcsolt masodlagos antitestekben
(1:500, Jackson ImmunoResearch) a szeletek 2 orat inkubalodtak. Az elsddleges és
masodlagos antitesteket is 0,1 M-0s PB-ben higitottuk ki, amely 0,4% Tx100 detergenst és
1% NDS-t tartalmazott. A sejtmagokat a protokoll végén 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
festékkel jeloltik. A szeleteket targylemezre huztuk, majd vizes alapu fedGanyaggal
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(ProLongGold, Life Technologies) lefedtik. A megfestett metszeteket fluoreszcens
mikroszkop (Olympus BX51) alatt, a megfeleld sziiré hasznalataval vizsgaltuk.

5.1.5 Sejt transzfekcio és immuncitokémia

Az immunhisztokémiai kisérleteink soran, a KAT-2 jelolésére hasznalt elsddleges antitestiink
specificitasat kat-2 CDNS-sel transzfektalt HeLa sejtkultiran (HeLa ATCC® CCL2™)
teszteltiik.

A fagyasztott sejteket 37 °C-0s vizfiirddben felolvasztottuk, majd 10% fotalis marha szérum
(FBS), 4 mM glutamin és 100 egység/ml penicillin/streptomicin tartalmii Dulbecco’s
Modified Eagle médiumban (DMEM, WAKO) reszuszpendaltuk. A sejteket ezutan poli-
lizinalt feliileten (Thermo Fisher Scientific) szélesztettiik, majd 37 °C-on és 5% CO,
koncentracio mellett, 80%-o0s konfluencia szint eléréséig novesztettiik. A sejtekbe ezutan 2 pg
kat-2 cDNS vektort jutattunk transzfekcios reagens segitségével (FUGENE® HD Transfection
Reagent). 48 oras inkubacio (37°C, 5% CO,) utan a sejteket PBS-sel mostuk, 4%-0s PFA-val
15 percig fixaltuk, majd 0,1% Tx100-zal 15 percig permeabilizaltuk. A nem specifikus
antitestkotddést 3%-os marha szérum albuminnal (BSA) blokkoltuk. Ezt kdvetden a sejteket
az elsddleges antitestben (nyul anti-KAT-2, 4 ng/ml) egy éjszakan at 4 °C-on, majd masnap a
masodlagos antitestben 2 oran at, szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az elsddleges és
masodlagos antitesteket is a blokkolo oldatban higitottuk ki. A megfestett sejteket
fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk (BZ-X700, Keyenc Corp.).

5.1.6 SDS gélelektroforézis (SDS-PAGE) és Western blot

Az anti-KAT-2 elsddleges antitestiink specificitasanak tovabbi vizsgalatahoz SDS-PAGE és
Western blot analizist végeztiink HeLa sejtkultura, illetve egér agyszdvet homogenizatumon.
A HeLa sejtkulturat és az egér agyszovetet protedz inhibitor koktélt (Sigma-Aldrich)
tartalmazd extrakcidos pufferben (T-PER®, Thermo Scientific) homogenizaltuk, majd
szonikaltuk. A homogenizatumokat magas fordulatszdmon (12000 rpm, 10 perc, 4 °C)
centrifugaltuk. A feliiluszokat felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. A mintaink Osszfehérje
mennyiségét a Hela sejtkultura esetében bicinkoninsav (BCA) fehérje assay (Pierce)
segitségével, az agyszovet esetében Bradford-féle fehérje assay segitségével hataroztuk meg.
Ezt kovetéen a fehérje mintakat 8%-os gélen elvalasztottuk (50 ug, 100V, 1 6ra), majd a
szétvalasztott fehérjéket polivinilidén-fluorid (PVDF, Millipore Immobilon®- P) membranra
blottoltuk (20V, 90 perc). A blottolashoz minden esetben 20% metanol, 25 mM Tris bazis és
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192 mM glicin tartalmu transzfer puffert hasznaltunk. A blottolast kdvetéen a membrant
0,05% Tween-20-t tartalmazdo 1X PBS-ben (PBST) mostuk, 5%-0s zsirmentes tejport
tartalmazé (Bio-Rad) oldatban 30 percig blokkoltuk, majd egy éjszakan at az elsédleges
antitestben inkubaltuk (nyal anti-KAT-2, 1:200, 4 °C). Masnap a membrant
tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt masodlagos antitestben (HRP-konjugalt kecske anti-nyul,
1:10000, Jackson ImmunoResearch) inkubaltuk 1 éran at, szobahdmérsékleten. Az elsddleges
¢s masodlagos antitesteket is a blokkolo oldatban higitottuk ki. Az immunreaktiv band-eket
kemilumineszcens kit (Immobilon Western, Millipore) segitségével detektaltuk. A

membranokat Li-Cor C-DIGIT Blot szkennerrel digitalizaltuk.

5.2 A Kkinurenin rendszer funkcionalis vizsgalata
5.2.1 Szovet preparalas az in vitro Kisérletekhez

Az allatokat izoflurannal (3%) altattuk, majd dekapitaltuk. A koponyacsont felnyitasat
kovetden a bulbusok mdogott, illetve a kisagy eldtt egy-egy metszést ejtve a hippokampuszt
tartalmazd agyi régiot eltavolitottuk és abbol vibratom (Leica VT1200S, Németorszag)
segitségével 350 um vastagsagu tulélé hippokampalis agyszeleteket készitettiink. A metszést
4 °C-os mesterséges agy-gerincveldi folyadékban végeztiik (arteficial cerebrospinal fluid,
ACSF), melynek Osszetétele a kovetkezé volt: 234 mM szukroz, 3.5 mM KCI, 1 mM
NaH,PO4, 24 mM NaHCO3, 1 mM CaCl,, 3 mM MgSO4 és 10 mM D-gliikkoz. A szeleteket
ezutan fél orat pihentettilk alacsony Ca®* tartalmi ACSF-ben, melynek Osszetétele a
kovetkezdekben tért el a metszé6 ACSF-t6l: 1.5 mM CaCl; és szukroz helyett 130 mM NaCl.
Irodalmi adatok alapjan a termel6d6 KYNA koncentracidja az alacsony nanomolaris
tartomanyba esik (Schwieler és mtsai.,, 2006), igy annak érdekében, hogy a KYNA
koncentracidé nagy teljesitményti folyadék kromatografiaval (HPLC) detektalhato legyen, a
pihentetést kovetéen a szeleteket kis térfogati ACSF-et tartalmazo inkubacios kamrakba
helyeztiikk (6ml ACSF/6szelet/lyuk). A 6 szelet nedves tomege a kisérletek soran atlagosan
98,45 mg volt. A szeleteket a KAT-2 optimalis miikodéséhez 30 °C-on (Banerjee és mtsai.,
2012), folyamatos oxigenaltatas (95% O, 5% CO;) mellett, de perfuzié nélkiil inkubaltuk. (3.

abra).
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3. abra: Az inkubacios rendszer felépitése. Az agyszeletek kis térfogatt ACSF-ben (6ml
ACSF/6 szelet) inkubalddtak szabalyozott hémérsékleten (30 °C), folyamatos oxigenaltatas
mellett, az ACSF perftzidja nélkiil.

5.2.2 Az invitro kisérletsorozat csoportjai

Az in vitro rendszeriinkben inkubalodo agyszeletek anatomiai és funkcionalis karakterizalasa
soran Kkét csoportot vizsgaltunk: normal térfogatt ACSF-ben (~200 ml) inkubal6do
agyszeleteket (NT kondicié) és a kinurenin rendszer vizsgalatara szolgald, kis térfogata
ACSF-ben (6ml/6 szelet) inkubal6do agyszeleteket (KT kondicié). Az NT kondicié kontroll
csoportként szolgalt a KT kondicié karakterizaldsa sordn. Az Osszehasonlité vizsgalatokat
mindkét kondicio esetén 4 6ra inkubacidt kdvetden végeztiik. A gliikkoz és LDH szintet csak a
KT kondicioban vizsgaltuk, és a 4 oras inkubacio mellett 30 perces inkubaciot is végeztiink.
Ezt kovetden, a KT kondicioban a bazalis (kontroll csoport) és L-KYN indukalta (L-KYN
csoport) KYNA termelddést, illetve a KYNA megoszlasat vizsgaltuk. Az indukalt KYNA
termel6dés vizsgalatahoz a szeleteket 10 uM L-KYN-ben inkubaltuk. A KYNA mennyiségét
4 6ras inkubaciot kovetden mértiik.

A KAT-2 gatlas hatasanak vizsgalatara egy specifikus KAT-2 gatloszert (PF-04859989,
Sigma-Aldrich) alkalmaztunk 4 6ras inkubacio soran, szintén a KT kondicioban. A gatloszert

10 uM L-KYN mellett 5 uM-os koncentracioban hasznaltuk.

5.2.3 SDS-PAGE és Western blot

Az NT és KT kondiciok kozotti kiillonbségek vizsgalatara SDS-PAGE és Western blot
analizist végeztiink a kondiciokbol szarmazo agyszeleteken. Vizsgaltuk egy neuronalis Korai

gén termékét, az NPAS4 expressziojat, illetve a glidlis S100 fehérje szintjét.
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A mintdkat a korabbi alfejezetben (Id. 5.1.6.) leirt médon preparaltuk, futtattuk, majd
blottoltuk. A blottolast kdvetéen a membrant 1X PBST-ben mostuk és 5%-os zsirmentes
tejport tartalmazo (Bio-Rad) oldatban 30 percig blokkoltuk. Ezutan a membrant egy éjszakan
at az els6dleges antitestben (nyul anti-S100, 1:1000; nyul anti-NPAS4 1:1000), majd masnap
1 6ran at HRP konjugalt, masodlagos antitestben (HRP-konjugalt kecske anti-nyal, 1:10000,
Jackson ImmunoResearch) inkubaltuk szobahdmérsékleten. Az elsédleges és masodlagos
antitesteket is a blokkolo oldatban higitottuk ki. Az immunreaktiv band-eket a korabban leirt
modon detektaltuk.

5.24 HPLC

Az inkubécié sordn termel6dé KYNA szintjének meghatarozasdhoz HPLC méréseket
végeztiink az ACSF ¢és szoveti mintakon egyarant. Az inkubaci6é végén, minden KT csoport
esetén, az ACSF-et és 3 agyszeletet (~40 mg) folyékony nitrogénben lefagyasztottunk, majd a
mérésekig -80 °C-on taroltunk.

A mérés napjan az agyszeleteket 30 masodpercig homogenizaltuk jéghideg, trifluorecetsavat
(0,01%) ¢és 2 uM 3-nitro-L-tirozint (3-NLT, belsé standard) tartalmazo oldatban. A
homogenizatumot 12000 rpm-en, 4 °C-on, 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszokat a tovabbi
analizisig -80 °C-on taroltuk. Az ACSF mintékat ugyan ezen a modon dolgoztuk fel.

A méréseket fluoreszcens és UV detektorral kombinalt Agilent 1100 HPLC rendszer
segitségével végeztilk (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA). A KYNA
koncentracid6 meghatarozasahoz a fluoreszcens detektort 344 nm excitacios €s 398 nm
emisszios hullamhosszra, mig a bels6 standard mérésére az UV detektort 365 nm-re allitottuk.
A kromatografiai elvalasztast Kinetex C18 oszlopon végeztiik (150 x 4.6 mm belsd atmérd., 5
um szemese méret, Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA), egy Security Guard C18-as el6tét
oszloppal (4 x 3.0 mm bels6 atméré., 5 um szemcse méret, Phenomenex Inc., Torrance, CA,
USA). Az aramlasi sebesség 1.2 ml/perc, mig az injektalt térfogat 50 pul volt. A kimutatasi
hatar (LOD) és meghatarozasi hatar (LOQ) a szdvetben és az ACSF-ben is 1 és 3.75 nM, mig
az ismételt injektalasok relativ standard deviacio értéke < 2.2% volt. A visszanyerés értékei a

szovet és ACSF mintak esetén 103-108% és 81-91% kozott voltak
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5.2.5 A tuléld agyszeletek ujrametszése

A szovettani vizsgalatokhoz minden kisérlet soran csoportonként 1-1 szeletet fixaltunk (4%
PFA). Masnap a szeleteken 15%-0s, majd 30%-0s szukrdz oldattal krioprotekciot végeztiink.
Az Ujraszeletelésig a szeleteket -20 °C-on, 30 %-os szukréz oldatban taroltuk. Az
ujraszeletelést fagyasztd mikrotommal (Reichert-Jung 1206) végeztiikk, amellyel 30 um

vastagsagu metszeteket készitettiink. A metszeteken tovabbi szovettani festéseket végeztiink.

5.2.6 Krezil ibolya festés

A hippokampusz CA1l és CA3-as sejtjeinek morfologiai valtozasait krezil ibolya festéssel
vizsgaltuk. A festék bazikus jellegii, igy savas komplexekhez kot a sejtek citoplazmajaban,
foleg az RNS gazdag riboszomakhoz, a sejtmaghoz és sejtmagvacskahoz.

A metszeteket leszalld alkohol sorban rehidrataltuk, majd 0,001%-0s krezil ibolya
festboldatban 5 percig inkubaltuk. Mosast és szaritast kovetden a metszeteket xilol alapa

fedéanyaggal fedtiik, majd fénymikroszkop alatt vizsgaltuk.
5.2.7 Fluoreszcens immunhisztokémia

A c-Fos fehérje expressziés mintazatanak, illetve a hippokampusz CAl és CA3-as régio
strukturalis integritdsanak vizsgalatahoz immunhisztokémiai festéseket is végeztiink az NT ¢és
KT szeletekb6l készult metszeteken. A metszeteket 0,4 % Tx100-at tartalmazd PBS-ben
mostuk, majd 1 oran at 2%-0s NDS-ben blokkoltuk. A metszeteket a megfelelé els6dleges
antitestekben inkubaltuk (nyul anti-c-Fos, 1:2000, Santa Cruz; patkany anti-GFAP, 1:4000,
Sigma-Aldrich; egér anti-NeuN,1:4000, Abcam) egy ¢&jszakan at, 4 °C-on. Masnap a
fluoroforral kapcsolt masodlagos antitestekben (1:500, Jackson ImmunoResearch) 2 orat
inkubalodtak a szeletek. Az elsddleges és masodlagos antitesteket is 0,1 M-0s PB-ben
higitottuk ki, amely 0,4% Tx100 detergenst és 1% NDS-t tartalmazott. A protokoll végén a
szeleteket targylemezre huztuk, majd vizes alapt feddanyaggal (ProLongGold, Life
Technologies) lefedtiik. A megfestett metszeteket fluoreszcens mikroszkop (Olympus BX51)

alatt, a megfeleld sz{ird hasznalataval vizsgaltuk.

5.2.8 Invitro elektrofiziologia

A szinaptikus funkcidé vizsgalatira az NT és KT szeleteken input/output (I/O) gorbe
felvételeket és paros pulzus elvezetéseket végeztiink 4 6ras inkubaciot kovetden. A szeleteket

Haas tipusu regisztrald kamraba helyeztiik. A regisztracid sordn hasznalt ACSF Osszetétele a

24



kovetkezOkben tért el az alacsony Ca®" tartalmtt ACSF-t8l: 3 mM CaCl,. Az oldat aramlasi
sebessége 2 ml/perc, hémérséklete 32 °C volt. A szeleteket a regisztracié soran karbogénnel
folyamatosan oxigenaltattuk. Az ingerléshez egy rozsdamentes, titdnium-iridium 6tvozetbol
késziilt koncentrikus bipolaris fém elektrodot (Neuronelektrod Kft.), mig az elvezetéshez 1,5-
3 M Q ellenallasu iivegelektrédot hasznaltunk. Az ingerld elektrodot a hippokampusz CA3-
CAl-es régioja kozott, a stratum radiatum rétegbe helyeztiik, ahol a Schaffer kollateralisok
futnak, mig az elvezetd elektrodot a CAl-es régid stratum radiatum rétegébe pozicionaltuk,
ahol a Schaffer kollateralisok a CAl-es piramis sejtek apikalis dendritjeivel szinapszist
képeznek (4. abra). Az clvezetett serkentd posztszinaptikus mezopotencialokat (FEPSP)
erdsitettiik és szirtik (WPl AMP-04). Az adatokat digitalizaltuk (10 KHz, Axon Digidata
1320A), majd Axon pCLAMP 10 szoftver (Molecular Device) segitségével regisztraltuk.

> Elvezet6 elektréda
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sematikus abrdzolasa. Roviditések: Sch: Schaffer kollateralisok, CA1l: az Ammon szarv 1-es
régioja, CA3: az Ammon szarv 3-as régioja (Kim és Diamond, 2002 nyoman modositva).

I/0 gorbék: Az alapvetd szinaptikus transzmisszid vizsgalatara I/O gorbéket regisztraltunk az
NT és KT szeletekben. Az ingerkiiszob €s a minimalis valasz meghatarozasa utan a stimulus
erosségét fokozatosan emeltiik. Az ingerld dramlépcsd 5 pA volt. Minden aramlépcsd esetén
5 valaszt regisztraltunk és azok értékét atlagoltuk. A stimulus 0,05 Hz frekvenciaja, 0,3 ms
ingerszélességii volt. A fEPSP-k meredekség értékeit a stimulus intenzitasok fliggvényében
abrazoltuk.

Paros pulzus paradigma (PPP): A rovidtavu szinaptikus plaszticitas vizsgalata soran a PPP-
nek megfelelden két, egymast rovid idén beliil kovetd stimulust alkalmaztunk 0,05 Hz-es
frekvenciaval és 0,3 ms ingerszélességgel. A két stimulus kozott eltelt id6 50 ms (inter
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stimulus intervallum) volt (5. abra). A kisérletek soran az Gn. paros pulzus aranyt (PPR)
vizsgaltuk, amely a masodik fEPSP (fEPSP2) és els6 fEPSP (fEPSP1) meredekségének
hanyadosa (fEPSP2/fEPSP1).

A kiértékelést mindkét paradigma esetén Clampfit 10 (Molecular Devices) és OriginPro 8.0
(OriginLab Corporation) programokkal végeztiik.

stimulus-1 stimulus-2
J

50 ms

fEPSP1
100 pv

10 ms

fEPSP2

5. abra: A paros pulzus ingerlési paradigma. A paradigma soran két, egymast rovid 1idon beliil
(50 ms) koveto stimulust alkalmaztunk. A masodik stimulus utan egy facilitalt valasz
(FEPSP2) detektalhato (reprezentativ regisztratum, sajat).

5.2.9 Laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitas mérése

A sejtmembran integritds ¢és permeabilitas sériillésének kimutatdsara, igy a szovetek
¢letképességének vizsgalatara szolgal a sejtekbdl kiszabadulo LDH enzim aktivitasanak
mérése. Az LDH aktivitast 30 perc és 4 6ra inkubacio elteltével vizsgaltuk az ACSF-ben az
enzim aktivitasanak meghatarozasara szolgald reagens készlet segitségével (Diagnosticum
Ltd, Hungary, 46461). A gyartd eldirasainak megfeleléen 1 ml reakcidelegyet adtunk a
mintainkhoz, majd 1 perc inkubaciét kdovetden Biolis 24i Premium System késziilék
(Siemens) segitségével meghataroztuk a mintdk abszorbanciajat 340 nm-en, 37 °C-on.
A maximalis LDH felszabadulas meghatarozasara a 4 oras inkubaciot koveten 1%-0s Tx100-

zal kezeltiik a szeleteket.
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5.2.10 Hexokinaz (HK) aktivitas mérése

A szovetek szamara elérhetd gliikoz mennyiség, illetve a glilkdéz fogyas meghatarozasara
glikoz HK aktivitas vizsgalatot végeztiink. A HK aktivitast 30 perc és 4 6ra inkubaciot
kovetden vizsgaltuk az ACSF-ben az enzim aktivitisinak meghatarozasara szolgalo,
kétlépéses reagens készlet segitségével (Diagnosticum Ltd, Hungary, 47361). A gyartd
eldirasainak megfelelden 800 ul reakcioelegyet adtunk a mintdinkhoz az elsd 1€pés soran, és 5
percig inkubaltuk. Ezt kovetéen 200 pl reakcidelegyet adtunk a mintdinkhoz és 1 perc
inkubaciot kovetéen Biolis 241 Premium System késziilék (Siemens) segitségével

meghataroztuk a mintak abszorbanciajat 340 nm-en, 37 °C-on.
5.2.11 Alkalmazott statisztikai modszerek

Az ACSF mintdk esetén a glilkdz mennyiség, LDH felszabadulas és KYNA mennyiség
értékeit a parolgassal korrigaltuk, illetve 100 mg tomegii agyszovetre normalizaltuk. A szdveti
mintdknal a KYNA mennyiséget szintén 100 mg agyszdvetre normalizaltuk.

Az adatok eloszlasanak normalitdsat Shapiro-Wilk probaval, a szordsok homogenitasat
Levene teszttel vizsgaltuk. A szignifikanciat normalis eloszlasi és egyenld szordsu mintak

esetén két mintds t-probdval teszteltik. Amennyiben a normalitds €és/vagy a variancidk
homogenitasa nem teljesiil, a tobbszords dsszehasonlitast Kruskal-Wallis, két fliggetlen minta
Osszehasonlitasat pedig Mann-Whitney nem parametrikus probakkal végeztiik.

A statisztikai analiziseket IBM SPSS szoftverrel (IBM SPSS 20.0), az adatok abrazolasat
OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation) programmal végeztiik.

27



6 A Kisérletekben valo részvétel

A kisérletes munka soran a kovetkezo vizsgalatokat végeztem:

- Szovet preparalas a szovettani vizsgalatokhoz

- RNS in situ hibridizacid

- Fluoreszcens immunhisztokémia

- SDS-PAGE ¢és Western blot analizis

- Akut agyszelet preparalas az in vitro kisérletekhez
- Kirezil ibolya festés

- Invitro elektrofiziologia

- Adatelemzés

Az RNS in situ hibridizaciohoz sziikséges RNS probakat Dr. Jankovics Ferenc készitette. Az
LDH és gliikéz szint méréseket Magyariné Berko Anikd, a HPLC méréseket Dr. Veres Gabor
¢s Cseh Edina Katalin, illetve a KAT-2 elleni antitest validalasa soran a HeLa sejtkultiran

végzett Western blot analizist és immuncitokémiai vizsgalatokat Dr. Gellért Levente végezte.
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7 Eredmények

7.1 A Kinurenin rendszer anatomiai vizsgalata

7.1.1 kat-2 mRNS expresszio egér agyszovetben

Jelentés kat-2 mRNS expressziot detektaltunk az egér agyszovet fehér-, illetve
sziirkedlloményaban egyarant. Szamos agyteriileten két, eltérd jelolodési sajatsagokkal és
sejtmagi morfologiaval rendelkezé csoportot figyeltiink meg. Dolgozatomban a dorzalis
hippokampusz teriiletén kapott eredményeket részletezem.

A jelolodott sejtek egy része kis atmér6ji, denz, asztrocitakra jellemzé sejtmaggal
rendelkezett a hippokampusz teljes teriiletén, és a fehéralloményi corpus callosumban. A
detektalt sejtek masik csoportjanak nagyobb, gyengébben jeldlodott sejtmagja volt, amelyek
foként a hippokampusz piramidalis sejtsoraban voltak lathatoak. Lokalizacidjuk és sejtmagi
méretiik alapjan ezek a sejtek vélhetéen neuronok. A negativ kontrollként alkalmazott szensz

RNS probakkal nem lathato jelolodés az agyszovetben, igy az RNS probak nem specifikus

kotédését kizarhatjuk (6. abra).

»ig e w7 S A B

cres

6. abra: kat-2 mRNS expresszio a hippokampusz CAl-es régidjaban. a: in situ hibridizacié
szensz RNS probakkal (negativ kontroll), b-c: in situ hibridizacié antiszensz RNS probakkal,
nyil (7): denz asztrocita szer(i sejtmaggal rendelkezd sejtek, nyilhegy (P): nagyobb atméréjt
¢és halvanyabb, neuronokra jellemz6 maggal rendelkez6 sejtek, skala: 200 um (a, b) és 50 pum
(c). Roviditések: so: stratum oriens, sp: stratum pyramidale, sr: stratum radiatum, cc: corpus
callosum
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7.1.2 KAT-2 fehérje expresszio egér agyszovetben

A KAT-2 enzim lokalizacidjat immunhisztokémiai festésekkel vizsgaltuk. A fehérje
expresszidja az egér agyszovet teljes teriiletén Kifejezett volt. Dolgozatomban a dorzalis
hippokampusz, a dorzalis striatum, a substantia nigra és a medialis prefrontalis kéreg teriiletén
kapott eredményeinket mutatom be, ugyanis a KYNA termelddés, illetve KAT aktivitas
ezeken a teriileteken bizonyitottan véltozik bizonyos agyi megbetegedések soran (pl.
Alzheimer-kor, Parkinson-kor, skizofrénia stb.)

Korabbi megfigyelésekkel megegyezéen (Guidetti és mtsai., 2007b) jelentés szami KAT-2"
asztrocita sejtet detektaltunk szamos agyi Struktiraban. Nagyszamu KAT-2'/GFAP® sejt
lathatd a hippokampusz teljes teriiletén, igy annak CAl-es régiojaban is. Az enzim az

asztrocitak szomajaban, illetve nyalvanyaiban lokalizalodott (7. abra).

KAT-2 —— GFAP

panel) és 40 pm (jobb panelek). Roviditések: sub: subiculum, so: stratum oriens, sp: stratum
pyramidale, sr: stratum radiatum, slm: stratum lacunosum moleculare; piros: KAT-2, zold:
GFAP, kék: DAPI

A striatum ¢és prefrontdlis kéreg teriiletén nagyszamu csillag alaku, gazdagon elagazo
nyulvanyokkal rendelkezd, de KAT-2"/GFAP sejtet detektaltunk. Ezek a sejtek feltehetden

asztrocita sejtek, amelyekben a GFAP expresszios szintje alacsony (8. abra).
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—— GFAP

8. abra: A KAT-2 enzim asztrocita sejtekben vald expresszidja a medialis prefrontalis kéreg
teriiletén. csillag (*): KAT-2/GFAP kolokalizacié, nyil (¢): KAT-2", de GFAP", asztrocita
jellegeket mutatd sejt, skala: 80 um (bal panelek) és 40 um (jobb panelek). piros: KAT-2,
zold: GFAP, kék: DAPI

A KAT-2 jelen volt az ereket koriilvevd asztrocita végtalpakban is, ami tovabb erdsiti az
enzim asztrocitakban valo jelenlétét (9. abra). A sziirkeallomanyi strukturak mellett a KAT-
2" asztrocitdk a fehérallomanyban (pl. corpus callosum) is megfigyelhetéek voltak, amit

tamogat az in situ hibridizacié eredménye is (6. abra).

9. abra: KAT-2 expresszi6 az agyi erek kortil a hippokampusz CA1-es teriiletén. Jol lathatdak
az eret korbehalozo, KAT-2" asztrocita sejtekbdl (nyilhegy) kiinduld asztrocita végtalpak
(nyilak). Skala: 100 um. piros: KAT-2, zold: NeuN, kék: DAPI
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Az asztrocitak mellett jelentds szamu KAT-2", asztrocita jellegeket nem mutatd sejtet is
detektaltunk a vizsgalt agyteriileteken. A neuronélis jelenlétet KAT-2/NeuN kettds festéssel
bizonyitottuk. Mind a négy agyi strukturdban megfigyelheté a KAT-2 és a NeuN ko-
lokalizacioja. A KAT-2-t tartalmaz6 neuronok eloszlasa sporadikus volt a hippokampusz, a
dorzalis stridtum ¢és a medialis prefrontalis kéreg teriiletén, mig nagyszamu neuron jel616dott a
substantia nigra pars compacta és pars reticulata terliletén. Az enzim foként a neuronok
szomajaban lokalizalodott (10. abra).

Az enzimet tartalmaz6 neuronok azonositasara KAT-2/GADG67 kettds jelolést végeztiink. A
neuronalis KAT-2 pozitivitas, illetve GAD67 pozitivitds teljes mértékben atfedett a
hippokampusz, a dorzalis striatum, a medialis prefrontalis kéreg ¢és a substantia nigra pars
reticulata teriiletén. Egyetlen KAT-2" neuron sem volt GAD67" a substantia nigra pars

crer

KAT-2" idegsejtek nagy része GABAerg gatld idegsejt az egér agyszovetben (11. abra).
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10. abra: A KAT-2 neuronalis lokalizacidja egér hippokampusz (@), dorzalis striatum (b),
substantia nigra (c) és medialis prefrontalis kéreg (d) tertiletén. (d). Skala: 80 pum (bal
panelek) és 40 pm (jobb panelek). Roviditések: so: stratum oriens, sp: stratum pyramidale,
sr: stratum radiatum, slm: stratum lacunosum moleculare, cc: corpus callosum, SNc:
substantia nigra pars compacta, SNr: substantia nigra pars reticulata, sub: subiculum; piros:
KAT-2, z6ld: NeuN, kék: DAPI




11. abra: KAT-2 lokalizaci6 a hippokampusz (a), dorzalis striatum (b), substantia nigra (c) és
medialis prefrontalis kéreg (d) GABAerg gatlo neuronjaiban. A KAT-2" neuronok nagy része
GADGT7" gatl6 idegsejt mind a négy vizsgalt agyteriileten (a-d). Skala: 80 pm (bal panelek) és
40 um (jobb panelek). Roviditések: so: stratum oriens, sp: stratum pyramidale, sr: stratum
radiatum, slm: stratum lacunosum moleculare, cc: corpus callosum; piros: KAT-2, zold:
GADG67, kék: DAPI




Annak vizsgélatara, hogy a megfigyelt KAT-2 expressziés mintazat specifikusan egér
agyszovetre jellemzO vagy filogenetikailag konzervalt ragcsalokban, elvégeztiik az enzim
immunjelolését patkany agyszovetben is (Wistar, Charles-River). Az egér agyszovetben
megfigyelt glialis és neuronalis expresszidés mintazatot talaltuk patkany agyszovet esetén is
minden vizsgalt agyteriileten, igy a dorzalis hippokampusz teriiletén is (12. abra). Mindezek

alapjan az enzim expresszids mintazata megegyezik a két fajban.

patkany

12. abra: A KAT-2 neuronalis lokalizacidja egér (a) és patkany (b) agyszovetben. Jelentds
szami KAT-2 ¢és NeuN kettds pozitiv sejt (narancssarga) lathatdé egér és patkany
hippokampuszban egyarant. Skala: 200 pm. piros: KAT-2, z6ld: NeuN, kék: DAPI

7.1.3 Antitest validalas

Az immunhisztokémiai festések soran a negativ kontrollként szolgalé mintdinkon a festési
protokollbdl az elsédleges antitestben vald inkubacids 1épést kihagytuk. A metszeteken a
festést kovetden nem lathato jelolddés, igy a masodlagos antitestiink nem specifikus kotddése
kizarhato.

A KAT-2 ellen hasznalt elsddleges antitestiink specificitasanak vizsgalatara Western blot
analizist és immuncitokémiai festést végeztiink (13. abra). A Western blot kisérleteket egér
kat-2 cDNS-sel transzfektalt HelLa sejtkulturdkon, illetve egér agy homogenizatumokon
végeztilk. Az antitestiink egyetlen fehérje band-et ismert fel 47 kDa-nal mindkét minta
esetén, ami megegyezik a KAT-2 fehérje vart méretével.

Az antitest specifikussaganak tovabbi vizsgalatara immuncitokémiai festést is végeztiink a
transzfektalt HeLa sejteken. Jelends szama KAT-2" sejt lathaté a kat-2 cDNS-sel transzfektalt
kultirdban, mig a nem transzfektalt kulturdban nem lathato jel6l6dott sejt. Mindezek alapjan
valoszinGsithetd, hogy az antitestiink specifikusan a KAT-2 fehérjét ismerte fel az

immunhisztokémiai festések soran az egér agyszovetben.
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b egér agy
homogenizatum
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13. abra: A KAT-2 elleni els6dleges antitest validalasa Western blot (a-b) és
immuncitokémiai (c-d) vizsgalatokkal. a: Western blot HelLa sejtkultirabol szarmazo mintan,
b: Western blot egér agy homogenizatumon, c: KAT-2 immuncitokémiai jelolés nem
transzfektalt sejtkultiraban (negativ kontroll), d: KAT-2 immuncitokémiai jelolés egér kat-2
cDNS-sel transzfektalt kultaraban, csillag(*) KAT-2" HeLa sejtek, skala: 50 pm

36



7.2 A Kinurenin rendszer funkcionalis vizsgalata

Annak vizsgalatara, hogy az in vitro rendszeriinkben az agyszeletek az inkubacié soran
megorzik-e anatomiai és funkciondlis integritdsukat, €s a kisérletek soran megfigyelt KYNA
alkalmasak hosszabb idejti in vitro farmakologiai kisérletek kivitelezésére- els6ként a szeletek
¢letképességét ¢s milkkodOképességét vizsgaltuk biokémiai, szovettani €s elektrofiziologiai

modszerekkel.
7.2.1 Az agyszeletek gliikoz fogyasztasa

Els6ként az agyszeletek gliikoz fogyasztasat vizsgaltuk a KT kondicioban. A kisérletek
kezdetén az ACSF kiindulasi gliikkoz koncentracidja 10 mM volt, ami fokozatosan csokkent az
inkubacio soran. A gliikdz szint mar 30 perc elteltével a kiindulasi gliikk6z mennyiség 90%-ara
csokkent a feliiliszoban (90,98+2,19; p=0,072). 4 ora eclteltével tovabbi, mar szignifikans
csokkenést detektalunk; a glik6z kezdeti mennyiségének 78%-a hozzaférhetd a szovetek
szamara (78,11£5,8; p=0,002) (14. abra). A gliikkoz kis mértékben, de tovabb csokken 6 oras
inkubacio soran is (nem abrazolt megfigyelés).

A gliikoz fogyasa alapjan elmondhatd, hogy az agyszeletek metabolikusan aktivak, a gliik6z
szint fokozatosan csokken a rendszerben, azonban a szovetek miikodéséhez sziikséges gliikoz

mennyiség hozzaférhet6 a szamukra az ACSF-ben 4 ora elteltével is.
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14. abra: Az agyszeletek gliikoz fogyasztisa a KT kondicioban 30 perc (piros) és 4 oOra
(sarga) elteltével. Az adatokat a kiinduldsi glilkéz mennyiséghez (100%) viszonyitott
szazalékos értékekként dbrazoltuk; az adatok atlagat és szoérésat tiintettiik fel (atlag£SD; n=5
allat).
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7.2.2 Az agyszeletek életképessége

A szeletek életképességét a KT kondicioban a citoszolikus LDH felszabadulasanak
vizsgalataval mértiikk. Az LDH szint fokozatosan névekszik az inkubacio alatt az ACSF-ben.
A kisérlet kezdetén, a 0. percben az ACSF nem tartalmaz LDH-t (gyakorlatilag a mérési hiba
mutathatd ki 3,6+1,14). Mar 30 percet kovetden megjelenik a fehérje a feliiliszoban
(41,79+11,21; p=0,959), amelynek szintje tovabb emelkedik 4 o6ras inkubaciot kdvetéen
(100,59+10,57; p=0,030) (15. abra). Az LDH szint kismértékben, de tovabb emelkedik 6 6ras
inkubacio soran is (nem abrazolt megfigyelés).

A maximalis LDH felszabadulas meghatarozasahoz a szeleteket 1%-0s Tx100-zal kezeltiik a
4 oras inkubaciot kovetden. A detergenssel kezelt csoportban 14-szeres LDH szint novekedést
detektaltunk (1453,88+121,42; p=0,001) (15. abra). Mindezek alapjan a Sejtmembranok
integritasa fokozatosan sériil, permeabilitasuk fokozodik az inkubécio alatt a KT kondicioban,
azonban ez a sériilés még 4 ora elteltével is kismértékii figyelembe véve a maximalis LDH
felszabadulast.
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15. abra: LDH felszabadulas a KT kondicioban 30 perc (piros) és 4 ora (sarga) inkubaciot
kovetden. A maximalis LDH felszabadulas meghatarozasdhoz 1%-0s Tx-100-at hasznéltunk
(zold). Az abran az adatok atlagat és szorasat tiintettiik fel (atlag=SD; n=9 allat).
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7.2.3 Az agyszovet strukturalis integritasa

A hippokampusz CAl-es és CA3-as régido anatomiai integritasanak vizsgalataira NeuN
immunjelolést és krezil ibolya festést végeztiink az NT és KT szeleteken, 4 6ras inkubaciot

kovetben.

NeuN immunhisztokémia: A CAl-es régioban nem lathato jelentés morfologiai kiilonbség
az NT és KT csoportok kozott. A piramissejtekre jellemz6é sejtalak megfigyelheté 4 ora
inkubéaciot kovetden a KT szeletek esetén is.

Ezzel szemben a CA3-as régid szoveti integritasa lathatéan sériilt a KT szeletekben; a NeuN

citoplazmaban valo expresszidja lecsokkent a 4 oras inkubacio soran (16. abra).

inkubaciot kovetden NT (a-b) és KT (c-d) agyszeleteken. skala: 100 um

39



Krezil ibolya festés: A NeuN immunjeloléssel, a fehérje csokkent expresszidja miatt, a
sejtmorfoldgiai valtozasokat a CA3-as régidoban kevésbé tudtuk vizsgalni. Ezért krezil ibolya
festést is végeztiink, amellyel az idegszovet sejtjeinek morfologiai valtozasai jol
detektalhatoak. A NeuN festéshez hasonldan, nem lathatd jelentés morfologiai kiilonbség a
hippokampusz CAl-es régidjaban az NT ¢és KT szeletek kozott. A régid piramissejtjei
megtartottak jellegzetes sejtformajukat és méretiiket.

A CA3-as régio sejtjei is ép morfologiat mutatnak az NT szeletekben, mig a KT szeletek

esetén a sejtek lathatoan zsugorodtak és deformalodtak 4 ora inkubaciot kovetden (17. abra).

inkubaciot kovetden NT (a-c) és KT (b-d) agyszeleteken. skala: 100 um
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7.2.4 Az agyszovet szinaptikus miikodése

I/O gorbe: Annak vizsgalatira, hogy az inkubdaciés rendszeriinkben az agyszovet altalanos
szinaptikus funkcidja karosodik-e a Schaffer kollateralis-CA1 piramissejt szinapszisok esetén,
I/O gorbéket készitettiink az NT és KT csoportban 4 6ra inkubacio elteltével.

Mindkét csoport a Iépcsdzetesen emelt ingeraramokra fokozatosan ndovekvé fEPSP
meredekség értékekkel valaszolt. Az NT csoport fEPSP meredekség értékei nem tértek el
szignifikansan a KT csoport értékeitdl (18. abra).

Paros pulzus arany: Az agyszeletek rovidtavi plasztikus sajatsagait paros pulzus
paradigmaval vizsgaltuk szintén a Schaffer kollateralis-CAL piramissejt szinapszisokon mind
az NT, mind a KT szeleteken.

A rovidtava plasztikus folyamatok vizsgalhatoak voltak mindkét csoportban. A paros pulzus
facilitacio (PPF) kivalthatd volt és nem volt jelentds kiilonbség a PPR-ben a két csoport
kozott (p=0,230) (18. abra).

Mindezek alapjan a KT agyszeletekben a CA3-CALl szinapszisok, az altalanos szinaptikus
transzmissziot és a rovidtava plasztikus folyamatokat tekintve, megdrizték funkcionalis

integritasukat 4 6ras inkubdaciot kdvetden is.
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18. abra: Az agyszovet szinaptikus miikodése. I/0 gorbe (@) és paros pulzus arany (b) az NT
(fekete) és KT (piros) csoportban. A b abran a pontok az egyedi PPR értékeket jelolik. Box:
median, 25 % és 75%-0s percentilisek; bajuszok: 5%-95%-0s konfidencia intervallum, n=16
allat (a), n=12 allat (b)
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7.2.5 A neuronok és asztrocitak miikodése az agyszeletekben

A c-Fos expressziés mintazata: Korabbi tanulmanyok alapjan a neuronalis és glilis c-Fos
expresszié megemelkedhet, a sejtek miikodése megvaltozhat szoveti sériilés hatasara (Liu és
Chen 1994; Zamanian és mtsai., 2012). Annak vizsgalatara, hogy a neuronok és asztrocitak -a
KYNA {6 forrasainak- miikodése eltér-e az inkubdcidés rendszeriinkben eldszor c-Fos
immunjelolést végeztiink az NT és KT szeleteken.

A c-Fos expresszios mintdzata jelentdsen eltért a hippokampusz teriiletén az NT és KT
szeletek kozott. Szorvanyos, de intenziv neurondlis pozitivitas lathato az NT szeletek CAl-es
piramissejt rétegében. A KT kondicidban ez a neuronalis pozitivitas eltiinik a CAl-es
régiobol, azonban jelentésen megndvekszik a CA3-as sejtsorban. Nem lathatoak c-Fos®
asztrocitak az NT szeleteken, mig jelent6s a c-Fos glialis expresszidja a KT kondicioban a
CAl-es régioban, illetve a gyrus dentatus-ban (DG). Nagyszamu c-Fos'/GFAP" asztrocita sejt
lathato példaul a CAl-es régio str. radiatum és str. lacunosum-moleculare teriiletén, illetve a

DG szubgranularis zonajaban (19. abra).

19. abra: A c-Fos expressziés mintazata a hippokampusz teriiletén az NT (a) és KT (b-e)
kondicioban. Skala: 200 pm (a-b) és 100 pum (c-e). Roviditések: DG: dentate gyrus, sr:
stratum radiatum, slm: stratum lacunosum moleculare, sgz subgranuar zone; z6ld: GFAP,
piros: c-Fos, kék: DAPI
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Hasonlé mintazat figyelhetd6 meg mas agyteriileteken is. A szomatoszenzoros (SS) kéreg
teriiletén az NT kondicioban intenziv neuronalis c-Fos expresszi6 lathato foként a 2-3. és 4.
rétegben. A KT szeletek esetén a neurondlis expresszid nagymértékben lecsokken, mig a
fehérje expresszidja jelentésen megnovekszik asztrocita sejtekben (20. abra). A c-Fos glialis
expressziojat a kéreg teriiletén a GFAP alacsony expresszidja miatt nem tudtuk megerdsiteni.
Irodalmi adatok alapjadn azonban a neuron és asztrocita sejtmagok méretei jelentdsen eltérnek
(Lundgaard és mtsai., 2015). Igy a nagyobb sejtmaggal rendelkez c-Fos™ neuronok és a

kisebb sejtmagvu asztrocita sejtek jol megkiilonboztethetdek.

20. abra: A c-Fos expresszio mintazata az SS kéreg teriiletén NT (a) és KT (b) kondicioban.
piros: c-Fos, kék: DAPI, Skala 200 um.
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Az NPAS4 és S100 fehérje expresszioja: A neuronok és asztrocita sejtek miikodését indirekt
modon Western blot technikaval is vizsgaltuk. A neuronalis NPAS4 egy aktivitas fliggd korali
gén terméke, mig az S100 egy Ca’*-kotd fehérje az asztrocitdkban. Mindkét fehérje
expresszios szintjét 4 ora inkubaciot kovetden mértiik az NT és KT kondiciokban.

Az NPAS4 expresszidja nem kiilonbozott a két kondicidban (0,23+0,03 és 0,24+0,09;
p=0,782), mig az S100 szintje szignifikansan lecsokkent a KT szeletekben a 4 6ras inkubaciod
alatt (1,54+0,16 és 1,12+0,19; p=0,006) (21. abra).
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21. abra: Az NPAS4 (a) és S100 (b) fehérje expresszioja az NT (sziirke) és KT (piros)
szeletekben 4 ora inkubaciot kovetden. Az abran az adatok atlagat és szorasat tiintettiik fel
(atlag=SD; n=5 allat).

Mindezek alapjan a neuronok és asztrocitak miitkddése valtozik a KT kondicidban, azonban az
agyszOovet metabolikusan aktiv, anatomiai €s funkcionalis integritdsa nagymértékben
meg0rzott 4 ora elteltével is. A gliikoz szint kis mértékben ugyan, de tovabb csokken, illetve
az LDH felszabadulas tovabb ndvekszik a 6 6rds inkubacié alatt. Emellett a hisztologiai
vizsgalatok alapjan a szoveti struktura is jelentdsen Sériil 6 ora elteltével (nem abrazolt
megfigyelések). Ezért a KYNA termelddés és megoszlas vizsgalatara a 4 o6ras inkubacios 1dot

valasztottuk.

44



7.2.6 A bazalis és L-KYN indukalt KYNA termelddés egér agyszeletekben

Annak vizsgalatara, hogy az egér agyszeletek képesek-e KYNA-t termelni, és azt
felszabaditani a rendszeriinkben, valamint hogy lehetséges-e a KYNA termelés fokozéasa L-
KYN adminisztracioval, HPLC méréseket végeztiink a feliiliszobdl és az agyszovetbol
egyarant.

A kontroll csoporthoz képest, az ACSF és a szovet KYNA tartalma is szignifikdnsan
megemelkedett az L-KYN-nel kezelt csoportban, 4 6ras inkubaciot kovetden.

Az ACSF bazalis KYNA tartalma 7,01+£2,03 ng volt, mig az L-KYN kezelt csoport KYNA
mennyisége 44,56+6,99 ng-ra emelkedett (p=0,009), ami atlagosan ~6-szoros KYNA
novekedést jelent az ACSF esetén.

A szovet KYNA tartalma nagysagrendekkel alacsonyabb volt. A kontroll csoport KYNA
tartalma bizonyos mintaknél a kimutatasi értékhatar alatt volt. Igy a szovet esetén az alacsony
minta elemszam miatt statisztikai szignifikancia értéket nem szamoltunk. Ennek ellenére,
hasonldan jelents novekedést detektaltunk a szovet KYNA tartalmaban is L-KYN kezelés
hatasara. A kontroll csoporthoz képest (0,22+0,07 ng), az L-KYN-ben inkubalt szeletek
KYNA szintje ~4-szeres novekedést mutatott (0,85+0,21 ng) (22. abra).
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22. abra: Bazalis (sziirke) és L-KYN-nel indukalt (piros) KYNA termel6dés egér
agyszeletekben, 4 6ras inkubacio soran. A termel6dott KYNA mennyisége az ACSF-ben és a
szOvetben. Az dbran az adatok atlagat és szorasat tiintettiik fel logaritmikus skalan (atlag+SD;
n=>5 allat).
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A KYNA megoszldsa az ACSF ¢és szovet kozott nem valtozott jelentésen az L-KYN
adminisztracié hatdsara. Az KYNA mennyiség tilnyomé héanyada a feliiluszoba keriilt a
kontroll csoport (~97%) és L-KYN kezelt csoport (~98%) esetén is 4 Ords inkubaciot
kovetden. Az teljes KYNA mennyiség csupan 2-3%-a maradt a szovetben mindkét csoport
esetén (23. abra).
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23. abra: A KYNA megoszlasa a kontroll és L-KYN kezelt csoportban. Az ébran a szdvet
(sziirke) és ACSF (piros) kozotti atlagos KYNA megoszlast tiintettiik fel (n=5 allat)

Mind az ACSF, mind a szovet KYNA tartalma tovabb novekszik 6 6rads inkubacio soran az L-
KYN kezelt csoportban (nem abrazolt megfigyelés). Ez a novekedés azonban mar nem
szignifikdns a 4 6ras csoporthoz képest, igy a KAT-2 gatlds vizsgalatara szintén a 4 Oras
inkubaciot valasztottuk, ahol a jelentds KYNA termelés mellett a szovetek integritasa is

nagymeértékben megdrzott.
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7.2.7 Specifikus KAT-2 gatlas hatasa az L-KYN indukilta KYNA

termelodésre

A KAT-2 gatlas hatasanak vizsgalatara egy specifikus, irreverzibilis gatloszert alkalmaztunk.
A PF-04859989 5 uM-os koncentracidban szignifikdnsan csokkentette az ACSF KYNA
tartalmat 4 o6ras inkubacié alatt. Az L-KYN-t tartalmazé6 ACSF KYNA szintje 55,194+6,45 ng
volt, mig az L-KYN mellett a gatloszert is tartalmazé ACSF KYNA szintje 34,5+6,93 ng-ra
csokkent (p=0,001) (24. abra). Az L-KYN csoporthoz képest, a PF-04859989 csoport KYNA
szintje ~37%-kal csokkent a KAT-2 gatlas hatasara.
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24. abra: KAT-2 gatlas hatdsa az L-KYN indukalt KYNA termelddésre egér agyszovetben.
Az 4bran az adatok atlagat és szorasat tiintettiik fel (atlag+SD; n=5 allat).
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8 Diszkusszio

A kinurenin utvonal metabolitjai, igy a KYNA is szamos neurodegenerativ €s mentalis
betegség (pl. Alzheimer-kor, Huntington-kor, agyi iszkémia, skizofrénia, major depresszio)
kialakulasaban érintett (Maddison és Giorgini 2015; Meier és mtsai., 2016). Eppen ezért a
KYNA termel6désének regulalasa potencialis terapias stratégiaként vizsgalt ragcsalokban
(Dounay és mtsai., 2015). A KYNA szint manipulacidja soran az egér gyakori modell allat,
am a KYNA termelédés folyamatarol keveset tudunk egér kozponti idegrendszerben. A
dolgozatban bemutatott munkank soran az agyszoveti KYNA produkcid anatomiai és

funkcionalis vizsgalatat végeztiik C57BI/6 egér térzsben.

8.1 A Kkinurenin rendszer anatéomiai vizsgalata

8.1.1 A KAT-2 enzim expresszios profilja egér agyszovetben

A KAT-2 genetikai (Alkondon és Albuquerque 2004; Potter és mtsai., 2010) manipulacioja
foként egér kdzponti idegrendszerben vizsgalt. Az enzim expresszios profilja azonban nem
ismert egér agyszovetben. A KAT-2 lokalizaciojat eddig foként patkanyban vizsgaltak, igy
elsédleges célunk volt a KYNA szintézisét végzé enzim agyszoveti lokalizacidjanak
meghatarozasa egér esetén is. Anatomiai vizsgalataink soran elsdként irtuk le a KAT-2
asztrocita sejtekben valé expresszidja mellett, annak neuronalis jelentét egér agyszdvetben
(Heredi és mtsai., 2017).

A Kkat-2 mRNS vizsgalata soran két eltérd sejtmagi sajatsagokkal rendelkezé sejtcsoportban
detektaltuk az mRNS-t. Egy kisebb atmér6jii és denz sejtmaggal rendelkez6 sejtpopulacioban,
ami korabbi megfigyelések alapjan asztrocita sejtekre jellemz6 magi sajatsag (Lundgaard és
mtsai., 2015). Song és mtsai. eredményeihez hasonloan az agyszovet teljes teriiletén jelentOs
volt a kat-2 mRNS glialis lokalizacidja (pl. corpus callosum, kéreg, hippokampusz stb.) (Song
és mtsai., 2017). Emellett azonban, a korabbiaktol eltéréen, szintén jelentds volt a kat-2
mRNS expresszid egy nagyobb atmér6ji, gyengébben jel6lédott sejtmaggal rendelkezd
csoportban is az agyszovet szamos teriiletén. Ezek a sejtek az elhelyezkedésiik (pl. a
hippokampusz piramidalis sejtsora) és méretiik alapjan idegsejtek lehetnek (Lungaard és
mtsai., 2015).

Az enzim fehérje jelenlétének vizsgalata soran, a patkdnyokon végzett immunhisztokémiai
kisérletekkel megegyezden (Guidetti és mtsai. 2007b) jelentds szamt KAT-2" asztrocitat
detektaltunk a hippokampusz, a stridtum és a prefrontalis kéreg teriiletén. A GFAP és KAT-2

ko-lokalizacdja azonban csak a hippokampusz teriiletén volt jelentds. A stridtum ¢és kéreg
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teriiletén nagyszamu KAT-2" ugyanakkor GFAP", de asztrocita morfolégiai jellegekkel
rendelkezd sejt lathato. Kordbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy egér agyszovet kérgi és
striatalis teriiletein a GFAP expresszios szintje alacsony (Kindy és mtsai., 1992; Ben-Gigi és
mtsai., 2015), igy feltételezhetd hogy az altalunk detektalt KAT-2'/GFAP™ sejtek is
asztrocitak, amelyekben a GFAP szintje nem éri el az immunhisztokémiaval detektalhatd
szintet. Ennek igazolasara egy masik asztrocita markerrel is elvégeztiikk a kiséreteket. Az
S100/KAT-2 kettésfestés sordn nagyszamti S100°/KAT-2" sejt jel6lddstt mind a stridtum,
mind a prefrontalis kéreg teriiletén (nem abrazolt megfigyelés). A KAT-2 asztrocita sejtekben
valo expresszidjat tovabb tamogatja az enzim asztrocita végtalpakban vald jelenléte is, amit
korabban mar patkany agyszovet esetén is leirtak (Guidetti és mtsai., 2007D).

Az enzim glialis jelenléte mellett jelentds volt annak neuronalis lokalizacidja is az egér
agyszovetben. A korabbi patkany kisérletekben megfigyeltekhez hasonloan, sporadikus KAT-
2 expressziot detektalunk neuronokban a hippokampusz, a stridtum (Du és mtsai., 1992;
Roberts és mtsai., 1992) és a prefrontalis kéreg teriiletén. Mas agyteriileteken a KAT-2
neuronalis expresszidja Kifejezettebb volt. A substantia nigra pars compacta és reticulata
teriiletén a teljes neuron populacié er6s KAT-2 expressziot mutatott. A neuronok tobbsége
GADG67" idegsejt mind a négy vizsgalt agyteriileten. Igy elmondhatd, hogy a KAT-2*
idegsejtek nagy része GABAerg gatld idegsejt. Kivételt képez a substantia nigra pars
compacta, ahol a KAT-2 —hasonléan a KAT-1 izoforméhoz (Knyihar-Csillik és mtsai., 2004)-
a dopaminerg neuronokban expresszalodott. Kisérleteink soran a dolgozatban be nem
mutatott, mas agyi struktirakban is nagyszamu KAT-2" neuron lathato (pl. kisagy, talamusz).
Figyelembe véve egy patkany kérgi sejtkultirakon végzett tanulmanyt, amely szerint a
neuronok 2.3-szer nagyobb rataval termelik a KYNA-t, mint az asztrocitak (Rzeski és mtsai.,
2005), a KAT-2" neuron populaciénak is jelentds szerepe lehet a KYNA termelésben a
kdzponti idegrendszerben.

A substantia nigra teriiletén foként GABAerg és dopaminerg neuronokban detektaltuk a KAT-
2-t, mig az asztrocitdkban gyenge jelolodést tapasztaltunk. Elképzelhetd, hogy ezen a
teriileten a fiziologias KYNA termelodésért foként a neuronok felelnek? Lehetséges, hogy
példaul Parkinson-kor esetén megfigyelt csokkent KYNA koncentracio ezen a teriileten
(Ogawa és mtsai.,, 1992) inkabb a neuronalis KAT-2 diszfunkcidé eredménye? Az
asztrocitaknak és neuronoknak a kiilonb6z6 agyteriileteken eltéré szerepiik lehet akar a
fiziologias, akdr az abnormalis KYNA szint kialakitdsdban. Ezért az enzim expresszios
mintdzatanak ¢és aktivitdsdnak tisztdzdsa intakt agyszOvetben, illetve neurodegenerativ

korképek modelljeiben sziikséges a tovabbi terdpids stratégiak kidolgozasahoz.
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8.1.2 A glialis és interneuronalis KYNA felszabadulads lehetséges hatasa a

GABAerg miikodésre

Korabbi kisérletek patkany kérgi szeleteken (Turski és mtsai. 1989), neuron és asztrocita
sejtkultardkon (Rzeski és mtsai. 2005), illetve sajat eredményeink egér hippokampalis
szeleteken is bizonyitjadk, hogy a KYNA szintézisét kovetden kijut a sejtekbdl. A
felszabadulas folyamata, illetve a felszabaduld6 KYNA pontos hatasmechanizmusa azonban
nem ismert.

Az, hogy kisérleteink sordn az asztrocitdkban és a foként helyi kapcsolatokat létesitd
GABAerg sejtekben erds KAT-2 expressziot detektaltunk, illetve hogy a projekcios
piramissejtekben nem mutathatd ki az enzim, a KYNA lokalis felszabadulasat ¢és hatdsat
feltételezi bizonyos agyteriileteken (pl. hippokampusz, prefrontalis kéreg).

A KYNA f6 ionotrop receptor célpontjai az NMDA és az a7nAch receptorok (Birch és mtsai.,
1988; Albuquerque és Schwarcz 2013). Erdekes modon az NMDA receptor antagonistak akut
adminisztracidjakkor azoknak paradox hatasat figyelték meg ragcsald kérgi piramissejteken.
Az MK-801 hatasara a piramis sejtek aktivitdsa novekedett, mig az interneuronok aktivitdsa
ezzel parhuzamosan csokkent a prefrontdlis kéregben. A hatds feltehetéen az MK-801
interneuron preferalt gatlasanak és a kovetkezetes piramissejteken vald diszinhibicionak az
eredménye (Homayoun és Moghaddam 2007). Riebe és mtsai. tanulmanyaban, a szintén
NMDA receptor antagonista memantin az interneuronokon 1évé téonusosan aktiv NMDA
receptorokon hatott, mig nem volt kimutathatd hatdsa a piramissejteken 1évé NMDA
receptorok medialta valaszokon (Riebe és mtsai., 2016). Nemrégiben a KYNA esetén is
kimutattak, hogy annak in vivo prefrontalis kérgi perfuzidja szelektiven a helyi mezé
potencialok gatlé komponensét csokkenti. Emellett patch clamp vizsgélatok kimutattdk, hogy
sejtek szintjén a KYNA jelent6sebben gatolja a helyi GABAerg szinapszisokat, mint a
glutamaterg transzmisszidt szintén a prefrontalis kéreg teriiletén (Flores-Barrera és mtsai.,
2017). Tovabba egy in vitro kisérletben a KYNA -NMDA receptor gatlas révén- jelentdsen
csokkentette a radidlis glia sejtek GABAerg sejtekké vald differencialodasat is, mig azok
glutamaterg sejtekké valé alakulasat kis mértékben befolyasolta (Bagasrawala és mtsai.,
2016). Mindezek alapjan az interneuronok kiilondsen érzékenyek az NMDA receptor gatlasra.
A folyamat patologids koriilmények kozott a gatld kontroll megsziinését, igy a gatlo-serkentd
egyensuly felborulasat eredményezheti az agyszovetben. A GABAerg neurotransszmisszid
ilyen modon szdmos neuropszichiatriai korképben sériilhet. Skizofrénidban az NMDA

receptorok alulmiikodése foként a GABAerg interneuronokat érinti mind a hippokampusz
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(Grunze és mtsai., 1996), mind a prefrontalis kéreg teriiletén (Bitanihirwe és mtsai., 2009),
emellett a KYNA szint bizonyitottan megnovekszik a betegek CSF-jében és a prefrontalis
kéregben (Schwarcz és mtsai., 2001; Linderholm és mitsai., 2012; Kegel és mtsai., 2014).
Lehetséges, hogy az asztrocitdk és interneuronok altal lokélisan felszabaditott KYNA
skizofrénia esetén foként az interneuronok miikodését gatolja? A folyamattal a KYNA pedig
ilyen modon hozzdjarul a GABAerg transzmisszid depresszidjahoz, a kognitiv funkciok
karosodéashoz és igy a korkép kialakulasahoz?

A kérdések megvalaszolasahoz, tisztazni kell a KYNA asztrocitdkbodl és interneuronokbol
valo felszabadulasanak és neuromodulatoros hatasanak pontos mechanizmusat a modell

allatokban, fiziologias és patoldgias koriilmények kozott egyarant.

8.2 A Kkinurenin rendszer funkcionalis vizsgalata

8.2.1 Az agyszeletek életképessége, miikodése az in vitro modellben

Az akut agyszelet preparatumok elénye, hogy segitségiikkel a Kinurenin rendszer szovet
specifikusan, a periférias kinurenin funkcié befolyasolasa nélkiil vizsgalhatd. Emellett az
agyszeletek nagymértékben megtartjdk az agyszovet jellegzetes felépitését (szinaptikus
kapcsolatok, sejt variabilitas stb.), az extracellularis kornyezet pontosan szabdlyozhato, illetve
a kiilonb6z6 farmakologiai kezelések szélesebb skalan tesztelhetéek (Cho és mtsai., 2007,
Lein és mtsai., 2011).

Az akut agyszeletekkel valé munkanak azonban limital6 tényezd6i is vannak. A legfontosabb a
szovetek életképessége, ami atlagosan 6-8 oOra (Buskila és mtsai.,, 2014). Vannak olyan
agyteriiletek (pl. dorzalis hippokampusz), illetve sejt populaciok ahol ez az id6ablak még
rovidebb (Fukuda és mitsai., 1995). Emellett fontos tényezd, hogy az agyszeleteket kis
térfogatt  ACSF-ben inkubdltuk perfazié nélkiil -a termel6d6 KYNA mennyiség
detektalhatosaga érdekében-, igy az inkubacio alatt termelddd kéaros anyagcsere végtermékek
(pl. laktat) konnyebben felhalmozodhatnak a rendszeriinkben, ami kéros lehet a szdvetek
szamara. Ezért annak kizarasara, hogy a detektalt KYNA felszabadulds nem egyszeriien a
az akut agyszeletekkel valo inkubacios kisérletek elvégzésére, vizsgaltuk az agyszeletek
¢életképességét, illetve a neuronok és asztrocitdk — a KYNA {6 forrdsainak- miikodését tobb
oras inkubaciot kovetden. 4 oras inkubacids id6 utan kismértéki valtozasokat detektalunk a

szovetek anatomiai €s funkcionalis integritasaban.
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A sejtmembran integritasdnak valtozasat az LDH felszabadulas mérésével vizsgaltuk. Az
LDH az ¢ép szovetben, minden €16 sejtben megtaldlhatd. A sejtmembran sériilésekkor az
enzim kijut a sejtekbdl és stabilitdsdnak kdszonhetden extracelluldris szintjének valtozésa
tobb napon keresztiil kovethetd, igy jo indikatora a szovetkarosodasnak, a sejtek sériilésének
(Noraberg és mtsai., 1999; Mozes és mtsai., 2012). Az LDH mérheté volt a rendszeriinkben és
fokozatosan novekedett az ACSF-ben az inkubacids id6 elérehaladtaval, ami alatamasztja az
akut agyszeletekkel valdé munka limitalt idéablakat. Azonban a maximalis LDH szinthez
képest 4 ora elteltével rendkiviil kismértékii az LDH felszabadulds. Ezek alapjan az
idegszovet sejtjeinek membranja minimalisan sériil, és integritdsuk nagymértékben megdrzott
4 oras inkubaciot kovetden.

Az agyszeletek gliikoz fogyasztasat HK aktivitdas méréssel vizsgaltuk. A kiindulasi gliikoz
szinthez képest fokozatosan csokken az ACSF gliikoz tartalma a 4 dras inkubacié folyaman,
ami 6 6Oras inkubacio alatt tovabb csokken (nem abrazolt adat). Habar az LDH novekedés a
membran integritas enyhe, de fokozatos sériilését jelzi, a gliikkoz szint csdkkenés a 4 és 6 Oras
inkubéacios idok alatt csak akkor lehetséges, ha az agyszovet gliikoz metabolizmusa aktiv. Az
idegszovetben a neuronalis €s asztrocitak altali gliikoz felvétel is facilitdlt membran gliikkoz
transzportereken keresztiil lehetséges (Chuquet és mtsai., 2010; Lundgaard és mtsai., 2015).
Ezért feltételezhetjiik a glikdoz membranhoz kotott felvételét és felhaszndlasat végzo
rendszerek épségét, és az agyszovet mitkodOképességeét a 4 oras inkubacid alatt is.
excitotoxicitas, agyi iszkémia) esetén ismert (Davolio és Greenamyre 1995; Kovalenko és
mtsai., 2006), nem detektaltunk lathato sériilést a CAl-es teriileten. A kiillonboz6 sériilésekre
sokkal rezisztensebb CA3-as régid ezzel szemben nagyobb érzékenységet mutatott az in vitro
rendszeriinkben. Kreisman és mtsai. vizsgdlataik soran kimutattdk, hogy az ion Osszetétel
megvaltoztatasa révén okozott depolarizacid vagy a metabolikus sériilést eredményezd
agensek, a késobbi hipoxiaban az addig rezisztens CA3-as r1égido érzékenységét
eredményezték (Kreisman és mtsai., 2000). A szelet preparatumok készitése soran a vagas -a
passziv Na* influx és az azt kovetd viz bedramlas révén- elkeriilhetetleniil a sejtek egy
részének depolarizalodasahoz és megduzzadasahoz vezet. (Ting és mtsai., 2014). Mindez
szerepet jatszhat az inkubalast kdvetden detektalt CA3-as régio strukturdlis valtozasaiban. A
CAZ3-as piramis sejtek citoplazmajaban a NeuN jelolodés intenzitdsa lathatdéan lecsokkent, a
sejtek morfologidja sériilt. A sejtmagok intenziv jelolddése alapjan, a NeuN jelolddés
csokkenése azonban nem a neuron pusztulas jele. A csokkent intenzitdst a fehérje

szintézisének vagy antigenicitasanak csokkenése is okozhatta, ami megfigyelhetd volt sériilt,
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de még ¢é16 sejtekben enyhe iszkémia okozta metabolikus zavar esetén is (Hossmann 1993;
Unal-Cevik és mtsai., 2004).

A CA3-as sejtsor integritasanak enyhe sériilése ellenére az altalanos szinaptikus transzmisszio
¢s a rovid tava plaszticitas nem sérilt a CA3-CAl-es piramissejtek szinapszisain. Nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget sem az I/0 gorbe fEPSP értékeiben, sem a PPR-ben az NT
és KT csoportok kozott. Igy a szinaptikus jelatvitelt és a rovid tava plaszticitast tekintve, a
Schaffer kollateralis és CAl-es sejtek kozotti szinapszisok funkciondlisan intaktak, és
inkubdcio alatt.

A legjelentdsebb valtozast a c-Fos fehérje expresszios mintazataban detektaltuk. A c-Fos
erdteljesen megndvekedett asztrocita sejtekben a hippokampusz teljes teriiletén a KT
kondicidoban. Hasonl6 valtozast detektdlunk mas agyteriileteken is (pl. SS kéreg). Mindez a
sejtek miikodésének valtozasat tiikrozheti. Korabbi tanulmanyokban a glialis c-Fos expresszid
indukalhat6 volt fokalis agyi sériilés altal (Dragunow és mitsai., 1990), interferon gamma
(Rubio 1997) és glutamat (Edling és mtsai., 2007) kezelés révén. Kisérletiinkben a jelent6s
asztrocita aktivaciot okozhatta egyfajta metabolikus stressz, amit a kis térfogatban
konnyebben koncentralodoé karos metabolitok felhalmozodasa is eredményezhet (pl. laktat,
reaktiv oxigén gyokok stb.). A neuronalis c-Fos expresszid csokkenés nem 4altalanos a
hippokampusz teljes teriiletén, ugyanis jelentésen megnovekedett a CA3-as régidban az NT
kondiciohoz képest. A c-Fos fehérje féléletideje rovid (Kruijer és mtsai., 1984), annak de
novo szintéziséhez sziikség van a teljes fehérje szintetizald apparatusra a sejtekben. Ez a
rendszer csak életképes sejtekben miikodik megfelelden, igy feltételezhetd, hogy a jel616dott
neuronok funkciondlo sejtek az agyszdvetben.

A Western blot eredmények szintén egy megvaltozott asztrocita miikodést, ugyanakkor egy
altalanosan valtozatlan neuronalis funkcidt tdmasztanak ald. Az NPAS4 egy neuronalis
aktivitasfiiggd transzkripcios faktor, melynek expresszios szintje a c-Fos fehérjéhez hasonloan
rovid idén beliil valtozik (Choy és mtsai., 2015). Expressziojat az idegsejtek aktivitasa mellett
kiilonb6z6 agyi inzultusok is indukélhatjdk. Emelkedett NPAS4 szintet mutattak ki fokalis
iszkémiat, illetve kainat indukalta hippokampalis sériilést kdvetden is (Zhang €s mtsai., 2009;
Leong és mtsai, 2013). A fehérjének neuroprotektiv szerepet tulajdonitanak a
neurodegeneracios ¢és gyulladasos folyamatok mérséklése révén (Choy és mitsai., 2015).

Feltételeztiik, hogy amennyiben a 4 oras KT inkubacié neurondlis karosodashoz vezet, az
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NPAS4 expresszios szintje megemelkedik az agyszeletekben. A fehérje szintje azonban nem
valtozik a KT kondicioban, ami a szeletek megdrzott neuronalis funkcidjat tamogatja.

Ezzel szemben csokkent S100 szintet detektaltunk a KT csoportban az NT csoporthoz képest.
Az S100 fehérjének szamos funkcidja van az asztrocita sejtekben (Heizmann és mtsai., 2002;
Donato és mtsai., 2013). Korabban leirtak, hogy a metabolikus stressz fokozza az asztrocitak
altal medialt S100 szekréciot, igy feltételeztiik, hogy ha a KT kondici6 az agyszdvet
metabolikus kéarosodasdhoz vezet, akkor a szoveti S100 szint is megvaltozik. Korabbi
immunhisztokémiai kisérleteink soran az S100 antitest asztrocita specificitasat megerdsitettiik
(Gellert és mtsai., 2013). Igy feltételezhetjiik, hogy a csokkent szoveti S100 fehérje szint,
illetve az erdteljes c-Fos expresszié a KT csoportban a megvaltozott asztrocita mikddés (pl.
fokozott puffer funkcio) jelei. Az asztrocitak (Guillemin és mtsai., 2001; Guidetti és mtsai.,
2007b) és neuronok (Heredi és mtsai., 2017) egyarant forrasai a KYNA-nak az agyszdvetben,
igy a sejtek megvaltozott miikodése okozta, a fiziologidstdl eltéré6 KYNA termelddés nem
zarhat6 Ki a kisérleteinkben. Habar a szeletek KAT-2 expresszids szintje nem valtozott a KT
kondici6é alatt (nem abrazolt megfigyelés), az enzim aktivitasanak valtozasardl nincs

informacionk.

8.2.2 Az egér agyszeletek bazalis és indukalt KYNA termelése a modellben

A kinurenin rendszer vizsgalatakor els6ként azt teszteltiik, hogy alkalmasak-e az egér akut
agyszeletek a KYNA termelésre, illetve annak felszabaditasara az in vitro rendszeriinkben. A
KYNA szint novelésére L-KYN-t alkalmaztunk 10 pM-os koncentracioban, amit korabbi
tanulmanyok alapjan valasztottunk ki (Urbanska és mtsai., 2000; Okuno és mtsai., 2011).
Patkany akut agyszeletekhez hasonldan (Turski és mtsai., 1989, Alkondon és mtsai., 2011), az
egér agyszeletek is intenziv KYNA termelésre és annak felszabaditasara képesek in vitro. L-
KYN hatasara pedig a KYNA termelddés jelentdsen fokozhato volt.

A szdveti minta esetén csak mennyiségi adatok allnak rendelkezésiinkre a termelddott KYNA
szintjét illetéen. Dolgozatomban ezért csak a KYNA mennyiségét abrazoltam az ACSF esetén
IS, a két kompartment KYNA szintjének Osszevethetoségéhez. Az ACSF mintaink esetén
azonban a KYNA koncentracidja is ismert (nem abrazolt adatok), ami mind a bazalis (6+1,79
nM), mind az L-KYN-nel kezelt csoport (39+6,16 nM) estén az alacsony nanomolaris
tartomanyba esett, ami megegyezik kordbbi patkdny agyszoveten végzett mérési

eredményekkel (Schwieler és mtsai., 2006).
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A 4 oras inkubécid végére a felszabadult KYNA mennyisége az ACSF-ben tobb mint 30-
szorosa volt a szoveti KYNA mennyiségnek (23. abra), ami jelentds termelddési és
felszabadulasi rata eredménye. Fontos megjegyezni azonban, hogy a kisérleteinkben
megfigyelt KYNA termel6dés és felszabadulas eltérhet az in vivo koriilmények kozott zajlo
mechanizmusoktol.

Befolyasolhatja a KYNA produkciot, hogy az ACSF Gsszetétele eltér bizonyos elemeiben az
in vivo fiziologias extracellularis milieu-t6l. Nem tartalmaz példaul aminosavakat (pl.
aszpartat, triptofan), amelyekrdl kimutattdk, hogy negativ szabalyoz6i a KAT izoenzimeknek
(Han és mtsai., 2010). Az aminosavak hianya befolyasolhatja a KAT aktivitast, igy
modosithatja a KYNA termelddést az agyszeletekben.

A rendszeriinkben az intracellularis és extracellularis tér aranya is eltér. Az ACSF-fel a
szovetek ,,extracellularis tere” kiterjedtebb, igy az arany jelentsen kisebb kisérletiinkben (kb.
100 mg agyszovet/6ml ACSF) az intakt egér agyban megfigyelhetd aranynal (kb. 500 mg
agyszovet/0,04 ml CSF) (Artru 1993). A nagyobb extracellularis tér jelentds koncentracid
gradienst eredményezhet barmilyen felszabaditott molekula esetén, igy az altalunk megfigyelt
intenziv KYNA felszabadulas is eltérhet in vivo.

Ha azonban a megfigyelt KYNA termel6dési és felszabadulasi rata hasonld az in vivo
koriilményekhez, ahol az extracellularis tér jelentdsen Kisebb, akkor egy joval magasabb
KYNA koncentracié érhetd el L-KYN adagolassal a KYNA felszabadulasanak helyein in
Vivo.

A kis szovet mennyiség ellenére, az L-KYN kezelés hatasara bekdvetkezd 6-szoros KYNA
mennyiség emelkedés az ACSF-ben nagy KAT enzim Kkapacitast feltételez az egér
agyszovetben. Majbol szarmazo KAT enzim preparacion végzett kisérlet alapjan a KAT-ok
L-KYN szubsztrat kapacitasa és Km értéke valoban magas (~ 1 mM) (Bender és McCreanor
1985). Ezt tamogatjak patkany agyszeleteken végzett kisérletek is, ahol a KYNA termelddés
csak magas L-KYN koncentracioval volt telitheté (~1 mM) (Turski et al., 1989).

Osszegezve elmondhatd, hogy az egér agyszovet intenziv KYNA termelddésre és annak
felszabaditasara képes L-KYN kezelés hatasara in vitro. A termelddd KYNA nagy része
(~98%) kijut az extracellularis térbe, mig a szovetben maradt KYNA mennyiség
elhanyagolhatd (~2-3%). A KYNA termelodés és felszabadulas mechanizmusanak
tisztazasara azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek in vitro és in vivo egyarant. A
felszabadulas pontos folyamata nem ismert sem asztrocitak, sem neuronok esetén. Nem tudni
példaul, van-e specifikus teriilete (pl. szinaptikus vagy extraszinaptikus) a KYNA sejtekbol

valo kijutasanak. A folyamat regulalasarol sincs informacionk egér agyban. Mindezek
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vizsgalata sziikséges a jovoben, hiszen ezek a folyamatok is célpontjai lehetnek a KYNA szint

terapias szabalyozasanak.

8.2.3 A KYNA termelés modulalasa specifikus KAT-2 gatloszerrel egér

agyszovetben

A legujabb nagy specificitast mutato, BBB penetrans KAT-2 enzim gatlok 1) lehet6séget
nyujtanak a kinurenin rendszer mikodésének, a KYNA termelddés folyamatanak vizsgalatara
¢és szabalyozasara ragcsalokban (Dounay és mtsai., 2012; Linderholm és mitsai., 2016). Az
eddigi tanulmanyokban a gatloszerek hatasat kizarolag patkanyokon tesztelték. Egyetlen
farmakologiai kisérlet sem vizsgalta a KAT-2 enzim gatlok hatasat egér agyszovetben, az
enzim egerekben feltételezett irrelevans szerepe miatt (Guidetti és mtsai., 2007a). Az
anatomiai vizsgélataink sordn jelentés KAT-2 immunpozitivitast taldltunk asztrocita
sejtekben, illetve GABAerg gatlé neuronokban egyarant felnétt egér agyszovetben (Heredi és
mtsai., 2017). Igy jelentés szerepet feltételeztink a KYNA termelésben a KAT-2-gs
izoformanak egér esetén is.

A szovet és az ACSF alacsony bazalis KYNA koncentracidi miatt a KAT-2 gatloszer hatasat
az L-KYN indukalta KYNA termelédésen teszteltiik. A PF-04859989-t a korabbiakban i.p. 10
mg/ttkg-os dozisu kezelést kovetéen, a patkany CSF-ben megfigyelt koncentracioban
alkalmaztuk (Dounay és mtsai., 2012). A gatldszer 5 uM-os koncentracioban kozel 40%-kal
csokkentette az L-KYN indukalta KYNA termelédést az ACSF-ben. A PF-04859989 KAT-2
specifikussagat csak patkany és ember KAT-ok esetén vizsgaltdk és bizonyitottdk (Kozak és
mtsai., 2014). Nincs adat a gatldszer specificitasarol egér KAT-ok estén, ezért a jovOben
mindenképp sziikséges ennek ellendrzése. Amennyiben azonban a specificitdst egér
agyszovetben is feltételezziik, akkor korabbi kisérleteknek ellentmondva (Guidetti és mtsai.
2007a), a KAT-2-nek jelent6s szerepe lehet a KYNA termelésben felnétt egér kozponti
idegrendszerében is.

A KAT-2 gatlas hatasat foként skizofrénia és mas kognitiv karosodasok kapcsan vizsgaljak
ragesalo és féemlos allatmodellekben (Wu és mtsai., 2014). Amennyiben a KAT-2 jelent6s
szerepe bebizonyosodik egér agyszovetben is, a KAT-2 farmakologiai gatlds terapids
hatasanak tesztelése kiterjeszthetd egér modellekre is. Mindez tovabb segitheti a klinikai

tesztelésre alkalmas farmakonok preklinikai azonositasat.
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9 Kovetkeztetések

Eredmények dsszefoglalasa és a beléliik levonhaté kovetkeztetések

Kisérleteink soran a KYNA termelddés folyamatanak anatomiai és funkcionalis vizsgalatat
végeztik egér agyszovetben. Az eredményeink tikrében a célkitizésekben feltett

kérdéseinkre az aldbbi valaszokat adhatjuk, illetve az alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

1) Elsoként vizsgaltuk és irtuk le a KYNA termelésében fontos enzim, a KAT-2
lokalizaciojat mRNS és fehérje szinten egér agyszovetben. A hisztologiai vizsgalatok
alapjan a KAT-2 asztrocita sejtekben és neuronokban is jelen van, utébbi sejtpopulicio
esetén a KAT-2" sejtek nagy része GABAerg gatlo idegsejt. A KAT-2" neuronok
GABAerg jellegét elsoként bizonyitottuk. Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a
KYNA termelésében az asztrocitaik mellett, a neuronoknak is jelent6s szerepiik lehet
ragcsalokban. A két sejtpopulacio fiziologias és patologids KYNA termelésben betoltott

funkcidjanak tisztazasa fontos a jovében.

2) Teszteltiik az in vitro inkubacioés rendszeriikben az agyszelet preparatumok anatomiai
és funkcionalis integritasat. Habar az agyszovetben egy jelentdosen megvaltozott
asztrocita funkciot detektaltunk, az agyszeletek metabolikusan aktivak, strukturalis és
funkcionalis integritisuk nagymértékben megérzott 4 oras inkubaciot kovetden is, igy az

inkubacios rendszeriink alkalmas tovabbi farmakoldgiai vizsgalatok elvégzésére.

3) Elsoként vizsgaltuk a bazalis és L-KYN indukalta KYNA termelédést egér akut
agyszelet preparatumokon. Az agyszeletek intenziv KYNA termelésre és felszabaditasra
képesek és ez jelentésen fokozhaté a KYNA eléanyagaval, az L-KYN-nel. A termel6dott
KYNA nagy része kijut a feliiliszoba és csak kis hanyada marad a szévetben. Mindezek

alapjan az egér akut agyszelet preparatumok alkalmasak a KYNA termelddés folyamatanak €s

crer

4) Végiil kimutattuk, hogy egy specifikus KAT-2 gatlészer jelentosen csokkenti a KYNA
termelodését egér agyszovetben is. A gatlas hatasara a KYNA szint 37%-kal csokkent.
Az eddigi tanulmanyok alapjan a KAT-2-nek kis szerepet feltételeztek a KYNA termelésben,

egér idegszovetben. A kisérletiinkben tapasztalt nagymértékit KYNA szint csokkenés azonban
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ellentmond a korabbi megfigyeléseknek, igy a KAT-2 egér agyszdvetben betoltott szerepének

tovabbi vizsgalata és tisztazasa fontos a jovében.

Osszességében elmondhaté, hogy az altalunk végzett anatémiai és funkcionalis
vizsgalatok, illetve azok eredményei a KYNA termelodés folyamatarol egér agyszovet
esetén hianypoétoloak a szakirodalomban, és nagyban segithetik a jovobeni kinurenerg

manipulacios kisérleteket.
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12 Osszefoglalo

A triptofan (TRP) lebontdsdnak f6 metabolikus utvonala az agyszovetben az un. kinurenin
utvonal (KP), amely sordan szamos neuroaktiv metabolit képzddik, amelyeket kozdsen
kinurenineknek neveziink. A neuroprotekiv stratégidk szempontjabol az egyik legfontosabb és
leginkabb vizsgalt KP végtermék a kinurénsav (KYNA).

A KYNA széles spektrumu receptormoduldlé hatasa ismert. FO receptor targetjei az
agyszovetben az N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptor és az a7-nikotinos acetilkolin
(a7nACh) receptor, melyeken keresztiil képes szabalyozni az agy glutamat, acetilkolin,
GABA, ¢s dopamin szintjét is.

Mas KP metabolitokkal egyiitt, a KYNA abnormalis szintjét tobb neurodegenerativ és
neuropszichiatriai megbetegedésben leirtdk, igy a terdpids célu kinurenerg manipulécio
intenziven vizsgalt ragcsalokban. A KYNA szintje bizonyos korképekben csokken (pl.
Alzheimer-kor, Huntington-kor), mig mas betegségek esetén korosan megemelkedik (pl.
skizofrénia, Down-szindréma), éppen ezért a KYNA termelddés mindkét irdnyt modulalasa
potencialis terapias stratégia lehet.

A KYNA L-kinurenin-bél (L-KYN) keletkezik irreverzibilis transzaminacié soran. A
folyamatot a kinurenin aminotranszferazok (KAT) katalizaljdk, amelyeknek négy izoformaja
ismert (KAT-1-4). Az ember agyszovetében a KAT-2 a f6 KYNA szintetizald enzim, igy a
KYNA termelddés kisérletes modulalasa sordn a KAT-2-es izoforma a vizsgalatok fo
célpontja. A KYNA szintézise, patkdnyokon végzett szovettani kisérletek alapjan, asztrocita
sejtekben zajlik, a KAT-2 neuronalis jelenlétét csak szorvanyosan detektaltak bizonyos
agyteriileteken.

A KYNA termelddés genetikai €és farmakoldgiai manipulacidja széles korben vizsgalt. A
KAT-2 funkcié genetikai modositasat leggyakrabban egerekben végzik. A kat-2
transzgenikus allatok limitacidja azonban, hogy a kat-2 delécid az egész szervezetet érinti, igy
a vizsgalatok soran a periférias KYNA funkci6 is érintett. A folyamat idegszovet vagy akar
sejttipus specifikus vizsgalata ilyen modon csak akkor lehetséges, ha a KAT-2
expresszios mintazata ismert az egér agyszovetben is. Az enzim expresszios profilja,
illetve pontos funkcioja azonban nem tisztazott egér kozponti idegrendszerben.

Az L-KYN konnyen atjut a vér-agy gaton (BBB), mig a KYNA penetracidja gyenge, igy a
KYNA szint novelésének egyik legegyszerlibb farmakoldgiai modja az L-KYN alkalmazésa,
ami kordbbi tanulmanyok alapjdn jelentds KYNA szint ndvekedést eredményez az

agyszovetben in vivo €s in vitro egyarant. Az in vitro, akut agyszelet preparatumok elénye,
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hogy segitségiikkel a kinurenerg manipulacié szovet specifikusan, a periférias KYNA funkcio
befolyasolasa nélkiil vizsgalhatd. Mig patkany akut agyszeletekben igazolt, hogy a szeletek
intenziv KYNA termelésre és annak felszabaditasara képesek, egér akut agyszeletek
esetén nincs adat sem a bazalis, sem az L-KYN indukalta KYNA termelésrol.

A KYNA termelddés csokkentésének vagy novelésének tovabbi lehetséges farmakoldgiai
moddja a KP enzimeinek gatlasa. A KYNA szint novelhetd a kinurenin monooxigenaz (KMO)
gatlasa révén, ami foként Alzheimer-kér és Huntington-kor modellekben vizsgélt. Ezzel
szemben jelentés KYNA szint csokkenés érhetd el KAT-2 specifikus gatloszerekkel, amelyek
a kognitiv karosodasok terapias kezelése céljabol vizsgaltak. A KAT-2 enzim gatlas hatasa
egerekben nem vizsgalt, a KAT-2 egér agyszovetben feltételezett kis szerepe miatt.

A terapias stratégiak hatékonysagat nehezitik a kinurenin rendszerbeli eltérések a kiilonb6zo
laboratériumi fajok kozott. A KYNA szintézisében résztvevd KAT izoformédknak példaul
eltéré szerepiik lehet a fajokban. Az ember és patkdny agyban a KAT-2 a f6 KYNA
szintetizald enzim, mig egér esetén kérdéses a KAT-2 funkcidja. Eppen ezért célszerii a
Kinurenin rendszer karakterizalasa és a kiilonbségek tisztazasa a kiilonbozé modell
allatokban a hatékony terapias kinurenerg manipulaciokhoz.

Kisérleteink soran, a KAT-2 expressziojanak ¢és funkciojanak tisztdzdsa céljabol a KYNA
termelddés anatdmiai és funkcionalis karakterizalasat végeztiik feln6tt egér agyszovetben.
Elséként a kat-2 mRNS ¢és KAT-2 enzim lokalizacidojat vizsgaltuk kiilonbozé egér agyi
struktirakban RNS in situ hibridizaciéval és immunhisztokémiai festésekkel. Korabbi
patkanyokon végzett kisérletekkel megegyezden, mRNS és fehérje szinten is jelentds volt a
KAT-2 glialis lokalizcidja az egér agy egész teriiletén. Az asztrocitdk mellett azonban
kifejezett volt az enzim neurondlis jelenléte is. A neuronok nagy része GABAerg gatlo
idegsejt volt, a substantia nigra pars compactat kivéve, minden vizsgalt agyteriileten.

A KAT-2 glialis és neurondlis jelenlétét elsOként irtuk le egér agyszdvetben, tovabba elséként
azonositottuk a KAT-2" neuronok GABAerg jellegét ragcsalokban. A két sejtpopulacio
fiziologias és patologias KYNA termelésben betdltott szerepe eltérhet, ennek vizsgalata
fontos a jovoben.

A funkcionalis vizsgalatok soran egy altalunk kifejlesztett in vitro inkubacids rendszert
hasznaltunk, ahol az agyszeletek kis térfogati mesterséges agy-gerincveldi folyadékban
(ACSF) inkubalodtak. Ezért eldszor a rendszerben inkubalodoé akut agyszelet preparatumok
strukturalis €s funkcionalis integritasat teszteltik 4 oras inkubdciot kovetden anatomiai,
biokémiai és elektrofiziologia modszerekkel. Habar az agyszovetben egy megvaltozott

asztrocita és neuron funkciot detektaltunk, az agyszeletek metabolikusan aktivak voltak,
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illetve anatomiai és funkcionalis integritasuk nagymértékben megdrzott volt 4 6ras inkubaciot
kovetden is. Mindezek alapjan a rendszeriink alkalmasnak bizonyult tovabbi farmakologia
vizsgalatok elvégzésére.

Az akut agyszelet preparatumok életképességének vizsgalatat kovetden, a bazalis és L-KYN
indukalta KYNA termelddést és megoszlast vizsgaltuk. Az egér agyszeletek intenziv KYNA
termelésre ¢és annak felszabaditasara képesek. A termelddott KYNA nagy része kijut az
extracellularis térbe és csak kis hanyada marad a szovetben bazalis koriilmények kozott és L-
KYN adminisztracio6 altal meghajtott szeletekben egyarant.

Végiil egy specifikus KAT-2 gatloszer KYNA termelésre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A
gatloszer kozel 40%-kal csokkentette az L-KYN indukalta KYNA termelddést az egér
agyszovetben.

A funkcionalis vizsgalatokat Osszegezve elmondhatd, hogy az in vitro inkubacios
rendszeriinkben az akut agyszelet preparatumok integritdsa nagymértékben megtartott tobb
oras inkubacid utan is, igy kisérleteink soran az ACSF-ben mért KYNA mennyiség nem
egyszerlien a szoveti degradacido eredménye. Tovabba, elsOként vizsgaltuk a KYNA
termelddést egér akut agyszeletekben, amelyek eredményeink alapjan jelentds KYNA
termelésre és annak felszabaditasara képesek. A folyamat nagymértékben gatolhatd egy
szelektiv KAT-2 enzim gatloval, igy a KAT-2 izoformanak jelentds szerepe lehet a KYNA
szintézisében egér agyszovetben esetén is. A KAT-2 pontos szerepének, illetve a KYNA
termelddés és felszabadulds mechanizmusanak tisztdzdsdra azonban tovabbi vizsgalatok

sziikségesek in vitro és in vivo egyarant.

Osszességében elmondhaté, hogy az altalunk végzett anatémiai és funkcionalis
vizsgalatok, illetve azok eredményei a KYNA termelodés folyamatardl egér agyszovet
esetén hianypotoloak a szakirodalomban, és nagyban segithetik a jovébeni Kinurenerg

manipulacios kisérleteket.
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13 Summary

Kynurenine pathway (KP) is the main metabolic route of tryptophan (TRP) degradation in the
mammalian brain which leading to the production of several neuroactive metabolites. One of
the KP end products, kynurenic acid (KYNA) is widely studied as a neuromodulator and
neuroprotective agent in the central nervous system (CNS).

KYNA has a broad-spectrum receptor modulatory effect both on ionotropic and metabotropic
receptors. The main targets of KYNA in the brain are the N-methyl-D-aspartate (NMDA) and
the a7 nicotinic acetylcholine (a7nACh) receptors, through which KYNA can modulate the
level of glutamate, acetylcholine, GABA and also dopamine in the CNS.

Along with other metabolites, KYNA has been implicated in several brain disorders, so
manipulation of the KP has high therapeutic potential. Decreased KYNA level has been
observed in neurodegenerative disorders such as Huntington’s and Parkinson’s disease, while
in disorders where cognitive functions are impaired -e.g. schizophrenia- KYNA is abnormally
increased. Therefore both up and down regulation of KYNA production could serve as a
potential therapeutical strategy.

KYNA is produced from L-kynurenine (L-KYN) by the action of kynurenine
aminotransferases (KAT). So far, four KAT isoforms (KAT-1-4) have been identified from
which KAT-2 is considered to be the major biosynthetic enzyme of KYNA in the human
brain. Therefore studies investigating KYNA production are focusing on KAT-2 in rodents.
The prevailing view about KAT-2 presence and KYNA production based on
immunohistochemical studies carried out on rats that it is localized in astrocytes and KYNA is
released mainly by this cell type in the brain. Neuronal expression of the enzyme was only
sporadic through the rat brain.

The pharmacological and genetic manipulation of KYNA production has been widely studied
in rodents. Although the effect of genetic manipulations of the KYN pathway has been
described in mice, the kat-2 knock-out model suffers from the general limitations of the null-
mutant models in which peripheral KYNA function is also influenced. To investigate tissue-
and cell-type-specific function of KAT-2, one needs spatio-temporally selective
kynurenergic manipulation, which is possible only if the expression profile of KAT-2 is
well described in the wild-type animal. However, we have little information regarding
the expression and function of KAT-2 in mice.

While L-KYN readily pass through the blood brain barrier (BBB) kynurenic acid has a very

limited ability to penetrate the BBB. So the easiest pharmacological tool to increase brain
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KYNA level is the administration of L-KYN, which resulted in a significant elevation of
KYNA both in vitro and in vivo. The advantage of using acute brain slice preparations is that
kynurenergic manipulation can be studied in a tissue specific manner without affecting the
peripheral KYNA function. Previously KYNA production and release to the extracellular
compartment upon L-KYN exposure was described in acute rat brain slices. However,
there is no data about the basal and L-KYN induced KYNA production of acute mouse
brain slice preparations.

Inhibiting KP enzymes is another promising tool to decrease or increase KYNA production
with the aim of therapy. Shifting the KP toward KYNA synthesis with kynurenine 3-
monooxygenase (KMO) inhibition studied in brain disease models like Alzheimer’s or
Huntington’s disease, while lowering KYNA level with selective KAT-2 inhibitors improves
cognitive function under conditions considered relevant for schizophrenia. No
pharmacological experiment has yet targeted the mouse KAT-2 function, probably
because of its proposed irrelevance in the mouse species.

Complicating therapeutical KP manipulation that there are prominent differences among
mammalian species regarding the kynurenine system. For example, the KYNA synthesizing
enzyme isoforms have a different role in different species. In the human and rat brain KAT-2
plays the major role in KYNA production, whereas in mice KAT-2 function is questionable.
Therefore comparative characterization of the kynurenine catabolism in different model
species is essential before assigning therapeutical kynurenergic manipulation strategies
in humans.

During our experiments we performed the anatomical and functional characterization of
KYNA production with the aim of clarifying KAT-2 enzyme expression and function in the
mouse brain.

First we examined the kat-2 mMRNA and KAT-2 protein localization in the mouse brain tissue
with RNA in situ hybridization and immunohistochemistry. Similar to previous observations
achieved in rats, glial presence of KAT-2 was significant both at the mRNA and protein level
in several brain areas. However, neuronal expression of KAT-2 was also pronounced
throughout the mouse brain. The vast majority of these neurons were identified as GABAergic
cells in the examined brain areas.

We demonstrated for the first time that KAT-2 is localized both in astrocytes and neurons in
the adult mouse brain. Furthermore we identified the GABAerg nature of KAT-2 containing
neurons. Astrocytes and neurons may have a distinctive role in KYNA production in health

and disease, which should be investigated in the future.
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During the functional studies we used a custom made in vitro incubation system, where the
brain slices were incubated in a small volume of artificial cerebrospinal fluid (ACSF).
Therefore we first tested the structural and functional integrity of brain slices in our system
after 4 hour incubation time. We performed anatomical, biochemical and electrophysiological
experiments. Although, we detected mild alteration in glial and neuronal function, brain slices
remained metabolically active and brain tissue integrity were mainly preserved for further
pharmacological experiments.

Following the characterization of the after-incubation state of the brain slices, we investigated
the basal and L-KYN induced KYNA production and distribution of KYNA between the
ACSF and the tissue. Mouse brain slices intensively produce and liberate KYNA to the
extracellular compartment, while only a small proportion retained in the tissue both in the
basal and L-KYN supplemented state.

Finally, we evaluated the effect of specific KAT-2 inhibition with the irreversible inhibitor
PF-04859989. The inhibitor reduced extracellular KYNA content by almost 40% in the
ACSF.

Summarize the functional experiments, brain tissue integrity remained sufficient to exclude
that the observed KYNA release is a simple consequence of general cell degradation in our
incubation system. For the first time in the literature we proved that the mouse brain tissue
intensively produces and liberates KYNA into the extracellular milieu. Furthermore, KAT-2
inhibition significantly attenuates KYNA production, which indicates an important role of
KAT-2 isoform in the mouse brain tissue as well. Further in vivo and in vitro experiments are
needed to clarify the precise role of KAT-2 and the mechanism of KYNA production and

release in the mouse brain.
Taken together we can conclude that our anatomical and functional results regarding

the KYNA production in the mouse brain are filling a research gap in the literature and

support future pharmacological and genetic kynurenergic manipulation studies in mice.
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