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1. Bevezetés

A stroke tovabbra is az egyik legsulyosabb és leggyakoribb
neurologiai korkép, amely gyakran tartds rokkantsaghoz vezet, és
jelentds terhet ré6 a betegekre, csalddjaikra és az egészségiigyi
ellatorendszerre. Az ehhez kapcsolodd kozvetlen és kozvetett
koltségek tetemesek. Bar az elmult évtizedekben szamos
neuroprotektiv stratégia keriilt vizsgalatra, egyik sem valt a standard
klinikai ellatas részévé. A jelenleg elérhetd stroke-kezelések, igy az
intravénas trombolizis és az endovaszkularis trombektomia, sziik
terapias idéablakhoz kotottek, és nem alkalmazhatok minden betegnél.
Emellett ezen beavatkozasok sulyos szovéddmények kockézataval is
jarnak. E korlatok miatt az idegsejtpusztulas megeldzését és a stroke
utani agyi 0déma kezelését célzo terdpias lehetdségek tovabbra is
korlatozottak.

A stroke altal kivaltott agykarosodas komplex és dinamikus folyamat,
amely a neurovaszkularis egység strukturdlis ¢és funkciondlis
integritdsanak megbomlasaval jar, és a vér—agy gat permeabilitasanak
fokozddasahoz vezet. Ez a patomechanizmus kulcsszerepet jatszik a
gyulladasos vélasz felerdsitésében, az 6déma kialakulasaban és a 1€zid
méretének progresszidjaban.

Az N,N-dimetiltriptamin (DMT) egy jol ismert, régota vizsgalt és a
természetben széles korben eléforduld molekula, amely endogén
modon megtalalhaté ndvényekben, allatokban és az emberi testben is.
Leginkabb hallucinogén tulajdonsagairdl ismert, hiszen a DMT-t
elészor az amazdniai medence Oslakosai 4ltal hagyomanyosan
alkalmazott, spiritudlis célu Ayahuasca f6zet aktiv hatéanyagaként
azonositottak. Azoéta allatkisérletekben kimutattak, hogy ischaemia
hatasara az agy DMT szintje jelentésen megnd €s hogy a kozponti
idegrendszer endogén modon képes DMT-t szintetizalni, ugyanakkor
a DMT ¢élettani szerepe jelenleg sem teljesen tisztdzott. Az intravénds
DMT farmakokinetikai profilja és pszichedelikus hatdsai emberben
kivaléan dokumentaltak. Intravénas alkalmazas esetén a DMT gyorsan



atjut a vér—agy gaton, majd MAO-A dltali metabolizmus révén
gyorsan kiiiriil: a korai plazma eliminacids felezési ideje 5,0-5,8 perc,
ezt kdvetden — 15-20 perc elteltével — egy hosszabb, késoi elimindcios
fazis figyelhetd meg 14—16 perces felezési iddvel. Alkalmazasat
kovetéen az emberi psziché komplex és mélyrehatd valtozasa
figyelheté meg. A kozponti idegrendszerben — eltérd affinitdssal —
szamos receptorhoz kotddik, tobbek kozott a szerotoninreceptor-
csaladhoz (elsdsorban az 5-HT1A, 5-HT2A és 5-HT2C altipusokhoz),
tovabba glutamaterg, hisztaminerg és dopaminerg receptorokhoz, a
trace amine-associated receptorokhoz (TAAR), valamint a szigma
receptorokhoz.

A szigma-1 receptor (S1R) egy intracellularis chaperonfehérje, amely
az endoplazmas retikulum és a mitokondrium kozotti kapcsolodasi
zonaban helyezkedik el, és részt vesz a kalcium-homeosztazis
szabdlyozasaban, ugyanakkor képes a plazmamembranba is
transzlokalodni, ahol ioncsatornakkal 1ép komplex kolcsonhatasba.
Ennek megfeleléen szerepet jatszik az endoplazmatikus retikulum
stressz jelatviteli folyamatainak a sejtmag felé torténd kozvetitésében,
valamint a sejtek excitabilitdsanak szabalyozasaban. Tekintettel arra,
hogy az S1R kozponti szerepet tolt be a sejtek stresszvalaszaban,
modellekben. A kezelési hatdsok pozitiv hatdsai a 1ézioméret
csokkenésétdl a neurologiai funkcidk javulasdig terjedtek. Erre
alapozva humdan vizsgalatok is indultak. 2014-ben a szelektiv SI1R-
agonista cutamesine II. fazist, randomizalt, placebo-kontrollalt
vizsgalata post-stroke betegekben nagy meglepetésre nem mutatott
funkcionalis kimenetel-javulést az els6 56 nap soran. Tovabbi hosszll
tava human vizsgalatok folytak az antidepresszans fluoxetinnel, amely
egy kozepes affinitastt SIR-ligand. Stroke utan 6 honapig alkalmazott
fluoxetin kezelés héarom, parhuzamosan futd, nagy esetszamu
randomizalt  kontrolldlt vizsgalatban (FOCUS, AFFINITY,
EFFECTS) sem eredményezett klinikailag relevans elényt a hosszi
tava (12 honapos) funkcionadlis felépiilésben. Mindezek alapjan a
szelektiv szigma-1 receptor moduldci® human stroke-ban — a



rendkiviil igéretes preklinikai eredmények ellenére — eddig nem
bizonyult hatasosnak.

A DMT szamos receptorcsaladhoz kotddve, bizonydra tobb — ezidaig
részben feltérképezetlen — jelatviteli utvonalon keresztiil fej ki
hatésokat; ugyanakkor jol dokumentalt, hogy hipoxids koriilmények
kozott S1R-medidlt citoprotektiv tulajdonsdgokkal rendelkezik,
valamint 5-HT2A utvonalon keresztiil a strukturalis és funkcionalis
neuroplaszticitast is eldsegiti  (neuritogenezis, spinogenezis,
dendritogenezis ¢és szinaptogenezis, tovabba neuralis Ossejtek
proliferacidja, neuroblasztok migracidja és Uj neuronok képzddése),
amelyeket széles korii irodalom tamaszt ala.



2. Célkitizések

A stroke patogenezisében részt vevd sejtek, jelatviteli utak,
mechanizmusok, kolcsonhatasok és visszacsatolasi hurkok kiterjedt
halozatat vizsgalva gy tlinik, hogy a stroke kimenetelének javitasa
nehezen érhetd el egyetlen komponens célzott befolyasolasaval, amit
az ilyen megkozelitések klinikai transzlacijanak kudarca is
alatdmaszt. A kordbban ismertetett tudomanyos hattér alapjan
kutatécsoportunk célja az volt, hogy egy endogén eredetii, tobbféle
receptortipuson  keresztiil pleiotrop hatdsokat kivaltani képes
molekula, az N,N-dimetiltriptamin (DMT) citoprotektiv hatasait

iszkémia—reperfuzid koriilményei kozott vizsgalja.

Célunk annak felmérése volt, hogy a reperfuzié idépontjatol inditott
DMT-kezelés neuroprotektiv hatast fejt-e ki a posztiszkémias agyban,
¢s amennyiben igen, ez a védelem hogyan fiigg Gssze a vér—agy gat
integritdsaval, a stroke-hoz tarsuld cerebralis 6déma mértékével,
valamint a neuroinflammaci6 — beleértve a mikroglia-aktivaciot és a
volt a DMT neurorestorativ potencidljanak vizsgéalata stroke-ot
kovetden, amely klinikai szempontbdl a hossza tava felépiilés és a
terapias relevancia kulcsfontossagli meghatarozoja.

Az in vivo allatkisérletek mellett egy in vitro, a vér—agy gatat
modellez6, harom sejttipusbol all6  ko-kultards rendszert is
alkalmaztunk (endotélsejtek, gliasejtek ¢és pericitak), hogy
részletesebben feltarjuk a BBB-integritds védelme és a sejttulélés
mogottes mechanizmusait. Ennek keretében iszkémias koriilmények
kozott az endotélsejtek transzkriptoméjara gyakorolt DMT-hatést is
megvizsgaltuk.

Tekintettel arra, hogy a DMT tdbb receptorrendszerrel is
kolesonhatasba 1ép, fontos célkitiizés volt annak meghatarozasa, hogy
mely hatdsok tulajdonithatok a szigma-1 receptor aktivacidjanak,
illetve melyek szigma-1-fiiggetlenek.



3. Modszerek
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ellendriztiik; csak a legalabb 40%-o0s perfuzidcsokkenést mutatd
allatokat vontuk be, majd randomizaltuk a csoportokba. A kezelési
csoportok a kdvetkezdk voltak: DMT-kezelés nélkiili kontrollcsoport,
DMT-kezelt csoport, valamint DMT + szelektiv S1R-antagonista
(BD1063) kezelt csoport a szigma-1 receptor szerepének vizsgéalatéra.
A kezelést kozvetleniil a reperfuzid eldtt kezdtiik: DMT-bdI 1 mg/ttkg
intraperitonedlis bolust adtunk, majd 24 o6rdan at 2 mg/ttkg/ora
sebességgel folyamatos intraperitonedlis infiziot biztositottunk
ozmotikus pumpaval. Az SIR-antagonista karban a BD1063-at 2
mg/ttkg/24 ora sebességgel adtuk kiilon ozmotikus pumpdbdl.
Bizonyos biomarker- ¢és PBMC-vizsgalatokhoz sham-operalt
csoportokat is alkalmaztunk.

In vivo mérések:

Lézioméret és 6déma: ddémakorrigalt 1ézidvolumen meghatarozasa
Nissl-festésen, valamint 24 6ras T2-sulyozott MRI alapjan.

A BBB-karosodas kvantitativ értékelése: a reperfuzidt kovetd 23.
6rdban intravénds FITC-albumint adtunk, amelyet 1 6ras keringési idd
kovetett; a FITC-albumin extravazacidé mértékét agyszovetben és
liquorban vizsgaltuk. Emellett szérum claudin-5, GFAP és MMP-9
meghatarozast végeztiink.

Apoptozis mérése: cortex- és szérum APAF-1 meghatarozasa.

Immunhisztokémia: SIR, MAP-2, IBA1, CLDNS5, GFAP és AQP4
jelolések.

Immunvalasz mérése: mikroglia-morfologia ¢és aktivacié kvantitativ
elemzése (ramifikacids/fraktal paraméterek); PBMC-aktivacid
értekelése  gyulladasos citokinek génexpresszios vizsgalataval,;



tovabba szérum- ¢és peri-infarct cortex gyulladdsos citokin- ¢és
kemokin-koncentraciok mennyiségi meghatarozasa.

Funkcionalis regeneracio és neuroplaszticitas: hosszl tavii motoros
funkcionalis kimenetel értékelése 1épcsoteszttel 30 napos obszervacios
periodusban; kortikalis és szérum BDNF meghatdrozasa.

In vitro modell és mérések: Primer patkdny agyi endotélsejteket,
pericitakat és gliasejteket tenyésztettiink mono- és ko-kultarakban. A
vér—agy gat funkcidjanak vizsgalatahoz tripla ko-kultiras rendszert
alkalmaztunk, majd 6 6ras oxigén—glilkdz megvonast kdvetden 24 oras
reoxigenizaciot végeztiink (OGDR). A DMT hatésat az ischaemia—
reperfuzids karosodas modelljében az egyes sejttipusokon kiilon-
kiilon is teszteltik. A barrier-funkciot tobb modszerrel értékeltiik:
impedancia-alapt sejtindex (cell index) meghatarozéas, TEER-mérés,
valamint permeabilitasi vizsgalatok (natrium-fluoreszcein ¢s Evans
blue—albumin). A sejtviabilitast MTT-teszttel vizsgéltuk; CLDNS,
GFAP ¢s IBAl immunfestéseket végeztiink. Az endotélsejtek
transzkriptomvaltozésait endotél-specifikus MACE-seq (3° RNA-
szekvenalas) modszerrel elemeztiik.



4. Eredmények

Lézioméret és 6déma: A DMT-kezelés szignifikansan csokkentette
az infarktusvolument és az 6démat a Nissl-festett metszeteken (p =
0,0327, illetve p = 0,0135). MRI-vel 24 o6réanal a T2-stlyozott
1ézidbvolumen a DMT-csoportban 135,1 = 19,0 mm? volt, szemben a
kontroll 204,8 + 24,5 mm?3-ével (p = 0,0373; n = 10/csoport). A DMT
+ BD1063 csoport 1éziovolumene 208,1 £ 22,6 mm? volt, amely
szignifikdnsan nagyobb a DMT-monoterapidhoz képest (p = 0,0238),
¢és nem kiilonbo6zott a kontrolltol (p = 0,9222). Ez arra utal, hogy a
1ézidméretre gyakorolt neuroprotektiv hatas dontéen S1R-fliggd.

BBB permeabilitas (in vivo): A DMT mérsékelte a FITC-albumin
extravazacidt az agyparenchymaba (p = 0,0093), ¢és csokkentette a
FITC-albumin liquor-koncentraciojat (p = 0,0454). ADMT + BD1063
tarskezelés az agyszoveti extravazaciot tovabbra is csokkentette, mig
a liquorban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a stroke
kontrollhoz képest (p = 0,3821), ami részben S1R-fliggd, részben attol
fiiggetlen BBB-véd6é komponensekre utal.

In vitro BBB-gatfunkcio és sejtviabilitis: Az OGDR jelentdsen
rontotta a gatintegritast: a TEER csokkent, a fluoreszcein
paracelluldris ~ permeabilitas ~ ~2,4-szeresére, az  albumin
transzcellularis permeabilitds ~2,5-szeresére ndtt. DMT hatdsara az
albumin permeabilitds szignifikansan mérséklddott, mig a TEER és
fluoreszcein permeabilitds valtozésait a kezelés nem modositotta
érdemben, ami a transzcellularis Gitvonal dominéns befolyasoldsara
utal. MTT-teszttel a DMT javitotta az endotél sejtek talélését OGDR
utan, pericitdkban azonban nem mutatkozott hasonl6 protekcio.

BBB-struktiura, 6déma és NVU-markerek: Ischaemia hatasara az
endothel sejtek kozotti tight junction struktirak karosodtak, CLDN5
jelintenzitas csokkent, és az asztroglia AQP4 aktivacioja fokozddott,
eloszlasa megvaltozott. DMT-kezelés mellett a CLDNS integritas



kevésbé sériilt, és az AQP4 intenzitds illetve redisztribucio
mérséklodott. Szérumban a DMT csokkentette tobb a vér-agy gat
sériillés mértékével korreldldo marker (CLDNS, GFAP, MMP9)
szintjét; egyes paraméterek antagonista mellett is fennmaradtak,
masok (pl. GFAP-csokkenés, AQP4/CLDNS5 immunreaktivits)
BD1063-mal gétolhatok voltak, ami vegyes (S1R-fiiggd és SIR-
fiiggetlen) mechanizmusokat jelez.

Neuroinflammiacié és immunvalasz: A DMT-kezelés in vivo
csokkentette a proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-1p és IL-6)
termelddését. In vitro modellekben, az agyszovetben valamint a
periféridas vérben is a proinflammatorikus citokintermelddés
mérséklodését észleltik DMT-hatasra. Ezek a hatdsok BD1063-mal
részben gatolhatok voltak, ami S1R-fiiggdségre utal. A periférias
mononukledris sejtek aktivacioja szintén mérséklédott DMT-kezelést
kovetden, amit a gyulladasos citokinek mRNS-szintli csokkent
expresszidja is alatamasztott. A kdzponti idegrendszer rezidens
immunsejtjei, a mikroglia-sejtek, stroke hatdsara jellegzetes
morfologiai véaltozasokon mennek keresztiil. E valtozasok kvantitativ
elemzése alapjan azt talaltuk, hogy DMT-kezelés mellett a mikroglia-
aktivacio a kontrollcsoporthoz képest mérséklddott.

Apoptozis: DMT-kezelés mellett az APAF-1 kéregbeli expresszidja
¢és a szérum APAF-1 fehérjeszintje is csokkent, ami az apoptotikus
jelatvitel mérséklodésére utal.

Neuroplaszticitas és funkcionalis kimenetel: A DMT-kezelés a 30
napos utankdvetés soran szignifikdnsan javitotta a bal eliilsé végtag
finommotorik4jat a staircase-tesztben. A teljesitménykiilonbség mar a
4. posztoperativ napon megjelent (p = 0,0325), és a 30. napra
kifejezettebbé valt (p = 0,0084). A funkciondlis javulast az agykérgi
BDNF mRNS-szint és a szérum BDNF fehérjeszint emelkedése
kisérte; ez a hatas az S1R-antagonista alkalmazasa mellett nagyrészt
gatolhato volt, ami S1R-fliggd neurotréf valaszra utal.



5. Kovetkeztetések

In vivo és in vitro eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a DMT
a stroke reperfuzios fazisban alkalmazva tobb, egymassal 6sszefiiggd
végponton kedvezd hatést fejt ki:

e A reperfuzié kezdetén inditott, 24 6ran at fenntartott DM T-kezelés
patkdny tMCAO modellben csokkenti az infarktus- ¢és
odémavolument.

e Meérsékli a vér—agy gat karosodasat, amit a csokkent in vivo és in
vitro permeabilitas jelez.

e Cisillapitja a neuroinflammaciot €s a periférias immunvalaszt, amit
a mikroglia, illetve a periférids mononukledris sejtek
aktivacigjanak csokkenése tamaszt ala.

e Fokozza a neuroplaszticitast: javitja a 30 napos funkcionalis
kimenetelt, amelyet a BDNF kortikalis és periférids szintjének
emelkedése kisér.

e Részben S1R-fiiggd, részben S1R-fiiggetlen mechanizmusokon
keresztiil fejti ki hatdsait: S1R-fliggd tobbek kozott a 1ézidméret-
csokkenés, valamint tobb gyulladdsos és neurotrof végpont, mig
bizonyos endotél-transzkriptom- és keringd biomarkervaltozasok
S1R-fiiggetlen tutvonalakat valésziniisitenek; mindez a DMT
multireceptoros profiljaval és a neurovaszkuldris egység integralt
valaszéval magyarazhato.

Endogén jellegébdl és az agyi mikrokdrnyezethez mutatott magas
affinitdsabol adéddan a DMT igéretes kiegészitd terapias jelolt lehet a
standard reperfuzios kezelések mellett.
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