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Bevezet)

A triptofan (Trp) — kinurenin (K'YN) anyagcsere utvonal befolyasoldsa az alapkutatasok,
valamint kisérletes terdpidk kdzéppontjaban all, mivel zavara szamos korallapotban/neurolédgiai
korképben jatszik meghatarozo szerepet (Stone és mtsai. 2013; Vécsei és mtsai. 2013). Ezen
korképekhez tartoznak kiilonb6z0 neurodegenerativ megbetegedések (pl. Alzheimer-kor,
Huntington-kor, Parkinson-kor) €s hangulati zavarokkal tarsuld pszichiatriai betegségek, mint
példaul a bipolaris depresszio és skizofrénia (Daniels és mtsai. 2020), illetve a migrén (Curto

¢s mtsai. 2016.; Szok 2010).

A KYN-utvonalat (KP; 1. abra) tekintjiik a Trp aminosav metabolizmus elsddleges utjanak
(Vécsei és mtsai. 2013.). Jol ismert, hogy a Trp egyike az emberek szdmara esszencialis
aminosavaknak, részt vesz a fehérjék szintézisében és mas szamunkra fontos, bioldgiailag aktiv
anyagok, neurotranszmitterek (melatonin és szerotonin) bioszintézisének prekurzora (Canli és
Lesch, 2007; Silber ¢s Schmitt 2010). A Trp mintegy 95%-a a KP-n alakul at, ahol foként
nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) anabolizmusra forditodik, igy tobb ponton beépiilve
a Szent-Gyorgyi — Krebs-ciklusba (TCA) (Bender 1983; Tanaka és Vécsei 2020, 2021). A
reakciosor kezdetén a Trp N-formil-kinureninné oxidalodik, amelyet a triptofan-2,3-
deoxigenaz (TDO), vagy a kevésbé specifikus idolamin-2,3-deoxigenazok (IDOs) katalizalnak
(a folyamat KP elsé sebességmeghatarozd lépése). Ezt kovetden a metabolit kinurenin-
formamidaz (KFA) hatasara L-kinureninné (L-KYN) hidrolizal. A kialakulo L-KYN/Trp
koncentracié arany a Trp tovabbi lebontasanak, igy a KYN termelddésének szabalyzoja
(Schrocksnadel és mtsai. 2006). Az L-KYN létrejottével az itvonal tobbfelé dgazik, amelyeken
fontos neuroaktiv anyagok keletkeznek, 3-hidroxi-kinurenin (3-HK), antranilsav (AA),

kvinolinsav (QUIN) és a szamunkra kiemelt fontossagt kinurénsav (KYNA).
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1. abra Triptofan-kinurenin (Trp-KYN) tGtvonal

A KYNA akinurenin-aminotranszferaz I. és III. (KAT I; KAT III) enzimek kozremiikodésével

keletkezik a citoplazmaban. A kutatok sokdig Ugy gondoltak, hogy a KYNA inert
anyagcseretermek, amely kizardlag a periférian talalhatd. A késobbi allatkisérletekben kidertilt,
hogy gorcsrohamok eldidézésére és megakadalyozasara is alkalmas (Perkins és Stone 1982),
illetve gatolja a glutamat receptorok miikodését, az N-metil-D-aszpartat receptorok (NMDA-
R) endogén antagonistaja (Jo6 és Horvath 2001).

Az NMDA-R-ok négy kiilonbozd alegységbdl allé ioncsatorndk, amelynek aktivacidjakor a
csatorna megnyitasaval (glutamat és a ko-agonista glicin kotddését kovetden) natrium- és
kalciumionok &ramlanak a sejtbe, depolarizaciot eldidézve. Az NMDAR-t Nesterova €s
munkatdrsai azonositottak a mitokondriumokban is, amelyek feltehetden szerepet jatszanak a
kalcium felvételben, illetve kalcium homeosztazis kialakitasaban (Nesterov és mtsai. 2018). Az
NMDA-R-ok fizikai kapcsolatban allhatnak az elektrontranszportlanc (ETS) egyes fehérjéivel
(Src és ND2 fehérjéken keresztiil). Feltételezhetd, hogy a KYNA, mint endogén NMDA-R
antagonista csokkenti a mitokondrialis kalcium felvételt és az ETS miikodését valamilyen
moédon (gétolja/serkenti) befolyasolja. (Gingrich és mtsai. 2004)
Az NMDA-R-on kiviil a KYNA endogén ligandja lehet az aril-hidrokarbon receptornak (AhR)
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(Moroni és mtsai. 2012). Az AhR szerepet jatszik toxikus valaszkreakciok kialakitasaban - ide
tartozik tobbek kozott a hepatotoxicitds €s a csokkent termékenység - (Pascussi és mtsai. 2008),

tovabba immunomodulator hatasokat is kdzvetitenek (Tanaka és mtsai. 2020).

Az elmult évtizedben fény deriilt arra is, hogy a KYNA endogén ligandja az idegsejteken
jelenlevé G-fehérje asszocialt receptor 35-nek (gpr35) (Alkondon és mtsai. 2015), amelyen
keresztiil csokkenteni képes serkentd posztszinaptikus potencidlok amplituddjat az agy
bizonyos teriiletein (Berlinguer-Palmini és mtsai. 2013), valamint antiinflammatorikus hatasa

mas szovetekben (Tanaka és mtsai. 2020).

A KP a receptoridlis hatdsok mellett enzimeken és az anyagcsere termékeken keresztiil
kozvetlen kapcsolatban all a Szent-Gyorgyi — Krebs-ciklussal. A biokémiai folyamatokat és a
TCA ciklus enzimeit 0sszekdtd organellum a mitokondrium, amely nagy szamban el6fordulo,
kettés membranrendszerrel rendelkez6, bakteridlis mérettartomanyba (néhany pm hosszl) esé
sejtszervecske az eukaridtdk citoplazmdajaban. Legismertebb feladata az energiatermelés,
melynek sordn a termindlis oxidacion keresztiil (O2 felhaszndlds), az oxidativ foszforilacid
(OXPHOS, 3. abra) mechanizmusaval l1étrehozza adenozin-difoszfatbol (ADP) az adenozin-
trifoszfatot (ATP), a magasabb rendl él6lények elemi energiahordozd vegyiiletét (Fiske és
Subbarow 1929; Lohmann 1929; Maruyama 1991). Az emlitett mechanizmus mellet a
mitokondrium az energiatermelés megvaldsitasahoz felhasznal egyéb metabolikus utakat is,
mint példaul ketogenezis, ketolizis és zsirsav oxidacid (Krebs és mtsai. 1937; Gano és mtsai.
2014; Klingman ¢és mtsai 1958). Az anyagcseretermékek egymassal komplex halozatot
alkotnak, igy képesek dinamikus egyensulyban tartani a szerveztet, és folyamatosan a sejtek
sziikségleteinek megfelel6 mennyiségli energiat szolgaltatjak az alkalmas helyen és idében. A
nem megfeleld mitokondridlis miikodés mas sejtes mechanizmusok diszfunkciojat okozza (Holt
¢s mtsai. 1988; Wallace 1988; Bourgeron és mtsai. 1995), hiszen az organellumok meghatarozo
szerepet jatszanak a kalcium felvételben és leadasban, apoptdzis €s autofagia mechanizmusaban

is (Carafoli 2012; Diogo 2018).

A mitokondriumban végbemend TCA ciklus tobb ponton dsszekottetésben all a Trp — KYN
utvonallal, részben a KAT enzimeken keresztiil. A kinurenin aminotranszferaz 1 (KAT I)
katalizalja a citoplazmaban az L-cisztein (L-Cys) piruvatta alakulasat és az L-glutamat a-
ketoglutarat reakciot a TCA ciklusban, mig a Trp — KYN rendszerben a L-kinurenin (KYN) —
kinurénsav (KYNA) transzaminaciot (emberi €s patkdny agyban ~30%) (Guidetti és mtsai.
1997). A KAT Il a TCA ciklusban felelds (a KAT III, KAT IV mellett) az a-ketoglutarat — L-
glutamat és a-ketoglutarat — 2-oxoadipat (amibdl végiil acetil-koenzimA képzddik) reakciokért
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¢s szintén a mitokondriumban végzi a KYN — KYNA atalakitast is (a human és patkany agyban

a szintézis tobb, mint 70%-a igy torténik).

MITOCHONDRIA §

CYTOPLASM

2. abra A TCA és a Trp - KYN rendszer kapcsolata (Tanka és mtsai. 2022)
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A KAT III a mitokondrium matrixaban végzi az L-Cys — piruvat, a KYN — KYNA és 3-hidroxi-
L-kinurenin (3-HK) — xanturénsav (XA) atalakulasokat. A KAT IV az extracellularis KYN —
KYNA reakcidért felelds.

Az ETS inhibitorai
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3. abra Az elektrontranszportlanc felépitése

Emellet nem elhanyagolando, hogy a keletkezett Trp tobb, mint 95%-a NADH anabolizmusra
forditodik, ezzel tobb ponton beépiilve a TCA ciklusba. (Tanaka és mtsai. 2020, 2021). A Trp
— KYN rendszer enzimei, amelyek gyulladdsos folyamatokra, oxidativ stresszre és mas karos
hatdsokra aktivalédnak, nagy befolydssal vannak a mitokondrium metabolizmuséara és
hozzajarulhatnak a mitokondridlis megbetegedések kialakuldsahoz (Tanaka és mtsai. 2020,

2021).

Az endogén KYNA mitokondridlis hatdsairdl és szintetizdl6 KAT enzimek szerepérdl kevés
informacioval rendelkeziink. Mivel a KAT II enzim felelds az endogén KYNA keletkezésének

crer

endogén KYNA szabalyoz6 funkcidja (Vécsei 2013).



Célkituzés

Jelen munkankban az endogén KYNA szintézisért felelos KAT enzimek mitokondrialis
hatdsainak vizsgalatat tlztiik ki célul. Kérdéseink megvalaszolasara ujonnan létrehozott
kinurenin aminotranszferaz I és II enzimhianyos (KAT I KO és KAT II KO) egértorzseket

hasznaltunk.



Anyagok és modszerek

Agyszoveti mintak preparaldsa

Kisérleteinket 8-10 hetes kora, 25 + 2 g sulyt him C57BL/6N vad tipusia (WT), KAT I KO,
KAT II KO egereken végeztiik (n=6 /csoport; MTA-SZTE Idegtudomanyi Kutatocsoport). Az
allatokat intraperitonealis ketamin-xilazin keverékkel elaltattuk (80 mg/kg ketamin; 24 mg/kg
xilazin 0,9% NaCl oldatban). A mély-fajdalomérzet megsziinését kdvetden az egereket nagy
sebészeti olloval dekapitaltuk, a fejet azonnal jégen hutott Petri-csészére helyeztik. A
preparacid elsd 1épéseként felszabaditottuk a koponyét tigy, hogy a fejtetén 1évd bort iris
(szemészeti) ollo segitségével anteroposzterior tengely mentén kettévagtuk, ezt kovetden
leforditottuk a koponya koriil. Az oll6 széleit a szemiiregekbe illesztve elvagtuk a kozottiik
elhelyezkedd koponyacsontot, majd eltavolitottuk a nyaki izmokat. A nyaki csigolydk
megmaradt részEét a gerincesatorna jobb és bal oldalan bevagtuk a gerincveld megsértése nélkiil,
a csigolya fels6 részét fogaszati csipesszel, egy hatarozott mozdulattal lehuztuk a koponyarol.
A csipesz Osszezart végét a koponya kdzépso része ald helyeztiik és attortiik a nyakszirtcsontot,
majd lebontottuk a koponyat az agy megsértése nélkiil. A ventralis idegek megszakitasaval,
kranio-kaudalis iranyban a gerincvel$-agytorzs komplexszel egyiitt az agyat kiforditottuk a

koponya megmaradt részEébol és jégen hiittt Petri-csészére helyeztiik (4. abra).

4. abra Az agy feliil- és alulnézeti képe

Az elsé minta részlet, a cerebellum prepardldsa a landzsati kisagy és gerincoszlop/agytorzs
kozé helyezésével, majd hatarozott mozdulattal mindkét oldalon mediolateralis iranyban, a

pedunculusok elvagasaval tortént (5. bra).



5. abra Cerebellum eltavolitasa

A gerincvel6-agytorzs komplexet levagtuk majd a megmaradt agyat dorzalis oldalaval felfelé

forditottuk és 3 részre vagtuk a szaglogiimd alatti és feletti metszésekkel (6-7. 4bra).

6. abra Gerincvel6-agytorzs levalasztasa



A masodik agyi régio, a striatum preparalasahoz az elékészitett kozépso résszel kezdtiink (7.

abra; b) rész), amelyet kaudalis feliiletére forditottunk.

7. abra Nagyagy alulnézeti képe

Az alsé részt bevagtuk a fehér vonalig, ezutan apré metszésekkel kovettiik a striatum koriili

fehér vonalat. Az asszisztalo kezilinkkel a fogaszati szondat hasznaltuk a striatum kihuzasahoz.

8. abra Striatum preparalasa



Végiil a hippocampus preparalasdhoz az elokészitett felsé harmadot (7. dbra; a rész) hasznaltuk,
kérgi feliilettel magunk felé forditva. Az agykérget a kozépvonalban elvagtuk, 6vatosan
elvalasztottuk mindkét oldalon mediolateralis irdnyban a landzsatii €s a szonda segitségével, a

hippocampust pedig lassu, 6vatos mozdulatokkal eltavolitottuk az agy tobbi részétdl.

9. abra Hippocampus preparalas 1épései

A mitokondridlis oxigénfogyasztas vizsgalata

A mintdk mitokondridlis oxigénfogyasztasat nagyfelbontasu fluorespirometridval hataroztuk
meg. Az ehhez felhasznalt O2k-FluoRespirometer (10. abra) egy két kamrabol allo (2-2 mL
térfogat), valos idejii Oo-fogyasztas megfigyelésére alkalmas, stopperekkel zarhat6é rendszer
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria). A respiracids kamrak lezarasat kovetéen a minta

02 fogyasztasaval aranyosan csokken a mérhetdé O2 koncentracio.
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10. abra Nagyfelbontasti FluoRespirométer részei

Fluorespirométer részei:

a) mikroinjektor g) fluoreszcens szenzor

b) ‘A’ kamrahoz tartozo6 fecskendo h) gytijtékonténer

¢) ‘A’ kamrahoz tartozo stopper 1) folyadékelszivo

d)’A’ kamraablak Jj) géphaz

¢) Hamilton fecskenddk k) Peltier modul (£0,001 °C)

f) ‘A’ és ‘B’ kamrahoz tartozo Oz szenzorok

Fluorespirometria protokoll

A maj- és agyszoveti mintakat nedves tomeghez mérten 10x-es mennyiségti Mir05 médiumban
(szukréz 110 mM, HEPES 20 mM, taurin 20 mM, K-laktobionat 60 mM, MgCl, 3 mM,
KH2PO4 10 mM, EGTA 0.5 mM and BSA 1 g/L (pH 7,1) homogenizaltuk 2 cm?® potter-
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Elvehjem segitségével. A mitokondrialis komplex I-fiiggd oxidativ foszforilacios kapacitas
(OXPHOS 1) meghatarozasdhoz komplex I specifikus szubsztratokat (10mM glutamat, 2mM
malat) és ADP-t (2,5 mM) juttatunk a kamraba Hamilton fecskedndk segitségével. A steady-
state respiracio elérését kovetden a komplex I miikodését rotenonnal (0,5 uM) gatoltuk, majd
szukcinat adasaval (10 mM) a komplex II-fliggé oxidativ foszforilaciot (OXPHOS 1I)
stimulaltuk. Antimicin-A-val (2,5uM) gatoltuk a komplex IIl-at, a komplex IV. (CIV)
respiracios aktivitasat aszkorbattal (2 mM) és a mesterséges TMPD (0,5 mM N,N,N’N’-
tetrametil-p-pheniledamin  dihidroklorid) szubsztrat jelenlétében mértik. A TMPD
autooxidacidjanak megelozése érdekében az aszkorbatot a TMPD adas elott juttattuk a
respiracios médiumba. Utolsé 1épésként natrium-azidot (NaN3z; 100mM) adtunk a kamrakba a
komplex IV-hez kapcsolodd mitokondrialis oxigénfogyasztas gatlasanak céljabol. Minden

mérést allandé magneses keverés (750 rpm) mellet, 37 °C-on végziink Mir05 médiumban.

ALAP respiracio6 ~ OXPHOS I OXPHOS II Komplex IV

[(MM]
g

J

«—Antimicin-A

ymol sec’! ml-!
I

«— Aszkorbat + TMPD

0, koncentracio

«— Rotenon

g
0, flux

«— Glutamat + malat

«—ADP

«— Szukcinat

05 L3 [L38] 16 a2 LLv4)

Id6 [min]

11. abra Fluorespirometria protokoll
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Eredmények és értekelésiik

Statisztikai analizis

A mérési eredményeinket mediadn, 25 és 75% percentilisben tiintettiik fel, a csoportok kozotti
kiilonbségeket normal eloszlas esetén egyszempontos ANOV A-val (post hoc teszt: Holm-Sidak
teszt), nem normal eloszlas esetén Kruskall-Wallis teszt (post hoc teszt: Dunn teszt)
hasonlitottuk 6ssze. Az adatelemzés és abrakészités SigmaPlot programmal tortént (SigmaStat,
Jandel Scientific, Erkrath, Németorszag). Szignifikdns kiilonbséget P<0,05 érték esetén
allapitottunk meg.
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Eredmények

I. Mitokondrialis O2 fogyasztas a cerebellumban

Exogén CIL.-, Cll.-, és CIV szubsztratok (CIL.: G,M,D; CIL: S; CIV.: Asc/TMPD) adasa
valamennyi kisérleti csoportban fokozta a cerebellaris mitokondrialis oxigénfogyasztast,
melyet a 1égzési lanc gatloszerei (CL: Rot, CIIL.: AmA, CIV.: NaN3) a 0 pmol x sec x ml?t
kozeli értékre csokkentettek (11. abra). A kontroll csoporthoz képest szignifikansan csokkentek
a mitokondrialis alaplégzés és a komplex I-fiiggd oxidativ foszforilacios kapacitas (CI és CII
OXPHOS) értékei a KAT I KO egerekben. Ezenkiviil mindkét KAT enzimhidnyos csoportban
jelentdsen alacsonyabb CII OXPHOS ¢és CIV aktivitast mértiink a cerebellumban a vad tipust

egerekhez képest.
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12. abra Kontroll és KAT enzimhianyos egerek mitokondrialis oxigénfogyasztisa a
cerebellumban. A mérési eredményeinket median, 25. és 75. percentilisben tiintettiik fel.
*P<0,05 vs kontroll
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I1. Mitokondrialis O2 fogyasztas a hippocampusban

A kontroll csoporthoz képest, mind KAT I, mind a KAT II enzimhidnyos egerekben
szignifikansan alacsonyabb mitokondrialis alaplégzést és CII OXPHOS-t mértiink a
hippocampalis mintdkban, valamint szamottevéen csokkent a CIV aktivitdsa a KAT II KO

egerekben. A harom csoport kozott nem talaltunk jelentds eltérést a CI OXPHOS értékekben.

50 - Alaplégzés 500 - OXPHOS 1
2 40 2 400 |
- * R
Q Q
2 * 9
5 301 i 3 300
z g _
2 z
a 20 £ 200
= S
10 1 100
0
Kontroll ~ KATI KAT II Kontroll KATI KAT II
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OXPHOS I CIV aktivitas
400 | 1000 |
3 3
E) — 5 800
= 2 600 |
P =]
£ 200 | - £
) S 400 |
100 -
200 -
0
Kontroll KATI KAT IT Kontroll KATI KATII
KO KO KO (¢}

13. abra Kontroll és KAT enzimhianyos egerek mitokondrialis oxigénfogyasztisa a
hippocampusban. A mérési eredményeinket median, 25. és 75. percentilisben tiintettiik fel.
*P<0,05 vs kontroll
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II1. Mitokondridlis O fogyasztas a striatumban

A 14. 4bra a striatalis mitokondrium funkci6é valtozésait szemléltetik a vad és KAT KO
csoportokban. Habar kozel az allatok felében alacsonyabb CII OXPHOS kapacitast mértiink,
ennek értéke nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet (P=0,059). Szdmottevo kiilonbség
nem mutatkozott a kiindulasi oxigénfogyasztas (alaplégzés), CI OXPHOS és CIV aktivitas

tekintetében sem.
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14. abra Kontroll és KAT enzimhidnyos egerek mitokondridlis oxigénfogyasztdsa a
striatumban. A mérési eredményeinket median, 25. és 75. percentilisben tiintettiik fel.
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II1. Mitokondriélis Oz fogyasztas a majban

A nem neuronalis szovetek koziil a majban vizsgaltuk az elektrontranszportlanc egyes 1égzési

komplexeinek miikddését. A kontroll egerekhez képest nem volt szignifikans eltérés a KAT I

KO ¢és KAT II KO torzsek mitokondrialis O2 fogyasztisaban sem szubsztratok adasat

megeldzden sem pedig azt kovetden.
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15. abra Kontroll és KAT enzimhidnyos egerek mitokondrialis oxigénfogyasztasa a majban. A
mérési eredményeinket median, 25. és 75. percentilisben tlintettiik fel.
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Osszefoglalas

Jelen munkénkban el0szor vizsgaltuk a mitokondridlis funkci6 valtozasat KAT I és KAT 11
enzimhianyos egerek agyi- (cerebellum, hippocampus, striatum) és majszdveti mintaiban.
Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a vad tipusu egerekhez viszonyitva szignifikdnsan
csokkent az exogén szubsztratok nélkil regisztralt mitokondrialis alaplégzés a cerebellumban
(KAT I KO) és a hippocampusban (KAT I-, és I KO). Alacsonyabb oxidativ foszforilacios
kapacitast (OXPHOS) mutattunk ki a komplex I (KAT I KO) és a komplex II mitkodésével
(KAT I-, IT KO) 0sszefiiggésben is a cerebellaris mintakban. Hasonloan, a mitokondrialis
elektrontranszportlanc termindlis oxiddza, a IV-es légzési komplex (citokréom c oxiddz)
jelentdsen csokkent KAT I és Il enzimhidnyos egerekben. Mig a striatumban egyes respiracios
értekek (OXPHOS II) csokkend tendenciat mutattak, a majban nem taldltunk szignifikédns

eltérést a kontroll csoporthoz képest.

Feltételezziik, hogy ezen mitokondrialis hatdsok hatterében az I.) endogén kinurénsav képzddés

csOkkenésébdl eredd és attol 11.) fiiggetlen mechanizmusok egyarant allhatnak (16. dbra)

A KAT enzimek {6 funkcidja a kinurénsav szintézise L-kinurenin (L-KYN) irreverzibilis
transzaminacidja soran. Valdszinlsithetd, hogy a KAT KO egerekben az alacsony KAT
enzimaktivitds eredményeként csokken az endogén KYNA termelddése, amely szamos
cellularis és szubcellularis folyamatot befolyasolhat fiziologids koriilmények kozott is. Az
endogén KYNA szerepet jatszik az NMDA-R-ok miikodésének finomhangoldsiban, csokkent
szintje példaul befolyasolhatja az NMDA-R kozvetitette jelatviteli utakat. Ebbdl eredden
megndvekedhet Ca?* bedramlasa a sejtbe és mitokondriumba a csdkkent receptorilis gatld
hatasok miatt, mely befolyasolhatja az elektrontranszportlanc miikodését és ATP termelést. Az
NMDA-R-ok az Src és ND2 fehérjéken keresztiil fizikai kapcsolatban allnak az ETS-el
(Gingrich és mtsai. 2004), jelenleg azonban nem ismert a KYNA modulator szerepe ezen

interakcid vonatkozasaban.

Az NMDA-R-ok az idegsejteken kiviil szdmos szovettipusban megtalalhatéak (Korde és
Maragos 2012; Lobysheva és mtsai. 2013; Selin és mtsai. 2016), illetve Nesterova és mtsai.
patkany mitokondriumokon is azonositottak dket (Nesterova és mtsai. 2018). Habar majban
nem sikeriilt jelentds eltérést kimutatnunk, nem zarhaté ki, hogy a KAT KO egerek mas
szerveiben (pl. sziv és gasztrointesztinalis traktus) is alacsonyabb mitokondrialis 1égzés

mérheto.
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A KAT KO mitokondrialis hatdsainak hatterében KYNA/NMDA-R utvonaltol fliggetlen
mechanizmusok egyarant allhatnak, hiszen a KAT-ok kapcsolatban allnak a TCA ciklussal.
Ismert, hogy a piruvat a glikolitikus ttvonal mellett képzddhet példaul az aminosavak
metabolizmusa soran L-ciszteinbdl is, amelyet a citpolazmaban a KAT I, mig a mitokondrium
matrixaban a KAT III enzim katalizal (2. abra) A piruvat amennyiben nem 1ép be a TCA-ba,
acetil-KoA-va alakul és NADH képzddik. A keletkez6 NADH a komplex I (NADH-ubikinon-
oxidoreduktaz) szubsztratja (3. 4bra), atalakitasat (oxidacidjat) az enzimkomplex
Osszekapcsolja az ubikinon redukaldsaval és a protongradiens létrehozasaval, amely gradiens
végiil ATP termelésre forditodik (ATP szintdz). Igy nem zarhaté ki, hogy KAT enzimhidnyos
egerekben az OXPHOS csokkenése a szubsztratok alacsonyabb mennyisége miatt alakul ki. A
fenticken tul a KAT enzimek kozvetitenek a glutamat-, lizin- és aszpartat metabolizmusban is

(2. abra).

A KAT II enzim katalizalja a az a-ketoglutarat - 2-oxoadipat atalakulast is, amely az acetil-
KoA képzddés egyik eldanyaga. Feltételezhetd, hogy a KAT II enzim hidanya miatt gatlodik o-
ketoglutarat—2-oxoadipat—acetil-KoA konverzid. Az acetil-KoA sziikséges a TCA ciklus elsd
sebességmeghatarozd 1épéséhez az oxalacetat - citrat atalakuldshoz, hianyaban csdkken a
redukald ekvivalensek mennyisége (NADH és FADH>), amely a komplex I- és II csokkent
OXPHOS kapacitasat eredményezi.
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16. abra A mitokondrialis funkciot befolyasolé mechanizmusok KAT KO egerekben
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Kisérleteink {6 limitacidja, hogy vad tipusu egerekben KAT inhibitorokat nem alkalmaztunk ¢és
nem vizsgaltuk ezen gatlészerek mitokondrialis hatasait, illetve nem mértiik az endogén KYNA
lokalis szintjeit. Jelen munkankhoz kapcsolododan, tovabbi vizsgélatokat terveziink A KAT
enzimhianyos egerek csokkent mitokondridlis miikodésének hatterében all6 okok (KYNA

csokkent mennyisége, egyéb KAT altal katalizalt reakciok) felderitése céljabol.
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Fluiggelék

Roviditésjegyzék

3-HK - 3-hidroxi-kinurenin

AA — antranilsav

ADP - adenozin-difoszfat

AhR - aril-hidrokarbon receptor

AmMA - antimicin A

Asc - aszkorbat

ATP - adenozin-trifoszfat

BSA - bovine serum albumin

Cys - cisztein

D - adenozin-difoszfat

EGTA - bisz-aminoetil-glikoléter-tetraecetsav
ETS - elektrontranszportlanc

G -glutamat

gpr35 - G-fehérje asszocialt receptor 35
HEPES - 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav
IDO - idolamin-2,3-deoxigenaz

KAT - kinurenin-aminotranszferaz

KFA - kinurenin-formamidaz

KoA - koenzim A

KP - kinurenin-tatvonal

KYNA - kinurénsav

KYN — kinurenin

M — malat

MtDNA - mitokondrialis DNS

NADH - nikotinamid-adenin-dinukleotid
NaN. - natrium-azid
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ND2 - NADH dehidrogenaz alegység 2
NMDA - N-metil-D-aszpartat

NMDA-R - N-metil-D-aszpartat receptorok
OXPHOS - oxidativ foszforilacio

PTP - permeabilitési tranzicids porus
QUIN — kvinolinsav

Rot - rotenon

S - szukcinat

TCA - citromsavciklus

TDO - triptofan-2,3-deoxigenaz

TMPD - N,N,N’,N’-tetrametil-p-pheniledamin dihidroklorid
Trp - triptofan

XA — xanturénsav
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