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Bevezetés

A mikroglia sejtek a kozponti idegrendszer (KIR) rezidens immunsejtjei. Tulajdonsagaik
alapjan rokonsagot mutatnak mas, csontveldi eredetli mieloid sejtpopulaciokal. A korai
embrionalis fejlddés soran megjelend primitiv mieloid progenitor sejtekbdl szarmazo
mikroglidk a mononuklearis fagocita rendszerben ontogenetikusan kiilonallé populaciot
alkotnak. Ezek a sejtek rendkiviil plasztikusak, és az elhelyezkedésiik, illetve a KIR-ben
betdltott szerepiiknek megfelelden a kiilonb6zd stimulusokra tobbféle morfologiai és
funkcionalis valaszt adhatnak. A nyugalmi stadiumban 1évé mikroglia ramifikalt
morfologiat mutat jellegzetes, finoman elagazo nyulvanyokkal és viszonylag Kis
szomaval; ezek a sejtek makrofagszerii funkcionalis adottsagokkal rendelkeznek. Az
idegrendszer sériilése, fert6zés vagy gyulladasi szignalok hatasara a mikroglia aktivalt
allapotba keriilhet. A karosodas mértékétdl fiiggden a ramifikalt mikroglia morfoldgiai,
molekularis és funkcionalis valtozasok sorozatan megy keresztiil. A karosodas hatasara a
sejtek nyulvanyainak szama fokozatosan csokken, a sejttest mérete megnovekszik, és a
szOoman tobb rovid, megvastagodott nytlvany alakul ki (aktivalt mikroglia), amelyek
késbébb visszahtizodhatnak (fagocitaldo mikroglia). Ezek a folyamatok egybeesnek a
mikroglia antigén prezentald képességének kialakulasaval, illetve a citotoxikus és
gyulladaskelt6 szignalizacios folyamatok megjelenésével.

Szarmazasuk alapjan a KIR-ben egyidejlileg kétfajta mikroglia populacio is jelen
van. Az egyik csoportot a rezidens mikrogliak alkotjak. Ezek a sejtek a mitogén
szigndloknak megfelelden €s a szovet sériilésének sulyossagatdl fiiggden osztodva
szabalyozzak a rezidens mikroglia populaci6 dinamikajat. Ezekre a sejtekre élettani
helyzetben a csontvel6i sejtekhez viszonyitva lassu proliferacio a jellemz6. Ez a
populacié nem rendelkezik a makrofag funkciohoz sziikséges fehérjékkel (pl. a fo
hisztokompatibilitasi komplex (MHC) L. és Il. osztalyu fehérjék, y interferon, citokinek,
CD45 antigének), illetve az olyan sejtfelszini receptorokkal, amelyek az antigén
prezentalasban, a fagocitdzisban €s a citotoxicitas kialakitasaban fontosak. A kapillarisok
kozelében elhelyezked6 masik sejtpopulaciora a monocita/makrofag eredetre utalo MHC
II. osztalyl antigének expresszioja jellemz6. Ez a sejtpopulacio a csontveldi eredetii
prekurzorokbol folyamatosan potlodik. A KIR sulyos karosodasa esetén a vér-agy gat
gyengiil, és a csontvel6bol szarmazo sejtek belépnek az agyi parenchimaba. Ilyen,

csontveldbol szarmazo sejtek a mieloid progenitor makrofagok is.



Hasonl6an azokhoz az in vivo adatokhoz, amelyek a mikroglia szarmazasara,
adat all rendelkezésre az in vitro koriilények kozott fenntartott, sejttenyészetekben 1évo
kiilonbdz6 mikroglia populaciokrol is. A legtobb ismeretiink az aktivalt mikroglia sejtek
in vitro koriilmények kozti stimulalasara vonatkozik. Ennek egyik oka az, hogy az
aktivalt mikroglia szamos gyulladaskelt6 faktort termel, masik pedig az, hogy a mikroglia
szamos agens altal keriilhet aktivalt allapotba.

A mikroglidk egyes funkcioi, mint példaul a mozgés és a fagocitdzis, szoros
kapcsolatban allnak a citoszkeletalis rendszer valtozasaval, és gyakran osszefiiggnek az
intracellulris kalcium (Ca?") valtozasara épiilé szignalizacioval. A Ca?*-kotd fehérjék
(példaul a Ca**-érzékelé/receptor/ trigger” proteinek vagy a Ca?* puffer/szallito fehérjék)
részt vesznek a sejtben raktarozott, kotott Ca2* ltal kivaltott intracellularis
eseményekben, hozzajarulnak a sejtek alapveté miikodéséhez, és jelentds szerepiik van a
sejthomeosztazis szabalyozasatol a tanuldsi folyamatokig bezardlag szamos
intracellularis jelut aktivalasaban. A kalmodulin (CaM) — mint az egyik legfontosabb
intracellularis Ca*-koté receptor — bioldgiai hatsat a heterogén célfehérje-populacioin
keresztiil fejti ki. Ezek a célfehérjék sokrétli szabalyzasi folyamatokban vesznek részt.

Az idegszovet kiemelkedden nagy mennyiségben tartalmaz CaM fehérjét. Noha a
CaM fehérje eloszlasa az egyes idegsejt-tipusokban részleteiben is jol ismert, a
Osszes gliatipus koziil csak a mikroglia tartalmaz jelentds mennyiségben CaM fehérjét. A
mikroglia aktivalt allapotban viszonylag nagy mennyiségben expresszal CaM fehérjét,
aminek a Ca?" szignalizaciora épiilé szabalyzo funkcidi szamos aspektusbol is jol
dokumentaltak. A CaM fehérje és a kiillonbozé CaM mRNS-ek gyakran célfehérjéikkel
egylitt ugyanazon citoplazmatikus kompartmentben kolokalizalhatok. A CaM az aktin
fehérjével egyiitt fordul el6 példaul a sejtkéregben, ahol az aktin citoszkeleton rendszer
reorganizaciojat szabalyozza a (pato)fiziologiai szignaloknak megfeleléen. Az ionizalt
kalciumkdotd adaptor molekula 1 (Ibal) protein egy masik, aktink6té funkcioval
rendelkezd intracelluldris Ca*-kétd fehérje, amelyet a makrofagok és a mikroglia sejtek
expresszalnak. Az Ibal-et a nyugvo és aktivalt mikroglia fenotipusok kimutatasara
széleskorlien alkalmazzak.

Mivel a CaM szamos célfehérje aktivitasat szabalyozza, a CaM gatloszerek tobb
folyamatot is befolyasolhatnak. A calmidazolium (CALMID; 1-[bis(4-klorofenil)metil]-
3-[2-(2,4-diklorofenil)-2-(2,4-diklorobenziloxi)etil]-1H-imidazol klorid) és a



trifluoperazin (TFP; 10-[3-(4-metilpiperazin-1-il)propil]-2-triflormetil-10H-fenotiazin
dihidroklorid) a sejtben zajlé6 CaM-hoz kapcsolt folyamatok erds inhibitorai. Ezen
gatloszerek a CaM fehérjéhez torténd kotddésen tul a célfehérjékre is hathatnak, ezaltal

néhany, CaM altal szabalyozott folyamatot kdzvetleniil is befolyasolhatnak.

Célkitiizések

A KIR-ben élettani koriilmények kozott a rezidens mikroglia tilnyomo tobbsége nem
stimulalt, igy dontéen ramifikalt morfologiaval rendelkezik. Ellentétben a nagyszamu, in
vivo rendszerben nyert adattal, amelyek a mikroglia sejtpopulaciok novekedési és
szarmazasi jellemz6it mutatjak be, az in vitro koriilmények kozott nevelt, nem stimulalt
(tehat immunoldgiai szempontbdl nem provokalt) mikroglia fenotipusrél csak korlatozott
ismerteteink vannak.

Annak érdekében, hogy jobban megismerjiik az in vitro nevelt, nem stimulalt
mikroglia sejtek tulajdonsagait, kiilonb6z6 morfologiai, immuncitokémiai és funkcionalis
szempontbol jellemeztiik 6ket. A vizsgalatok egy részét kvantitativ modszerekkel
végeztiik el. A patkany embridk eldagyabol készitett primer kortikalis kevert
tenyészeteket 28 napig (DIV28) tartottunk fenn annak érdekében, hogy figyelemmel
kisérjiik a mikroglia fenotipus fejlodését. A tenyészetek vizsgalata soran megszamoltuk a
kiilonb6z6 sejtpopulaciok (neuronok, asztrocitak, oligondendrocitak, mikrogliak)
sejtjeinek szamat, amelyeket 6sszevetettiink a tenyészetben 1évé mikroglia szamaval,
majd a mikroglia sejtek szazalékos aranyan keresztiil jellemeztiik a mikroglia
sejtpopulacio dinamikéjat a vizsgalt tenyésztési periddusban. A kiilonbozé mikroglia
populaciokat a transzformacios index (T1) segitségével jellemeztiik, majd meghataroztuk
néhany, altalanosan hasznalt mikroglia markerprotein lokalizaciojat is. Ismereteink
szerint a mi vizsgalataink szamoltak be eldszor ilyen részletességgel az embrionalis
eredetil, nem stimulalt, 28 napig fenntartott in vitro kevert tenyészetek morfologiai és
immuncitokémiai jellemzdirdl.

Az aktin citoszkeletonnak a kiilonb6z6 mikroglia funkciokban kiemelked6en fontos
szerepe van, hiszen a sejtek migracioja, a fagocitozis vagy egyéb patofiziologias
koriilmény hatasara gyorsan atrendezédhet. Noha a CaM az aktin citoszkeleton
reorganizacio szabalyozasanak egyik f6 komponense, viszonylag kevéssé ismert a fehérje
szabaly0zo szerepe az olyan lényeges mikroglia funkciokban, mint a fagocitozis és a

hozza kapcsolddo dinamikus citoszkeleton atrendezddés. A CaM éltal befolyasolt



sejtfunkciok jelentdsége, illetve a CaM altal iranyitott specifikus mikroglia funkciokra

vonatkoz6 sziikds ismeretek miatt immuncitokémiai és Western blot technikak

alkalmazéséaval megvizsgaltuk a CaM lokalizaciojat és intracelluléris eloszlasat patkany
primer kevert eléagyi kultirakbol szarmazo tiszta, masodlagos mikroglia populacioban.

Az éltalunk kivalasztott CaM gatloszerekrdl —a CALMID és TFP — mar korabban leirtak,

hogy eltér6 modon fejtik ki hatasukat a CaM fehérjén. Megvizsgaltuk tehat, hogy ezek az

kertilete és TI értéke), illetve a lamellopodiumok, filopédiumok és podoszomak
képzddését. Kontroll (nem stimulalt) és LPS-kezelt (stimulalt) mikroglia populaciokat
hasonlitottunk 6ssze annak érdekében, hogy felmérjiikk a mikroglia sejtek aktivalasra
adott valaszat. Vizsgalatainkban az alabbi célokat tiiztiik ki:

1) A patkany embrionalis eldéagyi szovetbdl szarmazo primer kevert tenyészetben (DIV1-
DIV28) 1év6 sejtpopulaciok (neuron, asztrocita, oligodendrocita, mikroglia)
Osszetételének meghatarozasa és a mikroglia proliferacio vizsgalata;

2) A kiilonboz6é mikroglia populaciok kvantitativ morfologiai jellemzése a tenyésztés
soran (DIV1-DIV28);

3) Altalanos mikroglia markerek (HLA DP, DQ, DR, Ibal, CD11b/c) lokalizalasa, illetve
sejtmorfologia szerinti elkiilonitése a tenyésztés soran (DIV1-DIV28);

4) A tiszta, masodlagos mikroglia tenyészetben (subDIV4) 1évé mikroglia CaM
immunreaktivitasanak lokalizalasa és kvantitativ jellemzése;

5) Egyes CaM inhibitorok (CALMID és TFP) hatasanak jellemzése morfologiai,
citoszkeletalis és immuncitokémiai vizsgalatok alapjan tiszta, masodlagos

mikroglia tenyészetben (subDIV4).

Anyagok és modszerek
A kisérletek soran soran szigoruan betartottuk az Europa Tanacs 1986. november 24-i, a
kisérleti és egy€b tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmére vonatkoz6 tagallami
torvényi, rendeleti €s kozigazgatasi rendelkezések kozelitésérdl szo16 86/609/EGK
iranyelvének [HL L 358., 1986.12.18., 1—28. o.], és az ahhoz kapcsol6d6 magyar
nemzeti és helyi jogi rendelkezések szabalyait. A vizsgalatokat a Szegedi
Tudomanyegyetem Intézeti Allatjoléti Bizottsaga hagyta jova [1-74/11/2009/MAB].

A mikroglia fenotipus in vitro fejlodésének részletes jellemzése érdekében
morfologiai, immuncitokémiai és funkcionalis jellemzoéket vizsgaltunk meg primer kevert

és tiszta szekunder mikroglia sejtkultarakban. Kisérleteink soran kiilonb6zd fluoreszcens



immunhisztokémiai és -citokémiai technikakat, Western blot analizist, illetve
funkcionalis (fagocitozis) vizsgalatokat végeztiink el. Az alkalmazott vizsgalatok kozott
szamos kvantitativ jellegi is volt. Kisérleteinket 1) embrionalis (E18) patkany eldagyi
idegszovetbdl készitett primer kevert neuron/glia tenyészeteken (DIV1-DIV28), illetve 2)
primer kevert tenyé€szetbdl szarmazo tiszta, masodlagos mikroglia kultrdkon (subDIV4)
végeztiikk. A CaM inhibitorok (CALMID és TFP) hatasait kontroll (nem stimulalt) és

LPS-kezelt (stimulalt) tiszta, szekunder mikroglia tenyészeteken hasonlitottuk Gssze.

Eredmények

Morfologiai, immuncitokémiai és funkcionalis aspektusok alapjan kiilonb6z6
mikroglia sejtpopulaciok jellemzését végeztiik el patkany kevert neuron/glia és tiszta
mikroglia tenyészeteiben. A kevert primer kultira embrionalis (E18) el6agybol
késziilt. Fluoreszcens immunhisztokémiédval kimutattuk, hogy az eléagyban 1évo,
onnan tenyésztésre kivett mikroglia sejtek elsésorban amdboid morfologiaval
rendelkeztek. A kevert tenyészeteket maximum 28 napig (DIV1-DIV28) tartottuk
fenn, a tiszta mikroglia sejteket pedig a kevert primer sejtkultirakbol szubklonoztuk
(subDIV4), és legfeljebb 7 napig tenyésztettiik (DIV7).

A vizsgalt tenyésztési periodus alatt a mikroglia sejtek szamanak novekedését
figyeltiilk meg; erre a monocita/makrofag/mikroglia sejtspecifikus markerek (HLA
DP, DQ, DR, CD11b/c és Ibal) immuncitokémiai és Western blot analiziseinek
kvantitativ értékelésekb6l kovetkeztettiink. A fluoreszcens immuncitokémiai és
Western blot vizsgalatok nagymértékii mikroglia-sejtszam novekedést mutattak DIV
¢és DIV28 kozott. Az Ibal immunreaktivitas a Western blot analizis szerint 750-
szeresére nott, mig az Ibal immunreaktiv sejtek szama 67-szeres novekedést mutatott
DIV1 és DIV28 kozott. A mikroglidk szama a kiszélesztéstdl kezdédden (DIV;
0.5%) folyamatosan emelkedett egészen a vizsgalt tenyésztési periddus végéig
(DIV28), amikorra a mikroglia sejtek a teljes sejtszam 33.7%-at tették ki.

A mikroglidk binaris sziluettek alkalmazasaval végzett kvantitativ morfometriai
elemzése kimutatta, hogy e sejtek morfologiaja a tenyésztés soran megvaltozik. Az in vitro
differenciacio korai szakaszaban a mikroglia sejtek els6sorban amdboid morfologiaval
rendelkeztek, mig az id6sebb tenyészetekben az améboid és ramifikalt sejteket egyarant
tartalmazo, kevert populacié volt jellemzo. Ezt a megfigyelést a Tl atlagértékei is

megerdsitették, ami 1.96-rol (DIV1) 15.17-re emelkedett (DIV28). A tenyésztés soran



késébb megjelend ramifikalt, nyugalomban 1évé mikroglia akar 81-es TI értékkel is
rendelkezhetett. Kisérleteinkben azokat a mikrogliakat, amelyeknél a Tl < 3 volt, am6boid
sejteknek tekintettiik. A tenyésztési korai stadiumaiban talsalyban 1évé amdéboid,
proliferal6 mikroglia sejtek alacsony TI értékkel (T1 < 3) rendelkeztek, és mindig Ki67
immunpozitivitast mutattak. Ez a tipusu mikroglia a tenyészet koratol fiiggetleniil végig
jelen volt. Az améboid mikrogliak sejtmagjaban megfigyelt Ki67 immunreaktivitas az
S/G2 fazisban jol elkiiloniild, altalaban pontszerii mintazatot mutatott, mig az M fazisban
1év6 mikroglidban a kondenzalddoé kromoszomaék szélein jelent meg.

A mikroglia funkcié tanulmanyozasa in vitro fagocitédzis vizsgalattal tortént. A
fagocitozis az améboid mikroglianal volt dominans. A DIV 14 tenyészetekben — amikor az
amoboid és ramifikalt sejtek a kevert mikroglia populacidban megkdzelitéleg azonos
szamban voltak jelen — a mikrogyongyoket az amoboid sejtek (alacsony TI érték)
jelent6sen nagyobb mértékben fagocitaltak, mikozben a ramifikalt sejtek (magasabb T
érték) e tekintetben joval alacsonyabb aktivitast mutattak. Azok a mikroglidk, amelyeknél
TI < 3 volt, sejtenként atlagosan 11.08 £ 8.6 gyongyot (n = 39) fagocitaltak, mig azok a
mikrogliak, ahol TI > 3 volt, atlagosan 3.16 £ 3.6 gyongydt fagocitaltak sejtenként (n =
81); a kiilonbség statisztikailag szignifikéns volt (p < 0.001).

A kivalasztott mikroglia-specifikus markereket a kiilonb6z6 mikroglia
fenotipusokban az egyes tenyésztési periodusban tobbszordos immunfluoreszcens
jeloléssel lokalizaltuk. Megallapitottuk, hogy amig a DIV1 és DIV10 kozott a HLA
DP, DQ, DR immunreaktivitds kizardlag az amdboid mikroglidkra (TI < 3) volt
jellemzo6, addig a CD11b/c- és Ibal-pozitiv mikroglia sejtek a mérsékelten (TI < 13)
és a progressziv modon (TI < 81) ramifikalt formakban jelentkeztek. Mig a CD11b/c-
¢s Ibal-immunopozitivitast egyszerre mutaté mikroglia sejtek a tenyésztés soran
folyamatosan jelen voltak, a DIV10-nél id6sebb tenyészetben detektalhaté CD11b/c-
pozitiv mikroglidk mar nem expresszaltak HLA antigéneket.

Fluoreszcens immuncitokémiaval és Western blot analizissel Kimutattuk, hogy a
tenyésztési periddus soran a kevert tenyészetekben a CaM fehérje magas koncentracidja
figyelheté meg. A fiatal kultarakban (DIV1-DIV7) a CaM immunreaktivitas nagy része
nem a mikrogliaban, hanem a neuronokban fordult el6, azonban a tenyészet dregedésével
lokalizacioja a mikrogliakban valt meghatarozova. Megallapitottuk, hogy a CaM a kevert
€s tiszta sejttenyészetekben kiilonb6zé modon lokalizalodott az amdboid €s a ramifikalt

mikrogliaban. A legerdsebb CaM immunreaktivitas mindig az améboid formaban volt



megfigyelhetd, ahol a perinukledris régié mutatta a legintenzivebben immunjelet. Az
amOboid mikroglidkban a CaM és az Ibal immunreaktivitas eltéréen jelent meg; mig az
Ibal fehérje inkabb a sejtkéregben és a lamellipodiumokban volt intenzivebb, a CaM
perinukledrisan fordult el6 nagyobb mennyiségben. A ramifikalt mikroglidkban az Ibal
immunreaktivitas a citoplazmaban homogén eloszlast mutatott. A CaM immunreaktivitas
ebben a sejtformaban a sejtmag koriil 1ényegesen alacsonyabb volt, s a nytalvanyokban mar
csak nyomokban volt észlelhetd.

A CaM gatlasa hatassal volt a sejt morfologidjara és az aktin citoszkeleton
reorganizaciojara. CALMIDS és CALMIDS0 hatasara novekedett a sejtek tertilete, kertilete
¢és a TI értéke, mig a TFP kezelés erésen gatolta ezeket a jellemzdéket. Amikor a mikroglia
sejteket LPS-sel kezeltiik, a mikroglia aktivalodott, s ezzel egyiitt a teriilete, keriilete és T1
érteke lényegesen megndvekedett. A TFP szignifikansan csokkentette a sejtfelszin teriiletét
és kertiletét mind a kontroll, mind az LPS-kezelt sejtek estében. A nem stimulalt
tenyészetekben az Ibal-immunreaktivitas és a phalloidin-kapcsolt fluoreszcens szignal az
améboid mikrogliak sejtkéregében és a lamellipodiumaiban nagymértékben atfedték
egymast. A phalloidin-kapcsolt fluoreszcencia podoszémakra emlékezteté modon,
foltszeriien jelentkezett, ami Kifejezettebb volt az LPS-sel kezelt sejtekben. A CALMID50
kezelés hatasara a phalloidin-kapcsolt fluoreszcens jeldlés két jol elkiilonithetd
koncentrikus gytirit tett lathatova a citoplazmaban, az egyik a sejtkéregben, a masik a
perinuklearis régioban frissen szintetizalt F-aktinként volt lokalizalhat6. Ezekben a
sejtekben a phalloidin-tartalmu filopodiumok is jol lathatok voltak. Mig az Ibal
immunreaktivitas viszonylag er6s maradt a TFP kezelt sejtekben, addig a phalloidin-
kapcsolt fluoreszcencia-intenzitas dramaian csokkent, jelezve, hogy a TFP erésen
befolyésolta az aktin polimerizaciot.

A CaM inhibitorok eltér6 modon valtoztattak meg a CaM intracellularis
lokalizacidjat, illetve az Ibal és a CaM proteinek expressziojat. A magas CaM tartalom — a
kontroll és az LPS-kezelt sejtekben egyarant — els6ésorban a perinuklearis citoplazmatikus
régioban lokalizalodott és joval kisebb mértékben volt jelen a sejtkéregben. A CALMID50
kezelés hatasara nagy mennyiségli CaM fehérje transzlokalodott a lamellipédiumokba,
ahol dontéen az allabak élén helyezkedett el. TFP10 kezelést kvetéen a CaM
immunreaktivitas a citoplazmaban lecsdkkent és homogén eloszlast mutatott. A CaM
Ibal és CaM fehérjék expresszidjanak gatlasaban a CALMID kevésbé volt hatékony, mint
a TFP; mindkét inhibitor dozisfiiggd hatast mutatott.



Az eredmények 6sszegzése

A mikroglia populaciok dinamikajanak in vitro vizsgalata — kiegészitve a fenotipus
morfologiai és funkcionalis karakterizalassal — fontos adatokat szolgaltathat, ha
kiilonboz6 in vivo korélettani helyzetek in vitro modellezésére van sziikség. A
mikroglia egészséges és koros kdzegben torténd viselkedés-valtozasainak és
szerepének megértés¢hez fontos lehet a CaM mikroglia funkciokban betdltott
szerepének megfejtése, s ebben a kiilonb6z6 CaM specifikus inhibitorok
alkalmazasanak is lehet szerepe. F6bb megallapitasaink az alabbiak voltak:

1) A primer kevert sejtkultiraban a tenyésztési id6 elérehaladtaval a mikroglia sejtek
szama nott. Az Ibal immunreaktivitas a Western analizis szerint 750-szeresére
nott, mig az Ibal-pozitiv sejtek szama 67-szeres novekedést mutatott DIV1 és
DIV28 kozott, mikozben a mikroglia szama 0.5%-r61 33.7%-ra nétt.

2) A primer kevert kultarakban fejlédé mikroglia a tenyésztési id6 fliggvényében
valtozo morfologiai és funkcionalis jellemzoket mutatott; a Tl < 3 értékkel
rendelkezd mikroglidk lényegesen aktivabban fagocitaltak, mint a ramifikalt
formak (TI> 3).

3) A makrofag/mikroglia markerek a fejlodé tenyészetben kiilonboz6 mikroglia
fenotipusokhoz lokalizalhatok. HLA DP, DQ, DR-pozitiv mikroglia kizarélag
am@boid és csak a fiatal tenyészetekben van jelen. A tenyésztés soran végig
megfigyelheté CD11b/c-jeldlt sejtek kevésbé ramifikaltak, mint az Ibal-jelolt
mikrogliak. DIV10-nél idésebb tenyészetben a CD11b/c-pozitiv mikroglia mar
nem expresszalt HLA antigéneket.

4) A CaM a kevert és tiszta sejttenyészetek amoboid €s a ramifikalt mikrogliaiban
kiilonb6zé mddon lokalizalodott. A legerésebb CaM immunreaktivitds az
améboid formaban volt jelen, ahol a perinuklearis régié mutatta a
legintenzivebben immunjelet.

5) A CaM inhibitorok tiszta mikroglia kultaraban a sejtek szamos morfoldgiai és
funkcionalis jellemz6jét befolyasoltak. Kimutattuk, hogy a CALMID és TFP
eltéréen fejti ki hatasat a CaM és az Ibal fehérjék intracellularis eloszlasara és
expresszidjara, illetve az aktin citoszkeleton reorganizaciojara mind a

sejttestben, mind a nyulvanyokban.



Koszonetnyilvanitas

Koszoném témavezetdmnek Dr. Gulya Karolynak, az SZTE AOK-TTIK Sejtbiologia és
Molekularis Medicina Tanszék vezetdjének iranyitasat és értékes segitségét. Halasan
vagyok munkatarsaimnak Dulka Karolinanak, Ambrus Zsuzsanak és Daranyi Olganak a
kisérleteimhez nyujtott segitségiikért. Munkamat az Eurdpai Kohézids Alapok forrasaibol
a Nemzeti Fejlesztési Minisztérium finanszirozta [TAMOP-4.2.1.B-09/1/KONV-2010-
0005 és TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0052]. Ajanlom ezt a munkat a csaladomnak

tamogatasukért és szeretetiikért.

A tézishez kapcsolod6 tudomanyos publikaciok:

1) Szabo M, Gulya K (2013) Development of the microglial phenotype in culture.
Neuroscience 241:280-295. (IF: 3.327)

2) Szabo M, Dulka K, Gulya K (2016) Calmodulin inhibition regulates morphological
and functional changes related to the actin cytoskeleton in microglial cell
cultures. Brain Research Bulletin 120:41-57. (IF: 2.718 — legfrissebb adat 2014-
re van)

A tézishez kapcsol6do poszterek:

1) Szabo M, Gulya K (2009) Glial cell population dynamics in vitro. Euroglia 2009. 9th
European Meeting on Glial Cells in Health and Disease Paris, France, 2009. Glia
57:529-30.

2) Gulya K, Szabo M (2011) Development of the microglial phenotype in vitro. 8th IBRO
World Congress of Neuroscience, Florence, Italy, 2011. D085.

3) Gulya K, Szabo M (2012) Calmodulin in cultured microglial cells. 8th FENS Forum of
Neuroscience, Barcelona, Spain, 2012. A46-430 vol. 7, p. 025.17.

4) Szabo M, Gulya K (2012) Development of the microglial phenotype in embryonic rat
forebrain cultures. IBRO International Workshop, Szeged, Hungary 2012. Ideggyogy
Sz 2012 65(51):63.

5) Dulka K, Szabo M, Gulya K (2015) Calmodulin inhibition affects proliferation and cell
viability in unchallenged and LPS-challenged pure microglial cultures. X1l European
Meeting on Glial Cells in Health and Disease, Bilbao, Spain, 2015. Glia 63:E95.



