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Bevezetés

A neuroinflammaci6 egy Osszetett gyulladasos valasz a kozponti idegrendszerben
(KIR), amelyet a mikroglia, az agy szervspecifikus makrofag populacidja kdzvetit. A
mikroglia aktivacioja a kronikus neurodegenerativ betegségek és az akut agysériilések
gyakori patologiai jellemzdje. Egészséges agyban a mikroglia kulcsfontossagi
szerepet jatszik a KIR fejlédésében, a homeosztazis fenntartasaban, a szinaptikus
denzitas meghatarozasaban, a neuronalis plaszticitdas modulalasaban és a véraramlas
szabalyozasaban. Fiziologias koriilmények kozott a mikroglia kis sejttesttel és erdsen
elagazd nyulvanyokkal rendelkezik. Fertdzés vagy sériilés hatdsara a mikroglia
nyugalmi allapotbol aktivalt allapotba keriil. A mikroglia-aktivacio morfoldgiai,
funkcionalis és génexpresszids valtozasokkal jar. A mikroglia a KIR specializalt
fagocitald sejttipusa, és kulcsszerepet jatszik az elhalt sejtek és karos anyagok
érzékelésében ¢és bekebelezésében.

A mikroglia aktivacidja eldsegitheti a neuroprotekciot, de neuronalis karosodast is
okozhat. Az aktivalt mikroglia M1-M2 polarizacios allapota egy spektrumként
értelmezhetd, részben atfedé koztes allapotokkal. Az M1 gyulladasos fenotipus
gyulladaskeltd citokineket termel, ami neuronalis sejthalalhoz vezet. Ezzel szemben
az M2 mikroglia gyulladascsokkentd tulajdonsagokat mutat, és neuroprotektiv
funkcidt lat el. Az egysejt-szintli RNS-szekvendlds kimutatta, hogy a mikroglia
egyszerre fejezi ki az M1 és M2 aktivacios markereket, mig a transzkriptomikai
vizsgalatok szélesebb transzkripcios profilt tartak fel.

Az autofagia kulcsfontossagli folyamat a sejtes metabolizmus fenntartdsaban,
hozzajarul a sejt homeosztazisahoz. Képes lebontani és tjrahasznositani a
citoplazmatikus komponenseket stresszhelyzetekben, példaul iszkémia, hipoxia és
oxidativ stressz esetén. Az autofagia a mikroglia funkcidjat is befolyasolja. A
lipopoliszacharid (LPS) képes aktivalni a PI3K/AKT/mTOR ttvonalat a
mikroglidban, gatolva az autofagiat és fokozva a gyulladasos valaszt. Az autofagia-
inhibitor bafilomicin Al (Baf) kimutathatéan blokkolja a mikroglia gyulladasos

polarizacidjat.



A sejten beliili Ca*-koncentracié kulcsfontossagii a mikroglia immun-effektor
allapotanak szabalyozasaban, mivel masodlagos hirvivéként miikodik a sejtjelatviteli
utvonalakban. Aktivacié soran a Ca?'-koncentracié gyorsan novekszik, ami
termelését. A Ca?" a sejtmembranban elhelyezkedd ioncsatornakon keresztiil aramlik
a sejtekbe, amelyek koziil jelentés az L-tipust fesziiltségfliggé Ca?* csatornak
(LVGCC) szerepe. Az endoplazmatikus retikulum (ER) szintén részt vesz a
citoplazmatikus kalciumszint szabalyozasaban, a Ca?" felszabaditasa ¢s visszavétele
révén a SERCA pumpékon keresztiil.

A nimodipin egy dihidropiridin tipusa LVGCC blokkol6, amelyet el6szér 1983-ban
szintetizaltak. Leginkabb klinikai alkalmazasardl ismert, mivel képes megelézni a
késoi iszkémias deficitet a subarachnoidealis vérzés utan. A nimodipin a
cerebrovaszkuldris simaizomsejteket célozza meg, gatolva a Ca?*" bearamlést az
LVGCC-n keresztiil, csokkentve a Ca*'-fliggd aktivaciot, kontrakciot és novelve az
agyi véraramlast. Magas lipofilitdsa révén atjut a vér-agy gaton, ami potencialis
neuroprotektiv hatasuva teszi. Ujabb kutatdsok bizonyitjak, hogy a mikroglia is
expresszal LVGCC-ket, melyek gatlasa csokkentheti a neuroinflammaciot. Azonban
intakt agyszovetben a nimodipin mikroglian kifejtett kozvetlen hatdsai nehezen
kiilonitheték el az indirekt hatdsoktdl, mivel az LVGCC-k szdmos mas agyi
sejttipusban, pl. neuronokon, asztrocitdkon is jelen vannak.

Az N,N-dimetiltriptamin (DMT) egy természetes indol-alkaloid, amelyet dél-amerikai
ndvények tartalmaznak, és pszichedelikus hatdsairdl ismert, hallucinacidkat okozhat.
A DMT az Amazonas es6erdéiben ¢él6 Oslakos torzsek altal hasznalt tradicionalis
Ayahuasca f6zet egyik komponense, amelyet spiritudlis és gyogyitdé célokra
alkalmaznak. A kézelmultban ndtt a DMT mint neuroprotektiv szer iranti érdeklédés,
elsésorban a neurodegenerativ betegségek és akut iszkémids agysériilések esetében.
Kimutattak, hogy a DMT védi az emberi iPSC-eredetii kortikalis neuronokat és
mikroglia jellegli sejteket hipoxia ellen, csokkenti az iszkémids infarktus méretét és
gyulladascsokkenté hatassal bir. A DMT nagy affinitassal kotédik a szigma-1

receptorokhoz (Sig-1Rs), amit az iszkémias neuroprotekcid mechanizmusanak



tekintenek. A Sig-1R egy intracellularis receptor, amely megtalalhatdo az agyban,
immunsejtekben és egyéb szervekben, elsédlegesen a mitokondrialis ATP-szintézist
és a Ca?-szintet szabalyozza. Chaperon szerepet tolt be, tamogatja a sejtes
homeosztazist és energiatermelést. A Sig-1R-k az agyszoveti tobb sejttipusaban
el6fordulnak, beleértve a neuronokat, asztrocitidkat, oligodendrocitakat és a
mikrogliat. Kimutattdk, hogy a Sig-1R aktivacié csokkenti a neuroinflammaciot, a
gyulladaskeltd citokinek szintézisét, és gatolja az M1 mikroglia polarizaciot.

A mikroglia primer monokultirdi vagy neuronokkal, asztrocitakkal vagy
oligodendrocitakkal val6 ko-kultirai széles korben alkalmazott modszerek a
mikroglia funkci6 reprodukalhato, mélyrehatd és nagy atereszt6képességii elemzését,
értékes betekintést nyujtva a mikroglia sejtszintii (kor)élettani folyamataiba. A
sejttenyésztési modellek elengedhetetlenek a mikroglia miitkddésének vizsgalatdhoz,
mivel szabalyozott manipulaciot, standardizalt kisérleti feltételeket és az eredmények
egyértelmil értelmezését teszik lehetévé. A mikroglia tenyészetek felhasznalhatok a
morfoldgiai és funkciondlis fenotipusok vizsgalatara, valamint fehérje- vagy
génexpresszids profilok meghatarozasara. Azonban a ragcsalok primer mikroglia
tenyészeteinek korlatai kozé tartozik a genetikai diverzitds hianya az intenziv
beltenyésztés és steril tartasi koriilmények miatt, valamint a mas sejttipusokkal vald
interakcid lehetdsége. A problémat egyrészt emberi eredetli mikroglia tenyészetek
segithetnek athidalni, masrészt a mikroglia neuronokkal, asztrocitakkal ¢és
oligodendrocitakkal valo ko-kultiraja el6segitheti a mas sejtekkel torténd interakcio

vizsgalatat.

Kutatasain soran célul tliztiik ki a mikroglia-aktivacié farmakologiai modulécidjat, és

a farmakologiai hatés sejtszintii mechanizmusainak azonositasat:

1. Elemezni kivantuk a nimodipin hatasat az aktivalt mikroglia morfologiai és
funkcionalis fenotipusaira, valamint transzkriptomikai profiljara. Feltételeztiik,

hogy a nimodipin kezelés gatolja a mikroglia aktivaciojat a Ca**-homeosztazison



keresztiil, illetve az ezzel Osszefiiggd génexpresszids valtozasokra gyakorolt
hatasa révén.

2. Célunk volt jellemezni a DMT hatasat a mikroglia-aktivacidjara, valamint a
mikroglia proteomjaban bekovetkezd valtozasokra. A DMT kezeléstdl
gyulladascsokkentd hatast vartunk, amit a fehérjeexpresszios mintazat valtozasa
tamaszt ala.

3. Az antibiotikum bafilomicin hatasanak vizsgalatat tliztiik ki célul az aktivalt

autofagias aktivitasat.

Anyagok és médszerek

Primer mikrogliasejt-tenyészetek fenntartasa és kezelése

A tenyészetet Ujsziilott Sprague-Dawley patkanyok agykérgébdl készitettiik.
Kisérletiink soran ko-kulturat, valamint mikroglia monokulturat alkalmaztunk. A
tiszta mikroglia-tenyészetet a letapadt sejtek razatasaval allitottuk eld. A hatodik
napon a Petri csészékbe vagy fed6lemezekre szétteritett sejteket LPS-sel (20 ng/ml)
aktivaltuk. Az els6 kisérletsorozatban a tenyészeteket csak nimodipinnel (5-10-20
uM), vagy LPS és nimodipin kombinaciojaval kezeltiikk 24 6ran keresztiil. A masodik
kisérletsorozatban a tenyészeteket csak DM T-vel (Sig-1R agonista; 5-10-20-50 uM),
vagy LPS és DMT kombindcidjaval kezeltik 24 oran keresztil. A harmadik
kisérletsorozatban a mikroglia-tenyészeteket 3 o6ran at Baf Al-gyel (50 nM)
elokezeltiik, majd 24 6ran keresztiil LPS-sel aktivaltuk.

A mikroglia aktivaltsagi allapotat Ibal immunjeldléssel értékeltik. A
nyulvanyozottsag mértékét transzformacios index (TI) szamitasaval hataroztuk meg,
a sejtek kertilete és teriilete alapjan. Az Ibal fehérjeszintet Western blot analizissel
kvantifikaltuk, a fagocitikus aktivitast pedig fluoreszcens mikrogyongyokkel tettiik
A kisérlet végén 0sszegyjtott sejtekbSl RNS-t izolaltunk RNS szekvenalasra (RNA-

seq) a nimodipin kezelésre eltéréen expresszalodé gének (DEG-k) meghatarozasara.



A DMT kezeléssel végzett kisérletek végén a sejtekbdl fehérjét izolaltunk

tomegspektrometrids proteomikai analizisre.

Immunbhisztokémia

Immunfestéseket primer ko-tenyészeteketen (DIV7) és mikroglia monokulturakon
(subDIV7) végeztiink, polil-L-lizin bevonatd fed6lemezeken. A sejteket 4%-os
formaldehiddel fixaltuk, majd a nem specifikus kétéhelyeket blokkoltuk. Ezutan a
sejteket primer antitestekkel (Ibal, p62), majd Alexa Fluor festékkel konjugalt
masodlagos antitestekkel inkubaltuk. Végiil fluoreszcens mikroszkopos felvételeket

készitettiink transzformacios index szamitasara €s a jelolések ko-lokalizalasara.

Western blot analizis

A primer ko-tenyészetekbdl és mikroglia monokultirakbol szarmazo sejteket
homogenizaltuk és centrifugaltuk. Meghataroztuk a fehérjekoncentraciot a kvantitativ
immunreakcios analizishez. Ot-tiz pg fehérjét SDS-poliakrilamid gélben futtattunk,
Hybond-ECL nitrocelluléz membranra transzferaltuk, blokkoltuk, majd primer
antitestekkel (Ibal és GAPDH) inkubaltuk. Ezutan a membranokat masodlagos
antitestekkel inkubaltuk, végiil az immunreaktiv sdvokat kemilumineszcencia alapjan

detektaltuk.

In vitro fagocitézis vizsgalat

A mikrogliasejtek folyadékfazisu fagocitikus aktivitasat fluoreszcens mikrogyongyok
hozzaadasaval allapitottuk meg. A sejteket 37°C-on 60 percig inkubaltuk
mikrogyongyodkkel, majd mostuk, fixaltuk és Ibal, valamint DAPI immunfestéssel

jelsltiik.

Enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalat (ELISA)

A vizsgélat az interleukin-10 (IL-10) és a tumor nekrozis faktor-o (TNF-a)
koncentraciojat elemezte primer ko-tenyészetek és mikroglia monokultirak
feliiluszoiban ELISA mddszerrel. Az IL-10 és a TNF-a esetében is <8%-o0s belsd
variacios egylitthatot kaptunk, ami jO mérési precizitasra utal, és alatamasztja az

ELISA eredmények megbizhatosagat.



RNS szekvenalas (,,next generation sequencing”, NGS) és NEB mRNS-konyvtar
készités

A vizsgalat nimodipinnel kezelt mikroglia monokultirak génexpresszids analizisére
fokuszalt. Az RNS izolalast kovetéen az RNS mennyiségi meghatarozasdhoz Qubit
3.0 Fluorométer-t hasznaltunk. A NGS-konyvtarat az NEBNext Ultra™ II Directional
RNA Library Prep Kit for Illumina készletettel készitettiik el. Az NGS-hez NovaSeq
X Plus szekvenalorendszert hasznaltunk. A mindségellenérzést D5000 ScreenTape

technologiaval végeztiik.

LC-MS/MS analizis

A mintékat a Strap mikroprotokoll szerint tripszinnel emésztettiik, TEAB-ben ujra
oldottuk, TCEP-pel redukaltuk, és MMTS-sel alkileztiik. A peptidkeverékek 10%-at
LC-MS analizis céljabol C18 EvoTips-re toltottiik. A reverz fazisu elvalasztast Evosep
One HPLC oszloppal, majd az adatfliggé MS/MS mérést Orbitrap Fusion Lumos
Tribrid tdmegspektrométerrel végeztiik. Az adatgyiijtés kompenzacios fesziiltséggel

és nagy felbontassal tortént.

Eredmények

A nimodipin csokkenti a mikroglia aktivaciojat

A mikrogliasejtek morfologiai fenotipusa jol jellemzi a mikroglia aktivaciot. A
mikorgliasejtek nyugalmi 4llapotban nyulvanyozott fenotipussal rendelkeznek,
aktivaciokor lekerekednek, amoboid alakot oltenek. LPS-sel torténd aktivacio utan a
mikroglia sejtek transzformacios indexe (TI) jelentsen csokken, ami aktivalt
amoboid fenotipusra utal. Nimodipin hozzdadasa LPS-sel nem aktivalt, kontroll
tenyészetekhez nem novelte a TI-t szignifikans mértékben. A nimodipin LPS-aktivalt
ko- és monokultirdkban novelte a TI-t, ami arra utal, hogy a nimodipin a mikorglia-
aktivaciot gatolta.

A kontroll, nem aktivalt ko- és monokultirakban a mikroglia sejtek fagocitozisa

alacsony szintli volt, kevés mikrogydngyot kebeleztek be. A nimodipin 6nmagaban



nem befolyasolta a fagocitozis mértékét. Az LPS aktivacio egyértelmiien fokozta a
fagocitozist, a nimodipin egyideji adagolasa ezt teljes mértékben kivédte.

Az Ibal expresszidja a mikroglia aktivaciojat jelzi. Az LPS-sel aktivalt sejtekben, ko-
és monokultirakban is jelentésen fokozodott az Ibal expresszi6. Nem aktivalt,
kontroll kultirakban a nimodipin nem befolyasolta az Ibal szintjét. Ugyanakkor az
LPS-aktivalt kultirdkhoz adott nimodipin szignifikansan csokkentette az Ibal
fehérjeszintet.

Kisérleteinkben felmértiik a nimodipin hatasat a TNF-o proinflammatorikus és IL-10
gyulladascsokkentd citokinek termelésére is. Eredményeink szerint az itt hasznalt,
relativ alacsony LPS koncentracio (20 ng/ml) nem befolyasolta az IL-10 szintjét egyik
kultaraban sem. A nimodipin nem valtoztatta meg szignifikdnsan az IL-10 szintjét,
fliggetleniil az aktivaltsagi allapottol. Azonban 20 uM nimodipin LPS-aktivalt ko-
kultardkban kontroll szintre csokkentette a TNF-a koncentraciét. A nimodipin
hozzaadasa az LPS-aktivalt monokulturakban koncentracio-fliggé modon a TNF-a
szint fokozatos csokkenését eredményezte, de a hatds nem érte el a statisztikai
szignifikanciat.

A mikroglia monokulturakban végzett NGS RNS szekvenalas 13 866 gént azonositott,
amelyek koziil 9720 expresszidja modosult az LPS aktivacio vagy nimodipin kezelés
hatésara. Az LPS fokozta a TRPM (transient receptor potential melastatin) csatorna
és a purinerg receptor expressziojat, ami a Ca?" citoplazméaba 4ramlasanak
fokozodasat jelzi. Ezzel szemben az LPS csokkentette a VGCC-t kodold gének
expressziojat, ami kompenzatorikus mechanizmust jelezhet. Az LPS csokkentette a
Ryr és az IP3 receptorok expresszidjat, valamint novelte a SERCA kalciumpumpa
transzkripcidjat.

A nimodipin 110 gén expresszidjat valtoztatta meg az LPS-hez képest. Az eltérd
expresszioju gének koziil 29 upregulalodott, mig 81 downregulalodott. Figyelemre
mélto, hogy a nimodipin ellentétes hatasokat fejtett ki az LPS-hez képest. A 110 gén
szlirése soran kideriilt, hogy ezek koziil legalabb 20 kapcsolatban allt a mikroglia

s

tovabbd 4 gén az intracellularis Ca®>" homeosztazisban jatszott szerepet.



A DMT modulélja a mikroglia aktivaciéjat

A DMT onmagaban, minden vizsgalt koncentracidban tendencidzusan ndvelte a
mikroglia sejtek nytlvanyozott fenotipusat, amit a transzformacids index ndvekedése
mutatott. Az LPS-kezeléssel jaro alacsony TI-értékeket a 20 és S0 uM DMT-kezelések
szignifikansan novelték, a DMT mikroglia-aktivaciot ellenstlyozo hatasat jelezve.
Az LPS-kezelés novelte a fagocitald sejtek aranyat, mikdzben a nem fagocitalo sejteké
azonos mértékben csokkent. Az LPS és a DMT egyiittes alkalmazasakor, elsdsorban
20 és 50 pM DMT koncentraciok mellett a fagocitalo sejtek aranya a kontroll szintre
csokkent.

DMT-kezelés tovabb fokozott. Ez a tovabbi emelkedés az Ibal koncentracioban csak
a kontrollhoz képest volt statisztikailag jelentds, az LPS aktivaciohoz képest nem.
Proteomikai vizsgalataink sordn Osszesen 2793 fehérjét azonositottunk, amelyek
koziil 244 expresszidja mutatott valtozast. Az LPS aktivacio 111 fehérje kifejezodését
upregulalta, 33 fehérjéét downregulalta a kontrollhoz képest. DMT LPS-aktivalt
kultirdhoz valé hozzdadasa az upregulalt fehérjék mennyiségét részlegesen
ellensulyozta, 21 fehérje kifejez6dését upregulalta és 84 fehérje expresszidjat
downregulalta. Nyolc olyan fehérjét azonositottunk, melyek expresszidja LPS
hatdsara nétt, és a DMT ezt egyértelmiien ellensulyozta; ezek koziil kettd
Osszefliggésbe hozhatd az aktivalt mikroglidk gyulladasos mikodésével. Tovabba
tizenkét olyan, tébbnyire enzim fehérjét talaltunk, amelyek expresszidja az LPS

aktivaciora valaszul cs6kkent, és a DMT ezt a csokkenést visszaforditotta.

Autofagia gatlasa Baf jelenlétében

Az autofagia szabalyozasa kulcsfontossagu a mikroglia miikddése szempontjabol, és
ap62/SQSTMI fehérje szerepet jatszik ebben a szabalyozasban. Az LPS-kezelés nem
befolyasolta jelent6sen a mikrogliasejtek szamat, azonban a Baf el6kezelés jelent6s
kimutatta, hogy az LPS-kezelés enyhe novekedést eredményezett a p62 fehérje
mennyiségében, mig a bafilomicin eldkezelés nem valtoztatta meg a p62 szintjét. A

p62/SQSTM1 immunreaktivitasanak eloszlasa egyenletes volt a citoplazmaban, a



p62/SQSTM1-gyel jelolt autofagoszomak pedig elsdsorban pontszerii eloszlasban, a
perinuklearis citoplazméaban lokalizalodtak. Hasonld szamu p62/SQSTM1-pozitiv
autofagoszoma volt megfigyelheté az LPS-sel kezelt tenyészetekben, fliggetlentil

attol, hogy Baf jelen volt-e vagy sem.

Megbeszélés

A primer mikroglia-tenyészetek alkalmasak a mikroglia-aktivitas farmakologiai
modulacidjanak vizsgalatara

Vizsgalataink az aktivalt mikroglia morfologiai, funkcionalis, génexpresszids és
proteomikai jellemzdire fokuszaltak ujsziilott patkanyokbol szdrmazod ko- és
monokultardkban, nimodipin vagy DMT kezelést kovetden. Az aktivalt mikroglia-
tenyészetek kulcsfontossaguak a neuroinflammacio elleni hatéanyagok tesztelésében,
mivel lehetdvé teszik a hatéanyagok direkt, a mikrogliasejteken kifejtett hatasanak
értékelését, monokutirak esetén mas agyszoveti elemekkel torténd interakciotol
elkiilonitve.

Altalanossagban elmondhatd, hogy mikroglia-tenyészetekben az aktivacios allapot
fehérjedetektalassal vagy génexpresszios profilozassal (pl. egyfehérjés ELISA,
multiplex ELISA, tomegspektrometria, Western blot, vagy RNS-szekvenalas) jol
azonosithato. Aktivacio soran a mikrogliasejtek képesek pro- és anti-inflammatorikus
szerepet betdlteni, polarizacidjuk a neurotoxikus (M1) és neuroprotektiv (M2) allapot
kozott folyamatos spektrumon mozog a sériilésre adott valasz szerint.

A mikroglia aktivaciojat a kalcium-homeosztazis valtozasai jellemzik, amelyek
célpontként szolgdlnak a neuroinflammacié csokkentésére. Korabbi kutatidsok a
az immun effektor funkcidval. Kisérleteink soran a mikroglia Ca*"-homeosztazisat
céloztuk meg, egyrészt a sejthartyan keresztiili Ca?*-bearamlas gatlasaval, nimodipin
segitségével, valamint a sejten beliili Sig-1R receptorok aktivacidjaval DMT-vel.
Ezek a megkozelitések a génexpresszio vagy a fehérjék kifejezodésének modulalasan

keresztiil gatoltak a mikroglia-aktivaciot, befolyasolva a morfolégiai és funkcionalis



fenotipusokat. Kutatasaink hangstlyozzak a Ca**-homeosztazis fontossagat az
immunvalasz szabalyozasaban.

Eredményeink ravilagitottak mindkét hatéanyag komplex jotékony hatasaira, és
kivalo jeloltekként azonositottak Oket preventiv neuroinflammacios terapiara

gyulladascsokkentd tulajdonsagaik miatt.

A nimodipin alkalmazisanak elényei a neuroinflammaici6 kezelésében

A mikroglia aktivacidjanak kutatdsdban az LPS az egyik leggyakrabban hasznalt
aktivator. Eredményeink is igazoltdk, hogy LPS hatasara a mikroglia morfolégiai és
funkciondlis fenotipusa az aktivalt allapotra jellemzd. Kisérleteink soran azt
vizsgaltuk, hogy a mikroglia Ca*-homeosztazisanak moddositdsa LVGCC
blokkolassal képes-e gatolni a mikroglia aktivacigjat. Eredményeink alapjan
valdszinii, hogy az aktivaciot jellemz6 Ca**-koncentracio-emelkedés a P2X4 purinerg
receptorokon és TRPM2 csatorndkon keresztiilvalosul meg. Az ER-b6l torténd Ca?
felszabadulast kozvetitd rianodin- és IP3-receptor gének megfigyelt downregulacioja,
valamint az ER-en talalhaté SERCA pumpa gének magasabb expresszidja arra
utalhat, hogy a magas intracellularis Ca>" koncentracié az ER szintjén kompenzacios
mechanizmusokat indit el.

Nimodipinnel folytatott vizsgalataink szerint tovabba a mikroglia aktivacidja soran
bekdvetkezd Ca?'-felhalmozddasban az LVGCC-k fontos szerephez jutnak. A
nimodipin kdvetkezetesen gatolta a mikroglia aktivalt fenotipusvaltasat, ami arra utal,
hogy a kezelés megbizhatéan célozta a mikrogliat. Génexpresszids vizsgalataink
alapjan azt feltételezziik, hogy az LVGCC gatlasa az intracellularis Ca**-jelatvitel
modositasan keresztiil génexpresszios valtozasokat idéz eld. Jol ismert, hogy a Ca”*
masodlagos hirvivé szerepet tolt be a génexpresszid szabalyozasaban, ami
feltételezésiink szerint a nimodipin gyulladascsokkenté hatdsa mogotti molekularis
mechanizmusként azonosithato.

Irodalmi adatok felvetik a lehetdséget, hogy a nimodipin az LVGCC-n til alternativ
célpontok miikddését is befolyasolhatja, példaul a Kvl.3 fesziiltségfiiggd
kaliumcsatorndkat, a mineralokortikoid receptorokat és a CFTR kloridcsatornakat,

amelyek szintén hozzajarulhatnak gyulladascsokkent6 hatasdhoz.
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A DMT terapias potencialja a neuroinflammacié kezelésében

A DMT, egy pszichedelikus tulajdonsagair6l ismert vegyiilet, bizonyitottan
rendelkezik neuroprotektiv hatasokkal, mely feleveti a potencidlis terapias
alkalmazasok lehetdségét. Az endogén eredetli DMT szerepet jatszik a kozponti
idegrendszerben, kiilondsen a sejtszintll stresszvalaszokban. A DMT neuroprotektiv,
csokkenti a gyulladast, és eldsegiti a neuroplaszticitast példaul az agyi eredetii
neurotrof faktor (BDNF) szintjének novelése révén. A Sig-1R receptorok — amelyek
intracellularis chaperonok és receptorok az ER membranjan — szabalyozzak a
mitokondridlis Ca?**-egyensulyt, tamogatjak az ATP szintézist, és gatoljak a reaktiv
oxigéngyokok (ROS) termelését, ezzel eldsegitve a sejtek  tulélését
stresszhelyzetekben.

Kisérletes agyi iszkémiaban a DMT neuroprotektiv hatdsiinak bizonyult, csokkentette
az agyi infarktus méretét, javitotta a motoros funkciokat, és gatolta a gyulladasos
citokinek transzkripcidjat az agyban. In vivo vizsgalatok kimutattak, hogy a DMT
célpontjat, a Sig-1R-t a mikroglia nagy mértékben expresszalja.

Kutatasaink bizonyitottak, hogy mikroglia-tenyészetekben a DMT-kezelés
morfoldgiai és funkcionalis valtozasokat idéz eld. Aktivalt mikroglia-tenyészetekhez
20 és 50 puM koncentracioban adagolva a DMT a nyugalmi allapotra jellemz6
nyulvanyozottabb sejtmorfologiat eredményezett, és csokkentette a fagocitald sejtek
aranyat a tenyészetben. A proteomikai elemzés jelentds fehérjeszint-valtozasokat tart
fel: a DMT tobb esetben ellensulyozta az LPS altal indukalt specifikus
proinflammatorikus fehérjék expresszidjat.

A mikroglia-aktivacid gatlasa, amelyet kisérleteink soran megfigyeltiink,
Osszhangban 4ll mas kutatasokbodl szarmazo korabbi eredményekkel, melyek szerint
a DMT védo hatast volt hipoxidanak kitett monocita-eredetii makrofagok
tenyészetében. A fokalis agyi iszkémia ragcsalomodelljében tovabba a Sig-1R
receptor aktivalasa DMT-vel gatolta a gyulladasos citokinek — koztiik a TNF-a —
mRNS-ének transzkripcidjat, igy gyulladascsokkentd (anti-neuroinflammatorikus)
hatast  figyeltek meg. Ezek a  megfigyelések  hasznosulhatnak a

gyogyszerfejlesztésében olyan KIR korképek esetén, ahol a neuroinflammacio rontja

11



a gyogyulas esélyeit. A DMT a kozelmultban a gydgyszeripar figyelmét is felkeltette:

a kanadai Algernon Pharmaceuticals sikeresen zarta a klinikai I-es fazist.

szintjének novekedésével

Az autofagiara koncentrald kisérleteink az autofagia szabalyozasanak szerepét
vizsgaltak a mikrogliafunkciora, kiilonos tekintettel a p62/SQSTMI fehérjére. Az
autofagia ¢és a mikrogliasejtek alapvetd fontossaguak a sejtes homeosztazis
fenntartasaban és a kdzponti idegrendszert éré stresszhatasokra adott valaszban. Az
autofagia eldsegiti a sériilt sejtes komponensek lebontasat és wjrahasznositasat,
kiilonosen koros allapotok — példaul iszkémia és hipoxia — esetén. A gyulladas
szorosan Osszefligg az autofagiaval és a gyulladasos folyamatokkal, melyek
szabalyozasaban kulcsszerepet jatszanak olyan molekulak, mint a p62/SQSTMI.
Révilagitottunk a p62/SQSTMI1 Osszetett szerepére az autofagia szabalyozasaban a
mikroglia mitkddése soran, kiilonésen az LPS altal indukalt gyulladasos allapotokban.
A Dbafilomicinnel végzett el6kezelés hatasara bekdvetkezd jelentds csokkenés a
mikrogliaproliferacioban felveti az autofigia és a gyulladds kozotti bonyolult
kolcsonhatasokat. Az LPS-re adott valaszként megfigyelt p62-szintndvekedés,
valamint a bafilomicin el6kezelés melletti stabil p62-koncentracid arra utal, hogy a
p62 gyulladasos allapotokban betoltdtt szerepe arnyalt és tovabbi vizsgalatokat
igényel.

Tovabbi bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a bafilomicin képes modulalni az
autofagias folyamatokat, és hatassal lehet a sejtvalaszokra, valamint az autofagiadhoz
kapcsolodo jelatviteli vitvonalakra. Az ionhomeosztazis és a jelatviteli utak —
kiilonosen a TLR4 és az LVGCC csatorndk — kozotti kdlesonhatas kiemeli a
mikroglidk szabalyozd szerepét a sériiléseket kovetd gyulladdsos valaszokban. A
lehetdséget kinal a kozponti idegrendszeri betegségek kezelésében, kiilondsen az

iszkémids stroke utani valaszreakciok optimalizaldsaban.
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F6 megallapitasok

1.

Megmutattuk, hogy a nimodipin, ami egy L-tipusi fesziiltségfiiggd
kalciumcsatorna blokkold és vaszkularis simaizom relaxans, csokkenti a
mikroglia aktivaciojat. A gyulladascsokkentd hatas hatterében génexpresszios
valtozasokat azonositottunk. Ezek az eredmények ravilagitanak arra, hogy a
nimodipinnek terapias szerepe lehet az agysériilések és neurodegenerativ
betegségek soran fellépd neuroinflammacio csokkentésében.

Bizonyitottuk, hogy a szigma 1 receptor agonista DMT csokkenti a mikroglia
aktivaciojat. A proteomikai elemzés alapjan megallapitottuk, hogy a DMT
mérsékelte az LPS altal indukalt pro-inflammatorikus fehérjék, példaul az iNOS
és a PLA2 expresszidjanak novekedését.

Eredményeink igazoljak, hogy az autofagia kulcsszerepet jatszik a mikrogliak
gyulladasos valaszanak szabalyozasaban. Az LPS ¢és Bafilomycin Al egyiittes
hatasara az autofagia gatlodott, amit a p62/SQSTM1 szint emelkedése jelzett. Ez
arra utal, hogy az autofagia zavara hozzajarulhat a gyulladas fennmaradasahoz.
Felfedeztiik, hogy az autofagia nemcsak a sejttiilélést timogatja, hanem aktivan
részt vesz a mikroglidk miikodésének és a sériilést kovetd ionhaztartasi €s

jelatviteli folyamatok szabalyozéasaban is.

Koszonetnyilvanitas

El6szor is szeretném kifejezni 6szinte halamat Prof. Dr. Gulya Karolynak, amiért

lehetdséget adott arra, hogy a kutatdcsoportjaban dolgozhassak, és hitt bennem.

Koszonet illeti kutatocsoport jelenlegi és korabbi kollégdimat a segitségiikért €s

tamogatasukért: Dr. Torteli Anna, Dr. Toth Réka, Dr. Balint Armand Rafael, Dr. V.

Kecskés Szilvia, Dr. Szarvas Péter Archibald, Dr. Frank Rita és Dr. Menyhart Akos.

Kiilon koszonet illeti Dr. Kata Dianat, aki mindig mellettem allt és segitett.

Halas vagyok a barataimnak a tdmogatasukért, még ha tobbnyire nem is értik, mirdl

beszélek, és pontosan mivel is foglalkozom. Szavakkal leirhatatlan, mennyire halas

vagyok a csaladomnak, amiért a nehéz idokben is inspiralé gondolatokkal segitettek,

hittek bennem, és rendkiviil tiirelmesek voltak.
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Végiil, de nem utolsésorban szeretném megkdszonni témavezetémnek, Prof. Dr.

Farkas Eszternek, hogy lehetéséget adott arra, hogy PhD-hallgatoként

csatlakozhassak kutatocsoportjahoz. Lelkesedése, vizidja, elkotelezettsége, Gtletei és

tudomany iranti alazata példat mutatott szamomra a j6 tudomanyos gyakorlatban. El

sem tudnék képzelni nala jobb témavezetot.
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