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Tartalmi 6sszefoglalé

Akut agysériilések, mint példaul iszkémias stroke soran a mikroglia aktivacio egy korai
valaszjelenség, amely beinditja a neuroinflamméciot. A mikroglia aktivacié hatterében az
intracellularis Ca*" koncentracié szint hirtelen, nagy mértékii megemelkedése 4ll. Ebben a
sejtfelszini NMDA receptorok és a fesziiltség fiiggd Ca®* csatornak (VGCC) jatszanak szerepet,
amelyet a szigma-1 receptor (Sig-1R) moduldl. A dimetiltriptamin (N,N-dimetiltriptamin,
DMT) a Sig-1R agonistédja. Célul tiiztiik ki a DMT hatasanak felmérését a mikroglia aktivaciora.

Kisérleteinket 0jsziilott Sprague Dawley patkdnyok kortex régidjabol készitett tiszta
mikroglia sejtkultirdkon végeztiik. A tenyészetekben a sejteket lipopoliszachariddal (LPS)
aktivaltuk. Az aktivélatlan, nyugalmi allapotot tekintettiik kontrollnak. A tenyésztés 6. napjan
5, 10, 20 és 50 uM-os DMT-t tartalmazé médiumot mostunk a sejtekre. 24 ora elteltével
fluoreszcensen megfestettiik a sejteket, majd az Ibal pozitiv sejtek arborizaciojat
transzformacios index-szel (TI) jellemeztiik, valamint western blot analizist végeztiink az Iba-
1 koncentracid valtozas mérésére, a fluoreszcens mikrogyongyokkel a fagocitotikus aktivitas
nyomon kdvetését végeztiik, valamint proteomikai vizsgalatokat folytattunk. A kezelések soran
a jelen 1évo fehérjék nyomon kdvetesére proteomikai vizsgéalatokat alkalmaztunk.
A kontroll, nyugalmi allapotban ramifikalt sejtek LPS hatasara aktivalt, amdboid alakot vettek
fel (TI: 2,08+0,48 vs. 3,62+1,4 LPS vs. kontroll). A mikroglia-aktivaciét a DMT csokkentette
(TT: 9,14£5,17 LPS+20 uM DMT). A Western blot analizis LPS aktivaciora az Ibal jelintenzités
er6sodését mutatta (integralt optikai denzitds, IOD: 121,08+63,31 vs. 100+0, LPS vs. kontroll),
amelyet a DMT kezelés tovabb erdsitett (I0D: 212,64+201,37, LPS+20 uM DMT). A fagocitalo
mikroglia ardnyat a tenyészetben az LPS hozzdadasa fokozta (65 vs. 48 %, LPS vs. kontroll),
amit a DMT kezelés ellensulyozott (25 vs. 65 %, LPS+20 uM DMT vs. LPS). Proteomikai
vizsgalat soran 0sszesen 2793 fehérjét azonositottunk, amelyek koziil 20 mennyisége minden
paros csoport-Osszehasonlitdsban szignifikdns valtozast mutatott. Az indukalhato nitrogén-
monoxid szintaz és a foszfolipaz kiemelkedett azzal, hogy LPS hatdsara upregulalodtak, amit a
DMT kivédett. Ugyanakkor a foszfolipaz D3 (PLD3) 5'-3' exonukleaz ¢s az NMB
transzmembran glikoprotein LPS hatdsara downregulalodott, amit a DMT visszaforditott.

A DMT hatékonyan csokkentette a mikroglia-aktivaciot. Feltételezziik, hogy a DMT az
endoplazmatikus retikulum (ER) stresszvalaszat és a mikroglia Ca?* homeosztazisat modositva
fejtette ki védo hatésat, hiszen a Sig-1R az ER mitokondriummal asszocialt membranszakaszan

fejezddik ki, és az ER és a mitokondrium kozti Ca®* transzportot szabalyozza.
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1. Roviditések

APC: antigén prezentalo sejt

BSA: szarvasmarha szérum albumin

DAPI: 4°,6-diamidino-2-fenil-indol

DAMP: karosodés-asszocialt molekularis mintazat
DMEM: Dulbecco altal mddositott Eagle médium
DMT: N,N-dimetiltriptamin

ER: endoplazmaés retikulum

FBS: magzati borju szérum

IL-1P: interleukin-1béta

IP3R: inozitol-trifoszfat receptor

LC-MS/MS: folyékony kromatografiai tomegspektrometria
LPS: lipopoliszacharid

MAM: mitokondrium asszocidlt membran
MAO: monoamin-oxidaz

MAOI: monoamin-oxid4z inhibitor

MD-2: mieloid differencialt protein-2

MMTS: S-metil metan-etio-szulfonat

NMB: neuromedin B

NMDA R: N-metil-D-aszpartat receptor

PAMP: patogén-asszocialt molekularis mintazat
PBS: foszfat puffer

PLD3: foszfolipaz D3

PRR: mintazat felismerd receptor

ROS: reaktiv oxigén gyok

SDS: natrium-dodecil-szulfat

Sig-1R: szigma-1 receptor

TCEP: Tris-(2-karboxietil)-foszfin

TEAB: tetraetilammonium-bromid

TI: transzformécios index

TLR: toll-like receptor

TNF-a: tumor nekrozis faktor-alfa

VGCC: fesziiltség fiiggd Ca’* csatorna



2. Bevezetés

A mikroglidk a kozponti idegrendszer rezidens makrofagjai, amelyek az agy
sejttomegének 10-15%-at teszik ki. Az egyedfejlodésben, az idegsejtek mitkddésének
finomhangolasdban és a homeosztazis fenntartasaban betdltott élettani szerepiik mellett a
mikroglia az agy immunvédelmében is kulcsfontossagu. Az agysériilések, igy a stroke
neuroinflammacidval jarnak, amelynek kozponti eleme a mikroglia aktivacioja.

Napjainkban az elhaldlozésok okainak masodik helyét a stroke foglalja el. 2019-ben
12,2 milli6 embert érintett stroke, akik koziil 6,55 millidan hunytak el (GBD 2019 Stroke
Collaborators, 2021). A stroke-nak két fajtaja van, az egyik a vérzéses stroke, amely magaba
foglalja az intracerebralis s a subarachnoidealis vérzést. Ilyenkor az agyban talalhat6 erek fala
sériil és a vér a szoveti térbe aramlik. A masik tipus az iszkémids stroke, amelyet az agy, a
gerincveld vagy a retina infarktusaként definialnak, amely sordn egy érelzarddas torténik
(Campbell et al., 2019). 2019-ben az 6sszes stroke miatti elhaldlozas 62,4%-ért az iszkémias
stroke, 27,9%-¢ért az intracerebralis vérzés és 9,7%-ért a subarachnoidealis vérzés volt felelds
(GBD 2019 Stroke Collaborators, 2021).

Az i1szkémids stroke sordn egy agyi ér elzarddik. Ennek kovetkeztében egy korai
sejtpusztulas torténik, amit infarktusnak neveziink. Ezt a teriiletet mas néven mag régionak is
nevezziik. A penumbra régid a mag régiot veszi koriil, ahol a sejtek ugyan életképesek, de
sériilésnek vannak kitéve. Amennyiben a keringés nem all vissza idében, a penumbra régidban
is elhalnak a sejtek, igy a mag régio kiterjedéséhez vezet (Appireddy et al., 2015).

Az érelzarodas kovetkeztében az érintett agyteriileten csokken a vérellatottsag, aminek
kovetkeztében a sejtek nem jutnak megfeleld mennyiségli gliikozhoz és oxigénhez, azaz
hipoxias allapotba keriilnek. A neuronok homeosztdzisa ennek kdvetkeztében felborul, ugyanis
gliikoz hianyaban az ATP mennyisége is lecsokken. ATP hidnyaban a neuronok nem képesek a
transzmembran gradiensiiket fenntartani, ami depolarizacidhoz vezet. Ennek kovetkeztében
nagy mennyiségli neurotranszmitter {iriil, elsdsorban glutamat, amely excitotoxicitdshoz vezet.
Emiatt szamos tovabbi sejtkarosité anyag felszabaduldsat fogja okozni, mint példaul a reaktiv
oxigén gyok (ROS). A ROS kovetkeztében az endothél sejtek apoptotizalnak, ami miatt a vér-
agy gat sériil. A vér-agy gat sériilése miatt pedig tovabbi agykéarosodasok 1épnek fel (1. dbra)
(Kaplan-Arabaci et al., 2022).
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A mikroglia sejtek az agy rezidens makrofagjai, amelyek a tobbi glia sejttdl, pl.:
asztrocitatol, oligodendrocitatol eltéréen nem a neuroektodermabol erednek, hanem a
mezodermabdl szarmaztathatdéak (Hanani et al., 2021).

A mikroglia sejtek feladatai kozé tartozik tobbek kozott az agy homeosztazisanak
monitorozasa és a bekovetkezett valtozasokra vald megfeleld valaszadas, illetve nagyobb
sériilések esetén a mikroglia aktivacioval valaszol.

A morfologiajukhoz igazodik a mikroglia sejtek funkcidja. Nyugalmi allapotban
ramifikaltak, szomajuk kicsi, amelybdl tiiskés eldgazddasti nyulvanyokkal monitorozzadk a
kornyezetiiket. Aktivaciojukat okozhatja trauma, fertézések, citokinek, illetve nagyobb
sériilések, példaul stroke. Ekkor a mikroglia sejtek a sériilés helyére, illetve annak kornyezetébe
vandorolnak, nyulvanyaik megrovidiilnek ¢és megvastagodnak, szomajuk megduzzad, ez
tekinthetd amoboid alaknak. Intenziv fagocitdzisba, valamint citokin termelésbe kezdenek
(Colonna et al., 2017). Az aktivalt mikroglia sejteknek két fenotipusa létezik. Az egyik az M1-
es, amely a pro-inflammatorikus folyamatokért felelds, antigén prezentald sejtként (APC)
viselkedik, valamint gyulladdsos mediatorok, mint példaul a tumor nekrozis faktor-o (TNF-a),
neuronok pusztulasahoz jarulnak hozzd. A masik fenotipusa az M2-es mikroglia, amelyek
elsésorban a fagocitozis révén a szoveti tormelékek eliminélast végzik, valamint az anti-
inflammatorikus valasz reakciokat biztositjdk. Elsd sorban IL-4-et, IL-10-et juttatnak

kornyezetiikbe és a neuronok védelméhez jarulnak hozza (Wendimu et al., 2022).



A mikroglia sejtek kiilonb6zo receptorokat expresszalnak membranjukon, amelyeknek
koszonhetdn megfeleld valaszt tudnak adni a kdrnyezetiik megvaltozasara. Ilyen receptor a
metabotrop glutamat receptor is, amelyen keresztiil az intracelluldris térben megndvekedett
glutamat koncentraci6 aktivalja a mikroglia sejteket, igy beindul a neuroinflammaécio
folyamata. Tovabba szintén megtalalhat6ak a mikroglia membranjaban az NMDA receptorok,
amelyek szintén részt vesznek a neuroinflammacidéban (Balbi et al., 2023). A mikroglia
aktivacio folyamata az intracellulris Ca®" szinttél fiigg. Nyugalmi allapotban 1évé sejtekben
alacsony koncentraciéban van jelen a Ca’’, mig aktivacio soran az intracellularis Ca®"
koncentracioja ugrasszeriien megemelkedik (2. dbra) (Eichhoff et al., 2011). A korabban leirtak
rovidiilésében a citoszkeleton atrendezddése, tobbek kozott az aktin filamentumok vesznek

részt, amelyben a Ca?*-nak fontos szerepe van (Uhlemann et al., 2016).

Idegszoveti sérilés 110% AF/F

2. dbra. Mikroglia intracelluldris Ca?* szint vdltozdsa idegszéveti sériilés hatdsdra (A) piros: Ibal, zéld: Ca?* indikdtor, sdrga:
dtfedés. (B) idegszdveti sértilés miatt bekévetkezett intracelluldris [Ca?*] vdltozds (Eichhoff et al., 2011)

Ezen feliil még expresszalnak a sejtfelsziniikon mintazat felismerd receptorokat (PRR).
Ezek koz¢ tartoznak a Toll-like receptorok-ek (TLR), a fertézések soran exogén jelekre
aktivalodo patogén-asszocialt molekuldris mintdzatokat (PAMP) és endogén hatasokra
aktival6do karosodas-asszocialt molekuléris mintazatokat (DAMP) ismernek fel (Kwon et al.,
2020). A TLR4 ismeri fel a gram negativ baktériumok sejtfalaban megtalalhaté LPS-t, amely
igy aktivalni fogja a mikroglia sejteket. A TLR4 mieloid differencialt protein 2-vel (MD2)
asszocidlva downstream gyulladdsos medidtorok megjelenéséhez vezet. Ilyen pro-
inflammatorikus citokin a TNF-a és az IL-1p is, de az aktivacid révén kozvetve ROS
felszabadulast is okoz (Glass et al., 2010).

A mikroglia sejtek morfologiai valtozasdnak nyomon kdvetésére binaris sziluetteket
lehet alkalmazni. Ezen sziluettekbdl transzformacios index értéket (TI) lehet szamolni, amely

alapjan meg tudjuk allapitani, hogy a mikroglia sejt aktivalt vagy nyugalmi allapotban van.



Amennyiben a TI értéke kisebb mint 3, 1gy amdboid alakt, aktivalt mikroglianak, ha pedig
nagyobb mint 3, gy ramifikaltnak, nyugalmi allapotban 1évé mikroglidnak tekintjiik a sejteket
(Kata et al., 2016).

Az aktivalt, fagocitézist folytatd mikroglia feladata a kiilonb6zd szoveti tormelékek
lehetd legnagyobb mértékii eliminaldsa, ezaltal a mikrokornyezet helyreallitasa. Ahhoz, hogy
egy akut agysériilést kovetden a neuronhaldzat képes legyen regeneralddni és jraszervezddni,
el6szor a mikrokornyezetnek kell helyreéllnia (Fu et al., 2014).

Az N,N-dimetiltriptamin (DMT) egy endogén, pszichoaktiv szer. Dél-Amerikaban az
Oslakosok az ayahuasca gyodgyaszati fézetben alkalmazzak, amelyben a Psyhotria viridis-bol a
DMT, a Banesteriopsis caapi-bdl pedig egy monoamin-oxiddz (MAO) gatld szarmazik
(Dominguez-Clavé et al., 2016). A DMT jelenlétét tobb novényben, emldsallatban, valamint az
emberben is kimutattak (Szabo et al., 2016). Az emberi szervezetben a MAO révén a DMT
gyorsan elbomlik, ezért alkalmazasa csak MAO gatloval egyiitt ajanlott. Az emberi agyban a
DMT kis koncentracioban jelen van és neurotranszmitter vezikuldkban képes tarolodni, majd

onnan felszabadulni. Tovabba tudjuk, hogy a DMT a Sig-1R agonistéja (Carbonaro et al., 2016).
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3. dbra. N,N-dimetiltriptamin szerkezeti képlete (Barker et al., 2018)

A Sig-1R egy az endoplazmatikus retikulumban (ER), annak a mitokondriummal
asszocidlt membran szakaszan (MAM) expresszalodik. Elsédleges feladata a mitokondrialis
ATP szintézis serkentése, amelyet az inozitol-trifoszfat receptorral (IP3R) egyiitt miikddve a
mitokondrialis Ca?" szint szabdlyozasival ér el. Tovabba a sejtmembranban megtalalhatd
NMDA receptorok és a VGCC-k nyitdsanak modulalasaval az intracellularis Ca** szintet
regulaljak (4. abra) (Ren et al., 2022).

Korabbi kisérletek soran bebizonyitottak, hogy a Sig-1R a mikroglia sejtekben is
expresszalodik (Szabo et al., 2021). A DMT-nek ezaltal a mikroglia aktivaciora hatasa lehet és

az intracellularis Ca®" szint szabalyozasa révén a citokinek termelését is befolyasolhatja.
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4. abra. A Sig-1R (szigma-1 receptor) expresszdloddsanak helye és a rajta keresztiil kivdltott Ca?* koncentracio vdltozads
utvonala. MAM: mitokondrium asszocidlt membrdn, IPsR: inozitol-trifoszfdt receptor (Ren et al., 2022)

3. Célkitiizés

A fent leirtak alapjan kutatdsunk f6 hipotézise az volt, hogy a DMT a Sig-1R
farmakoldgiai agonizmusa altal csokkenti a mikroglia sejtek aktivalodasat, ezaltal a
neuroinflammaciés folyamat mértékét is, amely alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a kései
neuronpusztulas mértéke is kisebb lesz.

Ennek fényében a jelen kisérletek célja az volt, hogy értékeljiik a DMT koncentracio
fliggd hatasat a mikroglia sejtek aktivaciojara nézve.

Ennek érdekében primer mikroglia sejttenyészetet készitettiink, majd DMT kezelést
kovetden immunocitokémiai modszereket, transzformacios index-et, western blot analizist,

fagocitotikus aktivitast és proteomikai vizsgalatokat folytattunk.

4. Kisérleti modszerek
4.1. Felhasznalt anyagok

poli-L-lizin (Sigma, St. Louis, MO, USA); DMEM (Dulbecco altal médositott Eagle
medium; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); DMT (Nicolas Cozzi, University of Wisconsin
School of Medicine and Public Health, Madison, WI, USA); tripszin (0,25%, Gibco); FBS

(10%-0s hoé-inaktivalt magzati borju szérum, Capricorn); formaldehid (4%-os, Molar

10



Chemicals); PBS (foszfat puffer 0,05 M, pH 7,4); BSA (szarvasmarha szérum albumin; Sigma,
St. Louis, MO, USA); NGS (5% normal kecske szérum, Sigma, St. Louis, MO, USA); Triton
X-100 (Sigma, St. Louis, MO, USA); Ibal elsédleges antitest (nyul anti-Ibal Sigma, St. Louis,
MO, USA); Alexa Fluor 488 kecske anti-nyul masodlagos antitest (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA); DAPI (4',6-diamidino 2-fenil-indol, NBP2-31156, Novus Biologicals); precipitald
puffer; TBS (Tris pufferelt sooldat); GAPDH (Gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz)
elsddleges antitest (egér anti-GAPDH Sigma, St. Louis, MO, USA); TEAB
(tetractilammonium-bromid); TCEP (Tris-(2-karboxietil)-foszfin); MMTS (S-metil metan-etio-

szulfonat)

4.2. Antitestek

A kisérletek soran nyul anti-Ibal-et hasznaltunk, mint mikroglia markert. Az Ibal egy
kis molekula tomegi intracellularis kalciumkdétd fehérje, amely egyben specifikus markere
mind a nyugalmi allapotban 1évd, mind az aktivalt mikroglianak is. Masodlagos antitestnek
Alexa Fluor 488 kecske anti-nyul antitestet hasznaltunk az imunocitokémia soran és kecske
anti-nyul IgG alkalikus-foszfatazt western blot analizis soran. Tovabba GAPDH (Gliceraldehid-
3-foszfat-dehidrogenaz) héaztartasi fehérjét alkalmaztunk a western blot soran. A kapott Ibal

eredményeinket a GAPDH optikai intenzitdsara normalizaltuk.

4.3. Mikroglia sejttenyészet készitése

A mikroglia sejttenyészethez 0jsziilott Sprague-Dawley him és ndstény patkanyokat
hasznaltunk. A munkat steril fiilke alatt, steril eszk6zokkel és anyagokkal végeztiik. Az Gjsziilott
patkanyokat dekapitaltuk, majd ezt kovetden az agyukat kiemeltiik. A kortex régiobol kisebb
szovetmintakat csiptiink ki, amiket 9 ml DMEM-et tartalmazd Petri-csészékbe helyeztiink. Az
emésztés elOsegitése érdekében a szovetmintdkat aprobb darabokra vagtuk. Minden Petri-
csészéhez 1-1 ml 2,5%-o0s tripszin enzimet mértiink és a szovetet 10 percig 37 °C-on inkubaltuk.
Ezen id6 alatt a sejtek kozotti kapesolatok fellazulnak. Emésztést kdvetden a sejtszuszpenziot
Pasteur-pipetta segitségével 50 ml-es centrifugacsévekbe mértiik és 10 percig 1000 g-n 21 °C-
on centrifugédltuk. A sejtekrdl ledntdttiikk a feliiluszot, majd 10 ml DMEM/10%-0s FBS-t
mértlink hozza. Pasteur-pipetta segitségével a teljes homogén oldat eléréséig szuszpendaltuk a
sejteket. Ezt kovetden egy tjabb 10 perces 1000 g-s 21 °C-os centrifugaléast hajtottunk végre.
A feliiluszot ismételten eltavolitottuk, majd 2 ml DMEM/10% FBS-t adtunk hozza és Pasteur-
pipettaval szuszpendaltuk a sejteket. A homogén oldatbol 60 pl-t eppendorf-csébe mértiink ki,
amelyhez 240 ul DMEM/10% FBS-t adtunk. Az eppendorf-csd tartalméanak Osszekeverését
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kovetden biirker-kamraba mértiink a sejtszuszpenziobol és fénymikroszkdp segitségével 20x-
os nagyitdson megszamoltuk a sejteket. A kapott sejtszam alapjan poli-L-lizinnel eldkezelt
tenyészto flaskdkba 10 millid sejtet mértiink. A flaskdkhoz ezutan még 10-10 ml DMEM/10%
FBS oldatot adtunk. A sejteket 37°C-on 5%-0s CO»-ot tartalmazd kdrnyezetben tenyésztettiik.
A tenyésztés utani napon, majd 3 naponta tapfolyadék cserét hajtottunk végre.

Ezen tenyészet kevert jellegli, azaz egyarant tartalmaz gliasejteket és neuronokat is. A
tiszta mikroglia tenyészetet a letapadt sejtek razatasaval hoztuk létre. A legkdnnyebben az
aktivalt mikroglia sejtek rdzodnak fel, mivel amodboid morfologiat mutatnak, kevesebb a
nyulvanyaik szama, szemben a nyugalmi allapotban 1évé ramifikalt mikroglia sejtekkel,
amelyek joval tobb nytlvannyal rendelkeznek, ezaltal erésebben is tapadnak.

A tenyésztés 7. napjan 20 percre, 37 °C-os razatoba tettiik a tenyésztd flaskakat és 100
rpm-es sebességen razattuk. Ez 1d6 alatt a mikroglia sejtek dontd tobbsége elvalt a flaskak
felszinétdl ¢és a feliiliszoba keriilt. A médiumot 10 ml-es pipetta segitségével steril
centrifugacsovekbe atpipettdztuk. Ezt kovetéen a mintdkat 8 percig, 3000 g-n, 21 °C-n
centrifugaltuk. Centrifugalas utan a feliiltszot ledntottiik az tiledékrdl és friss 2 ml DMEM/10%
FBS-t adtunk hozza, amiben a pellet felszuszpendalasat végeztiik a teljes homogén minta
eléréséig. Biirker-kamra segitségével sejtszamlalast végeztiink, majd steril poli-L-lizinnel
kezelt Petri-csészékbe 1-1 millid sejtet, valamint szintén steril Petri-csészékbe helyezett poli-
L-lizinnel kezelt feddlemezekre 200 ezer sejtet tartalmazo mintat mértiink. Az 1-1 milli6 sejtet
tartalmazo csészékre 5-5 ml DMEM/10% FBS-t mértiink, a feddlemezes Petri-csészékre pedig
2-2 ml DMEM/10% FBS-t. Ezt kdvetd napon, majd 3 naponta cseréltiink tapfolyadékot a
mintakon. A tenyészeteket a tapfolyadék cserék kozott végig 37 °C-on 5%-0s CO2-n inkubaltuk.

4.4. Mikroglia sejttenyészet kezelése

A sejtek allapotat, azon keresztiil génexpressziojukat és fehérjetermelésiiket kiilonb6zo
kezelések alkalmazasaval tudtuk befolyasolni. A sejtek kezelési ideje alatt az el6z6 pontban
foglaltaknak megfeleld kornyezeti feltételeket biztositottuk. A sejttenyészeteket 20 ng/ml LPS-
sel aktivaltuk. A mikroglia aktivaciot DMT hozzaadasaval kivantuk moddositani. A DMT-t
ioncserélt vizben feloldottuk, porussziirén atsziirtiik majd sterilizaltuk, végil pedig 5, 10, 20,
valamint 50 uM-os koncentracioban alkalmaztuk. A kezelések utan nyert adatokat a kontroll
csoporttal, valamint egymassal is 0sszehasonlitottuk. A tenyésztés 6. napjan a korabbiakban
leirtaknak megfeleléen kezeltiik a kulturadkat és 24 ora elteltével 0,05 M PBS-sel lemostuk a
felesleget. Ezutdn az immunocitokémiéra szant fedélemezeket 5 percig 0,05 M PBS-sel higitott

4%-os formaldehidben fixaltuk, majd 0,05 M PBS-sel mostuk dket kétszer 5 percig. Mosast
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kovetden megszaritottuk a fedélemezeket és a felhasznalasukig 4 °C-on taroltuk dket. A western
blotra szant csészéken az immunocitokémidhoz hasonléan 0,05 M PBS-sel gyorsmosast
alkalmaztunk, majd precipitadld pufferrel Osszegyijtottik a sejteket. Ezt kdvetden
mechanikailag disszocialtuk a sejteket, majd 10000 g-n 8 °C-on 10 percig centrifugaltuk a
homogenizatumot. A feliilisz6 0sszegyljtését kovetden -80 °C-on taroltuk a mintdinkat. A
proteomikara szant fehérjék osszegyiijtéséhez a mintdkon eldszor 0,05 M PBS-es gyorsmosast
végeztiink. Ezutdn mechanikai uton disszocialtuk a sejteket és 10000 g-n 8 °C-on 10 percig
centrifugaltuk a homogén oldatot. Centrifugalast kdveten a feliilszobdol mintat vettiink, majd

-80 °C-on taroltuk 6ket a felhasznalasig.

4.5. Immunocitokémia

A mosast kovetéen a nem specifikus kotéseket blokkoltuk, majd a sejtmembrant
atjarhatova tettiik, amely biztositja az antitestek €s az antigének megfeleld kotddését, valamint
a nem specifikus fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokat minimalizalja. 5%-0s NGS-t és 0,3%-o0s
Triton X-100-at tartalmazé 0,05 M-os PBS oldatot készitettiink, majd ebbdl 100-100 pl-t
mértliink a fedélemezekre, amelyekre parafilmet helyeztiink és 1 oran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk.

5%-0s NGS-t, 1%-0s BSA-t, valamint 0,3%-os Triton X-100-at kihigitott 0,05 M-os
PBS-oldatban feloldottuk az elsddleges antitestet. Az elsddleges antitestet 1/1000-es végsd
higitasban alkalmaztuk. A higitas alapjan a fedélemezekre 100-100 pl oldatot pipettaztunk,
majd ismételten parafilmet helyeztiink rajuk. A mintakat egész ¢éjszakan keresztiil 4 °C-on
inkubaltuk. Masnap a feddlemezeket PBS-sel mostuk 3 alkalommal 5-5 percen keresztiil, majd
ezt kovetden 1%-os BSA-t tartalmaz6 0,05 M PBS-ben feloldottuk a masodlagos antitestet
1/1000-es végso higitasban. Ebbol is 100-100 pl-t mértiink a fedélemezekre €s parafilmmel
letakarva szobahOmérsékleten 2 6ran at inkubaltuk a mintakat fénytdl elzarva, ugyanis a mintak
innentdl kezdve fényérzékenyek. Az inkubécios 1d6 leteltével a fed6lemezeket 0,05 M PBS-sel
haromszor mostuk 5-5 percen keresztiil, végiil pedig desztillalt vizzel szintén 5 percig mostuk
a mintadkat. Ezt kovetden a feddlemezeket megszaritottuk, majd szaritds utan targylemezre
rogzitettiikk dket Prolong Diamond Antifade with DAPI mounting médiummal. A mintaink
rogziilését kovetden megvizsgaltuk a sejteket Leica D LB2 mikroszképpal (Leica
Microsystems Wetzlar GmbH., Wetzlar Germany) ¢és képeket készitettiink réluk LEICA
DFC250 color kameraval (Leica Microsystems Wetzlar GmbH., Wetzlar Germany).
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4.6. Transzformacios index

A transzformaciés index meghatirozasahoz sziikséges a sejtek egyes paramétereinek
ismerete, ezért a fluoreszcens immunocitokémia soran késziilt szines képeket szamitogépes
képanalizald szoftver, Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, USA)
segitségével a thresholding modszert alkalmazva binaris sziluettekké alakitottuk at. Ezutan a
kapott binaris sziluettek mar csak két kiilonbozé pixel-értéket tartalmaztak, amelybdl a
kvantitativ informéciot egy képfeldolgozo program, az Imagel (version 1.47; U.S. National
Institutes of Health (Bethesda, MD, USA)) segitségével nyertiik ki. A kvantitativ mérések a
sziluettek legfontosabb mutatdszamaira, a keriiletre (um) és a teriiletre (um?) iranyultak. A
transzformacios index (TI) kiszamitdsahoz az alabbi képletet alkalmaztuk: keriilet 2/47* teriilet.
Ha a kapott TI értéke 3-nal kisebb akkor amdboidnak, ha 3-ndl nagyobb akkor ramifikaltnak
tekintettiik a sejteket.

4.7. Western blot

SDS-poliakrilamid gélen (4—10% gyiijt6 gél/szeparald gél) 10 pug mennyiségti fehérjét
valasztottunk el a western blot analizis soran. Ezt kovetéen Hybond-ECL nitrocelluléz
membranra (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, England)
transzferaltuk a mintdinkat. Majd 1 6ran keresztiil 5%-os zsirszegény szaraz tejben blokkoltuk
a membrant. Egy éjszakan at inkubaltuk a megfeleld elsédleges antitesttel (Ibal poliklonalis
antitest), valamint a belsd kontrolléval (egér anti-GAPDH monoklonalis antitest). Masnap
Otszor mostuk a membrant 0,1%-os TBS-Tween-20-ban. A membrant 1 o6ran keresztiil
inkubaltuk alkalikus foszfatdzzal konjugéltatott masodlagos antitesttel. Az inkubacié utan
haromszor mostuk a membrant 0,1%-os TBS-Tween-20-ban, majd kromofér (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) segitségével feltartuk az immunreaktiv sdvokat. Az elkésziilt membrant
beszkenneltiik és utdna Image) képanalizaldo program segitségével megmértiik a jelek

intenzitasat. Az Ibal értéket a GAPDH-ra normalizaltuk.

4.8. Fagocitozis — szintetikus mikrogyongyok

A mikroglia sejtek legfontosabb feladatanak, a fagocitézisnak a mérésére latexba
csomagolt fluoreszcens mikrogyongyoket alkalmaztunk. A fagocitézis markert a
sejttenyésztésben leirt kezelések utdn a 7. napon adtuk a mintdinkhoz a fixalast megel6z6 1
oraban, majd a szintén fent leirtaknak megfeleléen fixaltuk a sejteket 4%-os formaldehidben.
Ezutan az immunocitokémiai modszernél leirtaknak megfelelden megvizsgaltuk a sejteket €s

képeket készitettiink a mintdkrol. Image] program cell counter plugin-jat hasznélva
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megszamoltuk a sejtenként fagocitalt szintetikus mikrogyongyok szamat, majd a kapott

szamadatokat kiértékeltik.

4.9. Proteomika

A proteomikai analizist a HCEMM-BRC Single-cell Omics ACF (vezetd kutat6: Dr.
Darula Zsuzsa) szolgaltatta. Szemikvantitativ  LC-MS/MS (Liquid chromatography—mass
spectrometry) jellemzést hasznaltunk 3 féle kezelés (kontroll, LPS, LPS + 20 uM DMT)
ki. A proteomikai vizsgalat soran 3 fiiggetlen parhozamos mintat hasznaltunk. A mintakat 25 pl
50 mM tetraetilammonium-bromid ban (TEAB) vettiik fel, majd Tris-(2-karboxietil)-foszfinnal
(TCEP) redukaltuk és S-metil metan-etio-szulfonattal (MMTS) blokkoltuk, ezt kdvetden pedig
tripszinnel emésztettiik. A kiizolalt peptidelegyeket Evosep One-FAIMS-Orbitrap Lumos LC-
MS rendszerrel analizaltuk. A kapott adatokat ProteomeDiscoverer 3.0 (ThermoScientific)
programcsomag segitségével analizaltuk ¢és a fehérjéket Sequest adatbazis keresdvel

azonositottuk.

5.Eredmények
5.1. Transzformacios index
A mikroglia sejtekrdl késziilt binaris sziluetteken jol megfigyelhetéek a kiilonbozo

kezelések hatdsara bekovetkezett morfoldgiai valtozasok. Ez a szembetiind kiilonbség a
reprezentativ abran is jol lathat6 (5. ébra).

kA A b e #er X
LPS (20 ng/ml) . - i - + + + + i

10 20 50 - 20 50

DMT (M) - 5 5 10

5. dbra. Reprezentativ bindris sziluettek a mikroglia sejtek morfoldgiai valtozdsat mutatjdk az LPS indukcio és a DMT kezelés
hatdsdra. Az LPS 6nmagdban kicsi, améboid, a DMT hozzdaddsa nagyobb, ramifikdlt sejtalakot eredményezett.

Szamszertsitve, a mikroglia aktivaciot az LPS hatasara bekovetkezd transzformacios
index értékének csokkenése mutatta a kontroll eredményekhez képest (2,08+0,48 vs. 3,62+1,4;
TI: LPS vs. kontroll) (6. abra). A DMT 6nmagaban valamennyi koncentracion a kontrollhoz
képest megnodvekedett transzformacids indexet mutatott, mely a 10 pM-os koncentracional
statisztikai eltérésnek is bizonyult (10,3245,57 vs. 3,62+1,4, DMT vs. kontroll). Az LPS kezelés
mellett megfigyelt alacsony transzformacios index értékeket az 5 és 10 uM-os DMT kezelések

nem valtoztattdk meg, azonban a 20 és 50 pM-os DMT kezelések a transzformacios index
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értékeket szignifikansan novelték, azaz ramifikaltabb sejtalak felé toltak el a mikroglia sejteket
(6. abra).
20

*% #
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$1sl|e]]8
0 T T T T T
LPS (20 ng/ml) - - - - = + + £ g +
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6. dbra. Transzformdciods index kvantitativ analizise (n=10). A Kolmogorov-Smirnov normalitdsi teszt az adatok
normdleloszldsat igazolta, igy egyszempontos variancia-analizist (ANOVA) majd Tukey post hoc tesztet alkalmaztunk. Az
adatokat dtlag +SD formdban dbrdzoltuk az egyes adatpontok megaddsdval. **P < 0.01 vs. kontroll, #P < 0.05 vs. LPS, #P <
0.01 vs. LPS

5.2. Western blot
A mikroglia aktivacio vizsgalatara western blot analizist is alkalmaztunk. A mikroglia
aktivacidjat az Ibal fehérje kvantitativ mennyiségének meghatidrozasaval jellemeztik a

GAPDH haztartasi fehérje mennyiségére normalizalva (7. abra).

Ibal (17kDa)

GAPDH (37kDa)

LPS (20 ng/ml) - + I T O
DMT(uM) - - 10 20 50 5 10 20 50

7. dbra. A reprezentativ western blot-okon az Ibal fehérje jelének intenzitdsfokozoddsa a mikroglia sejtek aktivdciojat
demonstrdlja.

Az adatok kvantitativ értékeléshez az Ibal optikai denzitésat (integralt optikai denzités,
IOD) a kontroll %-ban adtuk meg. Bar az LPS-sel kezelt tenyészeteken megemelkedett
jelintenzitast kaptunk (121,08+63,31 vs. 100+£0 IOD LPS vs. kontroll), az eltérés nem érte el a
statisztikai kiilonbséget (8. dbra). ADMT 6nmagaban és LPS indukcioval kombinalva is novelte
az Ibal jelintezitast, azonban az adatok nagy szorasa miatt ez sem felelt meg statisztikailag

értékelhetd eltérésnek (8. abra).
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8. dbra. Western blot kvantitativ elemzése (n=6). A Shapiro-Wilk normalitdsi teszt nem igazolta az adatok normdleloszldsdt,
ezért a nem-parametrikus Kruskal-Wallis tesztet és Dunn-féle post hoc tesztet alkalmaztunk. Az adatokat box-plot
diagrammal dbrdzoltuk az egyes adatpontok megaddsdval. A csoportok kézétt statisztikailag szignifikans eltérés nem
mutatkozott.

5.3. Fagocitozis — szintetikus mikrogyongyok

Az immunocitokémidval jelolt prepardtumokon szembetiind, jol kivehetd
kiilonbségeket lattunk a kiilonbozo kezelések hatasara (9. dbra). Az LPS-sel kezelt mikroglia
kultardinkon joval nagyobb fagocitdtikus aktivitas volt megfigyelhetd (2,93+2,44 szintetikus
mikrogyongy/sejt), mint a kontroll csoportba tartoz6 sejtek esetében (2,54+2,27 szintetikus
mikrogyongy/sejt).

20 pm 20 pm

9. abra. A reprezentativ képek a mikroglia sejtek fagocitikus aktivitdsat mutatjdk be kontroll (A) és LPS kezelt (B)
tenyészetekbdl. Piros: Ibal - mikroglia marker, kék: DAPI - sejtmag marker, z6ld: bekebelezett szintetikus mikrogydngy -
fagocitozis marker.

Elészor megallapitottuk a fagocitdld és nem fagocitdld sejtek aranydt az egyes
tenyészetekben. A kontroll tenyészetekben a fagocitald és nem fagocitald sejtek aranya kozel

50-50%-os volt. LPS kezelés hatasara a fagocitalo sejtek aranya megnovekedett (65%) a nem
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fagocitald sejtek rovasara (35%) (10. dbra). A DMT kezelés 6nmagaban mind a négy hasznalt
koncentracioban csokkentette a fagocitald sejtek aranyat kontroll tenyészethez képest. A DMT
az LPS-sel egyiitt adva 20 és 50 uM-os koncentracidban szintén szamottevéen visszaszoritotta

a fagocitotikus aktivitast (10. abra).

100+
£ 50 =
0 1 1 1 | I I | 1 1 1
IS0 - - - = - & + 4 4 &
DMT(pM) - 5 10 20 50 - 5 10 20 50

= Fagocitalo sejtek
[ Nem fagocitalé sejtek

10. dbra. Fagocitdlo sejtek ardnya az egyes csoportokhoz tartozo tenyészetekben.

A tovabbiakban az egyes tenyészetekben azonositott fagocitald sejtekben szamoltuk
meg a bekebelezett mikrogyongydket. A statisztikai proba nem jelzett értékelhetd kiilonbséget
a csoportok kozott, bar az LPS-sel egyiitt alkalmazott DMT nagy szoras mellett novekedési
tendenciat eredményezett. (11. abra). Osszefoglalva, a tenyészetekben kevesebb fagocitald

mikroglia tendenciézusan nagyobb szamil mikrogyongyot kebelezett be.
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11. dbra. A fagocitdlé mikroglia sejtek kvantitativ analizise (n=50). A Spapiro-Wilk normalitdsi teszt nem igazolta az adatok
normdleloszldsdt, ezért nem-parametrikus Kruskal-Wallis tesztet és Dunn-féle post hoc tesztet alkalmaztunk. Az adatokat
box-plot diagrammal abrdzoltuk. A csoportok kézétt statisztikailag szignifikdns eltérés nem mutatkozott.

5.4. Proteomika

A proteomikai vizsgélatok sordn dsszesen 2793 fehérjét azonositottunk, amelyekbol 244
fehérje mennyisége valtozott meg (12A ébra). A csoportok kozotti 6sszehasonlitasok szerint az
eredményezte (12B dbra). A DMT hozzaadéasa az LPS-el indukalt kultirdhoz a kontrollhoz
képest alacsonyabb upregulaciot (76 fehérje) de magasabb downregulaciot (86 fehérje)
mutatott, jelezve a DMT hatésat (12C abra). Végiil a DMT ¢és az LPS egyiittes adasa az LPS-

--------
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12. dbra. A proteomikai vizsgdlatok eredménye. A mikroglidlis fehérjék kifejez6désének valtozasait heatmap (piros:
upreguldcio, zéld: downreguldcid) ésszegzi (A). A fehérje-expresszios vizsgalatbdl nyert adatok vulkan-diagramjai pdros
csoportésszehasonlitdsokban a szignifikans mértékben downreguldlodott (z61d hattér) és upreguldlodott (piros hattér)
fehérjéket abrazoljak: LPS vs. Kontroll (B), LPS+DMT vs. Kontroll (C) LPS+DMT vs. LPS (D). A vizszintes tengely a fehérje
mennyiségi vdltozast (log2), a fiiggbleges tengely pedig a valtozds statisztikai P-értékét (-log10) adja meg. A hdrom
adatkészletbdl szarmazd, megvdltozott kifejez6désii fehérjék datfedése (E).

A tovabbiakban olyan fehérjéket kerestiink, amelyek kifejezédése az LPS hatasara
megvaltozott, majd ezt a valtozast a DMT hozzdadasa visszaforditotta. Nyolc olyan fehérjét
azonositottunk, amelyek LSP hat4sara upregulalodtak, majd a DMT ezt a fokozott kifejez6dést
kivédte. Koziiliik kettd, az indukalhaté nitrogén monoxid szintaz (iNOS) (13.abra) ¢és a
foszfolipdz A2 (PLA2) (1. tablazat) egyértelmiien kotheté az aktivalt mikroglia pro-
inflammatorikus funkcidjahoz. Tovabba 12 olyan, zomében enzimfehérjét talaltunk, amelyek
LPS hatasara downregulalodtak, és ezt a DMT hozzaadasa visszaforditotta. Ilyen fehérje volt a
gyulladdsos reakciokkal Osszefliggésbe hozhatd lizoszomalis 5'-3' exonukledz PLD3 (2.

tablazat).
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1. tablazat. Az LPS hatdsdra upreguldlodd, majd DMT hozzdaddsdra downreguldlodo fehérjék

LPS /CTRL LPS DMT20 /LPS
Azonosito Fehérje név pe:t(i‘d ok | @bundancia | Adj. P- | abundancia [ Adj. P- funkci6 (uniprot.org)
hanyados érték hényados érték
P42533 szoveti faktor 1 3.019 5.11E-03 0.516 2.70E-02 vér koagulacié

D3ZYW7 mitokondridlis frataxin 1 3.247 2.23E-03 0.522 4.63E-02 | perszulfid transzfer aktivator

[ 25—hidroxikolserol—7—alfa- ‘

sejtpozicié és mozgas limfoid
2.569 2.55E-07 2.50E-02
063688 hidroxiléz > 0.674 szévetben
Q6IFU7 | l-es tipus citoszkeletalis 42 4 3.548 2.97E-16 0.726 2.28E-02 szennyezés
P19132 ferritin nehéz lanc 15 2.509 2.97E-16 0.733 1.67E-03 vastarolds
e e, sejtorganellum transzport; ATP-
3.031 1.20E-02 1.96E-02
Q5PQM2 kinezin konnyi lanc 4 1 2.079 4z aktivitss modulalss

A tdbldzatban az LPS hatdsdra szignifikansan up-, majd DMT hatdsdra downreguldalodd fehérjék szekvencidjanak egyedi
azonositoszama, neve, peptidek szama, abundancia hdnyadosa, a P-érték és a fehérjék funkcidi lathatdak.

2. tablazat. Az LPS hatdsdra downreguldlédé, majd a DMT hozzdaddsdra upreguldlodo fehérjék.

LPS /CTRL LPS DMT20 /LPS
Azonositd Fehérje név pe;i? i abundancia| Adj.P- |abundancia| Adj.P- funkci6 (uniprot.org)
hdnyados | érték | hdnyados érték
mikrotubulus horgonyzésa a
Q4V7C1 | Centroszémalis fehérje 43 2 0.01| 2.97E-16 100| 2.76E-16 centroszémahoz
mikrotubulus-asszociélt fehérje,
P56536 | Kinezin nehéz lanc izoforma 5C 1 0.01| 2.97E-16 100| 2.76E-16 organellum transzport
sejttipustol és fejlédési dllapottol
008560 | diacil-glicerol kindz zéta 1 0.01| 2.97E-16 100| 2.76E-16 | is flgg a funkcidja
008984 |delta (14)-szterol reduktaz LBR 1 0.01| 2.97E-16 100| 2.76E-16 | NADPH oxidéz aktivacié medialdsa
Scaffold fehérjeként viselkedik a
B5DF93 | fehérje PAT1 homoldg 1 1 0.01| 2.97E-16 100| 2.76E-16 | deadenilécio és a decapping kozott
Piezo-tipustii mechanoszenzitiv apoptozisban jatszik szerepet
QOKLOO |ioncsatorna komponens 1 1 0.01| 2.97E-16 100| 2.76E-16
szerin/treonin-fehérje protein kindz A regulator szerep
foszfataz 1 reguldtor alegység
055000 |10 1 0.01| 2.97E-16 100| 2.76E-16
az Gssejtekbdl neuronalis indukcidt
P39948 |g1/S-specifikus ciklin-D1 2 0.045| 2.97E-16 3.461| 6.04E-06 promotal
piroptdzis promotaélasa,
foszfatidilinozitol-3-kinaz gyulladasos faktorok
Q63787 |regulator alegység alfa 2 0.277| 2.73E-05 11.374| 2.76E-16 felszabaduldsat szabalyoz
C->U mddosité enzim APOBEC- COX-2 expresszi6 és COX-2 mRNS

P38483 |1 | | | 6.11E-04 | 1.863| 1.12E-02 | stabilizacié a neuronokban
\: AS0S CItokKi alasz

A tablazatban az LPS hatdsdra szignifikansan down-, majd DMT hatdsdra upreguldlédo fehérjék szekcenvidjanak egyedi
azonositdszama, neve, peptidek szama, abundancia hdnyadosa, a P-érték és a fehérjék funkcioi lathatoak.

6. Megbeszélés, osszegzés
Kisérletes munkank sordn primer mikroglia tenyészeteket LPS-sel aktivaltunk abbdl a
célbol, hogy a DMT mikroglia aktivaciora kifejtett hatasat szelektiven tanulmanyozzuk.
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A DMT egy természetes novényi indol-alkaloid, amely pszichedelikus hatasair6l ismert
(pl.: ayahuasca fézet) (Luna, 2011). Szamos kutatési eredmény bizonyitja, hogy a DMT a Sig-
IR agonistaja (Fontanilla et al., 2009). A Sig-1R-ek intracellularis receptorok, amelyek az
endoplazmatikus retikulum (ER) membranjdnak azon szegmensére lokalizdlédnak, amely a
mitokondrium kiils6 membranjahoz rendezdédik (mitokondrium-asszocialt ER-membran,
MAM). A Sig-1R-ek szabalyozzdk a sejt Ca’" haztartdsat, gitoljdk a ROS termelddését, és
végeredményben eldsegitik a stressznek kitett sejt talélését (Hayashi, 2015; Penke et al., 2018).
Szamos kisérleti adat utal arra, hogy a Sig-1R aktivalasa neuroprotektiv hatast eredményez
iszkémids stroke-ban.

Ezen ismereteken elindulva kisérletes agyi iszkémidban a DMT neuroprotektivnek
bizonyult (Szabd et al., 2021), csokkentette az agyi infarktus méretét, javitotta a motorikus
funkciot és gatolta a pro-inflammatorikus citokinek mRNS-ének atirddasat az agyban (Nardai
et al., 2020). A kutatok a kordbbi tanulmanyokban a DMT joétékony hatasat a Sig-1R
aktivalasanak tudtdk be. Az in vivo kutatasok azt is bizonyitottak, hogy a neuronok mellett a
mikroglia is kifejezi a DMT célpontjat, a Sig-1R-t (Nardai et al., 2020; Szabo et al., 2021). Az
€16 agyban azonban a DMT hatésa 0sszetett, a mikroglian elért hatast nehéz elkiiloniteni.

Az agyi gyulladdsos folyamatok ellen fejlesztett gydgyszerjelolt hatdanyagok
vizsgalatara a primer mikroglia kultrdk sok szempontbol alkalmasak (Chao et al., 1992;
Suzumura et al., 1999; Kata et al.,, 2016; McKee et al., 2023; Szabo et al., 2023). A
gyogyszerjeloltek szelektiven a mikrogliat célozzak, igy nem kell szdmolni mas kozponti
idegrendszeri sejttipusokra gyakorolt farmakologiai hatasokkal vagy a mikroglia és mas
sejttipusok kozotti kdlcsonhatdssal. A mikroglia aktivalaséra a legszélesebb korben alkalmazott
modszer az LPS hozzaadasa a tapoldathoz (Witting és Mdller, 2011). Az LPS a gram negativ
baktériumok sejtfalanak kiilsé membrankomponense, amely egy immunvalaszt kivalto,
patogén-asszocialt molekularis mintazat (PAMP). Az LPS a TLR4 archetipikus aktivatora. A
mikroglian a TLR4 a célpontja az endogén karosodas-asszocidlt molekuldris mintdzatnak
(DAMP) is. A DAMP-r6l ismert, hogy agyi sériilésekben neuroinflammaciot valt ki. Mindezek
alapjan a TLR4-et célz6 mikroglia aktivalas LPS-sel érvényes megkozelités az agysériilésekre
jellemzé mikroglia aktivacid vizsgalatara. Ezt igazolja, hogy a mikroglia TLR4 alapu
aktivacidja dontd szerepet jatszik a kisérletes iszkémias stroke-okozta sériilés progresszidjaban
(Parada et al., 2019) vagy szubarachnoidealis vérzést kovetden (Islam et al., 2022). Végiil a
kisérleteinkben tanulmanyozott végpontok, mint a sejtalakvaltozas, a fagocitotikus aktivitas,
illetve a megvaltozott proteomikai mintazat megbizhaté indikatorai a mikroglia aktivacionak

(Szabo and Gulya, 2013; Flowers et al., 2017; Maguire et al., 2022).
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Eredményeink szerint, aktivalt mikroglia kultirdkhoz adva, a DMT 20 és 50 uM
koncentracioban nyulvanyozottabb sejtalakot eredményezett. A nyugvd mikroglia altalaban
gazdagon elagazo, az aktivalt mikroglia pedig amdboid alakot vesz fel. A DMT ugyancsak 20
¢s 50 uM koncentracioban csokkenttette a kultiraban azon sejtek ardnyat, amelyek fagocitdzist
folytattak, amit fluoreszcens szintetikus polimer mikrogyongyokkel tettiink lathatova. Az
eredmények Osszességében arra utalnak, hogy a DMT a mikroglia aktivaciot csokkenti. A
mikroglia aktivacio itt megfigyelt gatlasa megfelel azon kordbbi eredményeknek, amelyek
szerinta DMT védo hatasu volt hipoxianak kitett monocita eredetii makrofag kultarédkon (Szabo
et al.,, 2016). A DMT célpontjakén szamon tartott Sig-1R agonizmusa mads szintetikus
hatéanyagokkal (SKF10047) szintén gatolta a mikroglia aktivacidjat és M1-es polarizaciojat
(Ooi et al., 2021). A mikrogliat kéarositd6 mértékli hipoxianak kitett kultirdkban a Sig-1R
agonizmusa pentazocinnel kivédte a mikroglia pusztulast (Heiss et al., 2016). A Sig-1R
agonizmusa DMT-vel tehat a mikroglia sejtekre nézve letalis koriilmények kozott protektiv
lehet mikroglia aktivaciot kivalto stimulus jelenlétében, ahogy a jelen kisérletek is szemléltetik,
a DMT a mikroglia aktivacidjat gatolhatja. Végiil in vivo nyert eredményekkel Osszevetve,
fokalis agyi iszkémia ragcsaldo modelljében a DMT géatolta a pro-inflammatorikus citokinek,
koztiik a TNF-oo mRNS-ének atirddasat, igy anti-neuroinflammatorikus hatasrol szamoltak be
(Nardai et al., 2020). Eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy a DMT neuroinflammacio
elleni védo hatasa kisérletes stroke-ban a mikroglia sejteken, a mikroglia aktivacié gatlasaval
direkt érvényesiilt.

Az atfogd proteomikai analizisiink eredményei jelzik azt, hogy a DMT a mikroglia
sejtek fehérje-kifejez6dését potensen megvaltoztatja. Eredményeink ezen a téren egyediek, és
uttoro jellegliek. Azon fehérjék koziil, amelyek kifejezddése LPS hatasara emelkedik, majd ezt
a DMT gatolja, tobbek kozott az iNOS-t és a PLA2-t azonositottuk. Az iNOS a nitrogén-
monoxid (NO) bioaktiv szabad gyok termelddését katalizalja. Elettani koriilmények kozott a
mikroglia nem expresszal iNOS-t, de gyulladdsos koriilmények kozott az aktivalt mikroglia
kifejezi iNOS-t egérben, patkdnyban és az emberben is (Galea et al., 1992). Az iNOS fehérje
atirdsanak gatlasa aktivalt mikroglidban DMT-vel eddig nem volt ismert. A PLA2 upregulacioja
az iINOS-hoz hasonléan ugyancsak a gyulladasos allapotokra jellemzd. A PLA2 katalizélja az
arachidonsav felszabaduldsdt a gyulladdsos lipidmedidtorok, igy a prosztanoidok
eldallitasahoz, és kulcsfontossagu a kiilonb6z6 gyulladasos folyamatokban. Mikroglia
sejtekben a PLA2 farmakologiai gatldsa megakadalyozta a ROS termelést és a pro-
inflammatorikus citokinek szekréciojat (Yang et al., 2009). A PLD3 5'-3' exonukledz a
lizoszomalis nukleinsavbontas enzime, amelyet autoimmun gyulladasos betegségekkel hoztak
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Osszefliggésbe. A PLD3 a nukleinsavak hasitdsa révén gatolja az autoimmun gyulladasos
reakciokat (Gavin et al., 2021). Mikroglia kultarainkon LPS hatdsdra a PLD3 fehérje
mennyisége csokkent, majd DMT hozzdadasa emelte a PLD3 szintjét. Ez az eredményiink
szintén eredeti. A szelektiv fehérjékre vonatkozd megtigyeléseink is igazoljak, hogy a DMT
kezelés a gyulladasos folyamatokban résztvevd fehérjék szintjét szabalyozva hat a mikrolgia
aktivacio ellen.

Osszefoglalva, a mikroglia aktivicidé morfologiai és funkcionalis jellemzésével, illetve
proteomikai analizissel bizonyitottuk, hogy az LPS-sel aktivalt primer mikroglia kultaradkon a
DMT gatolta a mikroglia aktivaciot. Ezek a megfigyelések a gyogyszerhatoanyagfejlesztésben
hasznosulhatnak olyan betegségek gyogyitasara, amelyekben a neuroinflammacié rontja a
felépiilés esélyeit. A DMT a kozelmultban a gydgyszergyartd cégek figyelmét is felkeltette, a

kanadai Algernon Pharmaceuticals (https://www.algernonpharmaceuticals.com/about) a stroke

gyogyitasaban teszteli a DMT-t (https://www.algernonpharmaceuticals.com/pipeline/ap-188-

dmt), a DMT alkalmazasanak felmérése jelenleg a klinikai 1-es fazisdban tart. Kisérleti
eredményeink igy klinikai potenciallal birnak, és hozzajarulnak a DMT hatdsmechanizmusanak

pontosabb megértéséhez.
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8. Koszonetnyilvanitas

Koszonom témavezetdimnek, Dr. Farkas Eszter professzorasszonynak és Pesti Istvannak a
szaktudasuk 4tadasat, valamint a labormunka folyaman nytjtott technikai segitségeket, hasznos
tanacsokat.
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A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Vinga Krisztidn nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott A DMT hatasanak

vizsgalata kortikilis mikroglia tenyészeteken cimii palyamunkamban leirtak esetében az alabbi

munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

| Részfeladat'” A részvétel mértéke
(dtfokozata skalin” jellemezve)

A palyamunkaban leirt sejttenyésziés elvégzése és kezelése | 5
A palyamunkdban leirt immunocitokémia elvégzése és az 5
eredmények kiértékelése

Mikroszkdp hasznalata 3
Fehérje mennyiségének meghatdrozdsa és az eredmények "
kiéridkelése

A pdalyamunkdban leirt western-bloi reakciok elvégzése és
az eredmények kiértékelése’

Az adatok statisztikai feldolgozdsa® 3
Az adatokhoz tartozo dabrak elkészitése

n

Kelt: 2 4. Ol AL,
(Kérjiik a ddlitel jelolt részeket értelemszeriien adjak meg. A tabldzat sziikség szerint értelemszeriien

modosithato).

Wi pty

Pélyamunkét benyujté hallgaté (Vinga Krisztian)

alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerésitem:

TSk

Témavezet6 (Prof. Dr. Farkas Eszter, Sejtbioldgia és
Molekuldris Medicina Tanszék)

alairasa

SR o ;
Az aldbbi lista mintaul szolgdl, szabadon médosithatd / bévithetd.
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