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1. Bevezetés

A kozponti idegrendszer rezidens immunsejtje a mikroglia fontos szerepet
tolt be szamos fiziologias és patologias idegrendszeri folyamat szabalyozasaban. A
mikroglia sejtek részt vesznek a kozponti-idegrendszer fejlédésének koordinalasaban, a
szinaptikus metszés (pruning), a szinaptikus plaszticitas, a tanulas és az emlékezés
folyamatainak szabalyozasaban, mindemellett kulcsszerepet jatszanak az akut és
kronikus agyi betegségek soran fellépé kozponti idegrendszeri gyulladasos
folyamatokban. Tovabba a mikroglia sejtek a vér-agy gat mikodésének
szabalyozésaban is részt vesznek és jelent6s mértékben hozzajarulhatnak a vaszkularis
gyulladas kialakulasahoz. A vaszkularis gyulladas és vér-agy gat sériilés olyan gyakori
idegrendszeri betegségek soran alakulnak ki, mint példaul a stroke, a traumas
agysériilés vagy a kronikus neurodegenerativ betegségek. A gyakori neurologiai
betegségek hatterében a gyulladas kialakulasa mellett gyakran megfigyelheté az agy
vérellatasanak korai karosoddsa. Az idegrendszeri betegségek kialakulasaban és
stlyosbodasiban szerepet jatsz6 mechanizmusok jelentds része ugyanakkor maig
feltaratlan.

Az elmult évek kutatdsi eredményei ravilagitottak, hogy a mikroglia nem
csak karos stimulus hatasara aktivalodik, hanem nyulvanyaival fizioldgias koriilmények
kozott is folyamatosan monitorozza kdrnyezetét. A mikroglia sejtek az agyi erek
allapotat is folyamatosan feliigyelik az intakt agyban, vaszkularis sériilés esetén pedig
perceken beliil az érintett erekhez toborzodnak. A mikroglia vaszkularis folyamatokban
betoltott szerepe azonban nem tisztazott. A legtobb kutatds a mikroglia-ér interakciokat
a fejlédé agyban és kiilonbozé agyi betegségekben vizsgalta, példaul stroke-ban,
Alzheimer-korban és szklerdzis multiplexben. Az eredmények azt mutatjak, hogy a
mikroglia fontos szerepet jatszik a fejlédé agyban az erek kialakulasanak
szabalyozasaban (angiogenezis) és az érelagazasok kialakitasaban. A mikroglia sejtek
befolyasoljak a vaszkularis gyulladasos folyamatokat és a vér-agy gat miikodésének
szabalyozasaban is részt vesznek, aktivan kommunikalnak az endotél sejtekkel,
kiilonb6z6 gyulladasos mediatorokat termel, mint az interleukin-1pB, tumor nekrézis
faktor alfa, nitrogén-monoxid (NO), prosztaglandin E2 vagy a kiilonféle reaktiv oxigén
intermedierek (ROS), amelyek koziil néhanyat vazoaktiv mediatorként is ismeriink.
Egyre tobb bizonyiték van ra, hogy a mikroglia dinamikus kapcsolatokat alakit ki a
neurovaszkularis egység sejtjeivel (asztrocitak, pericitak, endotél sejtek és neuronok),
mely sejtek az agyi véraramlas fontos szabalyozoi. A korabbi kutatasok azonban ezeket
a kolcsonhatasokat a fejlédé agyban vagy idegrendszeri gyulladas jelenlétében
vizsgaltak, a mikroglia agyi véraramlas szabalyozasban betoltott lehetséges szerepét
azonban nem tanulmanyoztak.



A mikroglia megvaltozott aktivitasa, a csokkent agyi véraramlas, valamint a
neurovaszkularis csatolas karosodasa a gyakori idegrendszeri korképek, mint az
iszkémias stroke ¢és a neurodegenerativ agyi betegségek esetén megel6zik a neurologiai
tinetek kialakulasat. Ezek a megfigyelések is jelzik, hogy a fizioldgids agyi
vérkeringést szabalyozé mechanizmusok és az agyi betegségek progressziojahoz
hozzajaruld  folyamatok megértése elengedhetetlen a megfeleld terapidk
kifejlesztéséhez. Doktori értekezésem f6 témajaul a mikroglia szerepének vizsgalatat
valasztottam a fiziologias agyi véraramlas szabalyozasaban, valamint hipoperfuzid
soran.

2. Célkitizések

1) A mikroglia szerepének vizsgalata a neurovaszkularis csatolas szabalyozasaban.
2) A mikroglia szerepének tanulmanyozasa hiperkapnia-indukalta vazodilatacioban.

3) A mikroglia szerepének vizsgalata a csokkent agyi perfuzidhoz torténd adaptacid
soran, arteria carotis communis okkluziot kovetden.

4) Mikroglialis mechanizmusok azonositasa az agyi véraramlas szabalyozasaban.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Egerek tartasa és ellatiasa

A kisérleteimet 11-17 hetes him C57BL/6J, P2Y12R”, CX3CR1CGF
CX3CR1GFP*[P2Y 127, CX3CR1GFPIGFP, CX3CR1tdTomato Thy1-GCaMP§,
MicroDREADDPY, CX3CR1cCaMPsg-tdTomato - \jcroDREADDPY x CGaMP5g-tdTomato,
IL-1R1MM g TL-1R1%A A Slkeolel egereken végeztem. Az egereket 12 6ras fény-sotét
ciklusban, ellendrzott hdmérséklet és paratartalom mellett ad libitum etettiik és itattuk.
Minden kisérlet az Eurdpai Parlament és Tanacs iranyelvének (86/609/EGK) és a
magyarorszagi Allatvédelmi és Allatkisérleti Torvényben (1998; XXVIIL., 243/1998. §)
meghatérozott iranyelveknek megfelelden tortént.

3.2. CX3CR1Tomao  MicroDREADDPY, MicroDREADDPY x CGaMP5g-tdTomato és
CX3CR1CCaMPSg-tdTomato paopek létrehozdsa

A CX3CR1tdTomato MicroDREADDPY,  CX3CR1CGaMPsg-tdTomato g
MicroDREADDPY x CGaMP5g-tdTomato egereket tamoxifen (TMX)-indukélhato
CX3CR1CERT2 eoérvonal és Cre-fiiggé tdTomato fluoreszcens fehérjét, hM3Dq
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DREADD-et, vagy CGaMP5g-tdTomato-t expresszaldo egérvonalak keresztezésével
hoztuk 1étre. A tdTomato, hM3Dg DREADD vagy CGaMP5g-tdTomato expresszidjat a
mikroglia sejtekben a Cre rekombinaz aktivitas két intraperitonealis TMX (2 mg/100
ul, kukoricaolajban oldva; #T5648; Sigma-Aldrich) injekcioval torténd indukalasaval
hoztuk létre. A két TMX injekciot 48 ora kiilonbséggel adtuk be a 3-4 hetes him
egerekbe. A TMX indukcié utan 4 héttel a mikroglia sejtek 95,3%-a expresszalta a
hM3Dq receptorokat, amit az mCitrin kimutatasara hasznalt anti-zold fluoreszcens
fehérje (anti-GFP) (kecske anti-GFP antitest, 1:300; #600-101-215; Rockland) és a
mikroglia kimutatisara hasznalt anti-P2Y12R immunfestés igazolt. CX3CR1CreERT2
egerek alkalmazasaval a mikroglia allandé Cre-fliggd expressziot mutat, mig a
CX3CR1-et expresszald periférias makrofagok/monocitak tobbsége a TMX indukeidt
kovetd negyedik hét végére kicserélddik, gyors turnover-iiknek koszonhetéen. Ezért a
kisérleteket az egerek 11 és 12 hetes koraban végeztiik el. A mikroglia valaszokat valos
idében modulaltuk intraperitonealis CNO (klozapin-N-oxid) (0,5 mg/kg; Bio-Techne
Corp.), C21-es vegyiilet (0,5 mg/kg; Hellobio) vagy intraperitonealis deskloroklozapin
(DCZ) (1 png/kg; HelloBio) beadasaval, a hM3Dq DREADD aktivalasan keresztiil.

3.3. In vivo kisérletek
3.3.1. In vivo két-foton imaging

A CX3CR1CFP/* CX3CRLWTemao  CX3CR1GFP* x P2Y127 vagy Thyl-
GCaMP6s egereket 1,8%-os izoflurannal vagy fentanillal (0,05 mg/kg) altattuk a
kranialis ablak miitétek soran. A bal hemiszfériumon, az elsédleges szomatoszenzoros
kéreg (barrel kéreg) felett egy 3 mm atmér6jii kranialis ablakot nyitottunk. Harom
héttel a kranialis ablak mutétet kdvetden megvizsgaltuk a mikroglia-ér interakcidkat a
3x arteria carotis communis okklazios modellben, a hiperkapnia alatt vagy a
neurovaszkularis csatolas kisérleti modelljében ketamin-medetomidin érzéstelenitésben
(i.p. 30 mg/kg-0,1 mg/kg). Az ereket Rhodamin B-dextran vagy FITC-dextran farok
vénaba vagy retro-orbital sinus-ba adasaval jeloltik meg. A két-foton mikroszkdpos
képsorozatokat a Chameleon Discovery lézerrel 6sszekapcsolt Femto2D-DualScanhead
mikroszkoppal végeztiikk (Femtonics Ltd.). Az adatelemzést a MES szoftver (Femtonics
Ltd.) segitségével végeztiik.

3.3.2. Szovetfeldolgozds és immunhisztokémiai vizsgalatok

Az egereket terminalis ketamin-xilazin altatasban fiziologias sooldattal, majd
4%-0s paraformaldehiddel (PFA) transzkardialisan perfundaltuk. Az agyakat 24 6ran at
posztfixaltuk 10%-os szukrézos PFA oldatban, majd 25 pm vastag koronalis
metszeteket vagtunk. Az immunfestéseket 5 %-os normal szamar szérummal blokkolt
szabadon 1Usz6 metszeteken végeztiik el. A nagy felbontidsa konfokalis pasztazd
mikroszkopias és elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz 50 pm vastagsagl vibratbmos
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metszeteket készitettiink és ezeket 1%-0s human szérum-albuminnal (HSA) blokkoltuk.
Ezutan a metszeteket primer antitestekkel inkubaltuk egy é&jszakan at 4 °C-on. Masnap
tris pufferolt soéoldatban (TBS) torténd mosas utan a metszeteket a megfeleld
masodlagos antitestekkel inkubaltuk. Az inkubéaciot TBS-ben és foszfat pufferben (PB)
torténd mosas kovette, majd a metszeteket targylemezekre huztuk és Aqua-Poly/Mount-
al (Polysciences Europe) fedtiik le. Az agymetszeteket Nikon Eclipse Ti-E invertalt
mikroszkop, konfokalis pasztazd mikroszkop vagy elektron mikroszkop segitségével
vizsgaltuk.

3.3.3. Pre-embedding immunelektron-mikroszkdpia

A vibratommal metszett agy szeleteket PB-vel és TBS-el (pH 7,4) atmostuk,
majd 1 %-0s human szérum-albuminnal (HSA) blokkoltuk. Ezutan 2-3 napig TBS-ben
oldott primer antitestekkel inkubaltuk 6ket. Tobbszori mosas utan a metszeteket 0,2%
hideg vizes halbérzselatint és 0,5% HSA-t tartalmazé blokkold oldatban (Gel-BS)
inkubaltuk 1 6ran at. Ezutan a metszeteket 1,4 nm-es arany-kotott kecske anti-nyul Fab-
fragmentummal inkubaltuk 6nmagaban vagy biotinilalt szamér anti-egér antitestekkel
keverve, Gel-BS-ben higitva egy éjszakan at. Tobbszori mosasok utan a metszeteket
2%-os glutaraldehiddel kezeltiikk 15 percig, hogy az aranyrészecskéket a szdvetben
rogzitsilk. A kombinalt immunogold-immunoperoxidaz reakcidk esetében ezt kovette
az avidin-biotinilalt torma-peroxidaz komplexben torténé inkubaldas 3 Oran at
szobahdmérsékleten vagy egy éjszakan at 4°C-on. Az immunoperoxidaz reakciot 3,3-
diaminobenzidin (DAB) kromogénnel végeztik. Az immunarany reakciohoz a
metszeteket eziist-intenzifikalo oldatban inkubaltuk 40-60 percig szobah&mérsékleten.
Ezutan a metszeteket 0,5%-0S ozmium-teroxidot tartalmaz6 PB oldattal kezeltiik
szobahdmérsékleten, majd felszallo alkoholsorban és acetonitrilben viztelenitettiik, és
Durcupanba agyaztuk a metszeteket. A dehidratalas soran 70%-0s etanol oldatban
higitott 1 %-0s uranil-acetattal kontrasztoztuk a metszeteket 20 percig. A hagyomanyos
elektronmikroszkopos elemzéshez sziikséges ultravékony metszeteket Hitachi H-7100
elektronmikroszkopban, az elektron tomografias metszeteket pedig Eagle 4k kameraval
felszerelt FEI Tecnai Spirit G2 BioTwin transzmisszids elektronmikroszkdpban
vizsgaltuk.

3.3.4. Post mortem humdn agymintik

A post mortem humén agymintak egy 60 éves nd, egy 73 éves férfi és egy 27
éves férfi betegtl szarmaznak, akiknek a neuropatologiai vizsgalatok szerint nem volt
ismert neuroldgiai betegségiik (etikai engedély ETT TUKEB 31443/2011/EKU
[518/P1/11]). Az immunhisztokémiai vizsgalatainkat fixalt, vibratbmmal lemetszett
hippokampalis agyszeleteken végeztiik el.



3.3.5. Laser Speckle Contrast Imaging (LSCI)

A kortikalis véraramlast PeriCam PSI nagy felbontasu Laser Speckle Contrast
Imaging (LSCI) technikdval mértikk. Az egerek fejét sztereotaxids befogoval
rogzitettiik, a fejbOrt megnyitottuk és az intakt koponyan keresztiil mértiik az agyi
keringést. Az arteria carotis communis okkluzios kisérleteket ketamin-xilazin (i.p.
100mg/kg - 10mg/kg) altatdasban végeztik. A  bajusz-stimulacios protokollt
(neurovaszkularis csatolas) és a hiperkapnias kisérleteket pedig ketamin-medetomidin
(i.p. 30mg/kg — 0.1mg/kg) szedacioban.

3.3.6. A mikroglia szelektiv eltavolitdsa az agybol

Az egereket CSF1 receptor gatlot, PLX5622-t (Plexxikon Inc., 1200 mg
PLX5622 1 kg tipban) tartalmazé tappal etettiik 3 héten keresztiil, hogy a mikrogliat
eliminaljuk az agybol.

3.3.7. PSB0739 ciszterna magndba injektdldsa és intraperitonedlis L-NAME (NG-
Nitro-L-arginin metil-észter) beadds

A mikroglidlis P2Y12 receptort szelektiven gatoltuk PSB0739 ciszterna
magnaba torténd injektalasaval (0,9 %-os fizioldgids sdoldatban oldva, 40 mg/kg 5 pl
térfogatban), a kontroll egerekbe 0,9 %-os fizioldgids sooldatot injektaltunk. A
ciszterna magna injektalasokat 35 perccel az agyi véraramlas mérés el6tt 1-1,5%-0s
izofluran altatasban végeztikk el. Az L-NAME-t, nem szelektiv nitrogén-oxid-szintaz
(NOS) gatlot (30 mg/kg 0,9%-0s séoldatban oldva) 5 perccel az agyi véraramlas mérés
elott intraperitonealisan adtuk be.

3.3.8. SPECT és PET imaging

Az egyfoton-emisszids komputertomografias (SPECT) és pozitronemisszios
(PET) vizsgalatokat 2%-os izoflurannal altatott egereken végeztik el. A SPECT-
mérésekhez [99MTCc]-HMPAO ligandumot hasznaltunk. Az adatgylijtés 3 perccel a
radiotracer farokvénan keresztiil torténd beadasa utan kezdddott (beadott aktivitas:
99,22 + 9,33 MBq). A méréseket egy multi-pinhole egér kollimatorokkal felszerelt
NanoSPECT/CT PLUS késziilékkel (Mediso Kft., Magyarorszag) végeztik el. A
SPECT-felvételt koveten [18F]-FDG (2-deoxi-2-(18F)fluor-D-gliikoz) PET-méréseket
végeztiink. A PET-adatgyiijtés 20 perccel az intravénas [18F]-FDG injekcio beadasa
utan kezdd6dott, 10 perces akvizicidos id6vel, microPET P4 késziilékkel. A
rekonstrukciot kovetéen manualis koregisztraciot és atlasz alapjan kivalasztott agy
teriileteken (ROI), a kisagyban, az agykéregben és az egész agyban a VivoQuant



szoftver (InviCRO, USA) segitségével végeztink méréseket a Semmelweis Egyetem
Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézetében.

3.3.9. Szomatoszenzoros stimuldcios protokoll (neurovaszkuldris csatolds)

Szomatoszenzoros ingerként egyoldali bajusz stimulaciot alkalmaztunk, amit
manudlisan vagy elektromechanikusan végeztiik el. A manualis stimulaciohoz
fiilpiszkalot hasznaltunk (4-5 Hz) a kovetkez6 protokoll szerint: a bal bajuszszalakat 30
masodpercig stimulaltuk 60 masodpercenként ismételve hat korben. Az
elektromechanikus stimulaci6 (5 Hz) soran a bajuszszalakat 15 masodpercig
stimulaltuk, amit 10 korben, 40 masodperces sziinetekkel ismételtiink. A véraramlast
ketamin-medetomidin szedéaci6 alatt végeztiik el (30 mg/kg - 0,1 mg/kg 0,9 %-o0s
sooldatban oldva, i.p.).

3.3.10. Funkciondlis ultrahang (fUS)

Az adatgyiijtést egy ultragyors ultrahangszkennerhez kapcsolt 128 elemt, 15
MHz-es probe-al végeztiik (Iconeus One, Iconeus Franciaorszag, Parizs). Az allat fejét
leborotvaltuk és sztereotaxias befogdba rogzitettiik. A probe-ot a beépitett 3D Allen
Brain Atlas szoftver segitségével pozicionaltuk a barrel kéreg folé. A véraramlast a
koponyan keresztil mértiik ketamin-medetomidin (i.p. 30mg/kg - 0,1mg/kg)
szedacioban.

3.3.1L. In vivo elektrofiziologia

Az elektrofiziologias mérésekhez egyedi készitésii, nyolc nikrom tetrodot
(atmérd 12,7 pm) és 50 um-es optikai szalat tartalmazo microdrive-okat iiltettiink be a
jobb oldali barrel kéreghe (AP: -1,4; ML: 3,0 DV 0,75-2,0 mm) mély altatasban (i.p.
ketamin-xilazin 125 mg/kg - 25 mg/kg 0,9%-0s NaCl-ban oldva). A sztereotaxias
mitétet 3 napos felépiilési idészak kovette. Az elektrofiziologiai mérések alatt az
egerek ketamin - medetomidin (3 mg/kg - 0,1 mg/kg) szedacioban voltak. Az
adatelemzést Matlab R2016a program segitségével végeztiik.

3.3.12. In vivo hiperkapnia protokoll

Ketamin-medetomidin (i.p. 30 mg/kg - 0,1 mg/kg) szedacidban 5 percig tartd
alap agyi véraramlas mérést kovetéen 10% CO2-ot tartalmazd levegbelegy (21,1% O2
és N2 ad 100%) 2 percig tartd belélegeztetésével hiperkapniat idéztiink el6 az
egerekben. A kontroll és mikroglia-depletalt egerek egy csoportjanak a hiperkapnia
indukalasa el6tt i.p. 0,01 pg/g atipamezolt adtunk be, hogy felfiiggesszik a
medetomidin a-2-agonista hatasat.



3.3.13. Vérgazanalizis

A bal femoralis artériat bekaniilaltuk ketamin-medetomidine altatasban. Az
artérias vért tivegkapillarisokba vettilk le hiperkapnia el6tt és utan. A mintakbol az
artérias vérgaz értékeket (pO2, pCO2) és a pH-at vérgazanalizator késziilékkel mértiik
meg (ABL90 Flex Plus, Radiometer Medical ApS, Dénia).

3.3.14. Akut szeleteken végzett hiperkapnids kisérlet és ciklikus guanozin-
monofoszfit (CGMP) immunhisztokémia

Az akut szeletek elkészitéséhez az egereket mély izofluran altatasban
dekapitaltuk, az agyakat eltavolitottuk a koponyabdl és vibratdbmmal lemetszettiik. A
szeleteket 20 percig el6inkubaltuk 1 ml modositott mesterséges gerincveldi folyadékkal
(MACSF). A mACSF-ben vagy mACSF+PSB0739-ben torténé eldinkubalas utan a
szeleteken hiperkapnias gazkeveréket buborékoltattunk at a CO2z-szint fokozatos 5%-rol
14,6%-ra torténé emelésével. 15 perc hiperkapnia utan a szeleteket 48 6ran keresztiil
jéghideg 4%-o0s paraformaldehiddel fixaltuk 4°C-on. A 0,1 M PB-vel torténé mosas
utan a szeleteket 4%-os agarba 4dgyaztuk, és 50 um vastagsagu vibratomos metszeteket
vagtunk. Ezutan a metszeteket PBS-ben higitott primer ellenanyag-keverékben 48 6ran
at 4°C-on inkubaltuk. Ezt kovetéen tobbszori PBS-ben torténd mosas utan a
metszeteket PBS-ben higitott, a megfelel6 masodlagos antitestek keverékével
inkubaltuk. A metszeteket iiveg targylemezekre huztuk. A fluoreszcens képeket Nikon
Eclipse Ti-E invertalt mikroszkoppal készitettiik.

3.3.15. Az agyi véraramlas és az agyi pH szimultan mérése hiperkapnia alatt

Az elektrofiziologiai valtozokat (DC-potencial, agyi pH) és a lokalis
véraramlast (1ézeres Dopplerrel) a kraniotomiat kovet6en szimuldltan mértiik, olyan
ion-szenzitiv mikroelektrodak segitségével, amelyek Ag/AgCl vezet6kon és a hozzajuk
kapcsolodo sziirdomodulokon keresztiil egy kétcsatornas, nagy bemeneti impedancidju
elektrométerhez csatlakoznak. A kisérletek soran a pH-érzékeny mikroelektrodot egy
mikromanipuldtorral engedtiink le a kéregbe, egy masik, sodoldattal toltott
iivegkapillaris mikroelektroddal (csucsatméré = 20 um) egyiitt, amely referenciaként
szolgalt. A referenciaelektréd lasst kortikalis vagy DC potencialt vett fel. Az egér
nyakdnak bdre ala egy Ag/AgCl elektrodat iltettink be, amelyet k6zos foldként
hasznaltunk. A mitéti elokésziileteket 1,5-2%-0s izofluran altatasban, mig a pH- és
LDF-méréseket medetomidin szedacioban Faraday ketrechen végeztikk a Szegedi
Tudomanyegyetem Sejtbiologia és Molekularis Medicina Tanszékén.



3.3.16. Ismételt, tranziens egyoldali arteria carotis communis okkliiziés modell

Kifejlesztettiink egy tranziens, ismételt egyoldali arteria carotis communis
okkluziés modellt, hogy hipoperfuziot idézziink eld anélkiil, hogy az agyban iszkémia
vagy sejtkarosodas keletkezne. Az arteria carotis communis-t ideiglenesen 5 percre
cérnaval elhtztuk (elzartuk), majd 5 percre felengedtiik (reperfuzids periddus). A
protokoll az okkluzio-reperfuzid 1épések haromszori megismétlésébdl all (3x CCAo)
ketamin-xilazin altatasban (i.p. 100mg/kg - 10mg/kg 0,9%-os s6oldatban oldva). Ez az
okkluzios modell agyi iszkémia és neuronalis sériilés kivaltasa nélkiil alkalmas a
hipoperfizio soran fellépd vaszkularis adapticiés valaszok vizsgalatira. Az agyi
véraramlas mérések soran az egerek testhdmérsékletét 37 + 0,5°C-on tartottuk
homeotermikus takaré segitségével (Harvard Apparatus).

3.3.17. A perivaszkuldris makrofigok elimindcioja

A perivaszkularis makrofagokat klodronatot tartalmazo liposzomak bal
agykamraba torténd injektalasaval (70pg/egér 10ul térfogatban) eliminaltuk a
perivaszkularis térb6l. Az injektalast kovetd 3. napon maximalis a klodornat
hatékonysaga, ezért 3 nappal az injektalas utdn mértiik az agykérgi véraramlast LSCI-
vel az okkliizios modellben.

3.3.18. Fokalis agyi iszkémia

A stroke miitéthez az anesztéziat 4%-os izofluran belélegeztetésével
indukaltuk, és a miitét soran az altatast 1,75%-0s izofluran belélegeztetésével tartottuk
fenn. A testhémérsékletet a miitét soran folyamatosan monitoroztuk, és 37 °C + 0,5 °C-
on tartottuk egy fiitétakaro segitségével (Harvard Apparatus), az agyi véraramlast lézer
Doppler segitségével monitoroztuk (Moor Instruments Ltd.). A nyak ventralis felszinén
kozépvonali bemetszést végeztiink, majd izolaltuk és lekotottiik a jobb oldali arteria
carotis communist. Az arteria carotis internat és az arteria pterygopalatinat ideiglenesen
lekotottiik, majd egy 6-0 monofilamentet vezettiink be az arteria carotis internaba az
arteria carotis communis bemetszésén keresztiil. A filamentet korilbeliil disztalisan 10
mm-re a carotis bifurkaciotél az arteria cerebri media eredésén thlra vezettiik be. A 45
perces okklaziot kovetben a filamentet visszahtztuk az arteria common carotisha, hogy
a 40 perces reperfuzido megtorténhessen. A reperfuzié 30. percét6l 10 percen at mértiik
az agykérgi véraramlast LSCI-vel.



3.4. In vitro kisérletek
3.4.1. Primer endotél sejtkultiira

A primer endotél sejtkultirakat 6-8 hetes C57BL/6J egerek agyabol
készitettiik. Az egér ecléagyakat PBS-be gylijtottik, és az agyhartyat steril
kromatografias papirral eltavolitottuk. Az agyszovetet szikével apré darabokra vagtuk,
és Dulbecco's Modified Eagle Medium-F12-ben (DMEM-F12) 1év6 kollagenaz 1T és
dezoxiribonukledz I (DNaz I) keverékében 55 percig 37C°-on enzimatikusan
emésztettik. 20%-0s borji  szérum albumin (BSA) gradiensen haromszori
centrifugalassal (1000x g, 20 perc, haromszor) a mikroereket elvalasztottuk a mielin
tartalmu rétegt6l. Az Osszegylijtott mikroereket tovabb emésztettiik kollagenaz/diszpaz
és DNaz I keverékével 35 percig 37C°-on. Az emésztett agyi mikroereket haromszor
mostuk DMEM-F12-vel, majd kollagén 1.-el bevont platekre iiltettiik ki a frissen izolalt
sejteket. Az elsd négy napban puromicint adtunk a primer tapfolyadékhoz a P-
glikoproteint (P-gp) nem expresszalo sejtek szelektiv eliminalasa érdekében, melynek
igy Osszetétele: 1ng/ml alap fibroblaszt novekedési faktor (bFGF), 100pg/ml heparin,
100x inzulin-transferrin-szelénium (ITS), 4pg/ml puromicin DMEM-F12-ben oldva.
Miutan az 5.-6. napon konfluenssé valt a tenyészet, a sejteket kollagén IV-el és
fibronectinnel bevont 48 lyuku plate-ekre passzaltuk, 15.000 sejt/lyuk sejtsiirtiséggel, és
P1 napon in vitro hipoxias vagy hiperkapnias kisérletekre hasznaltuk.

3.4.2. Primer asztroglia és mikroglia sejtkultirak

Az asztroglia sejtek primer tenyészeteit 0jsziilott egerek agyabol allitottuk
el6. A P0-P2 napos teljes agyakrol el6szor eltavolitottuk az agyhartyat, majd az
agyszoveteket felapritottuk. A szovetdarabokat 0,05% w/v tripszinnel és 0,5mg/ml
DNAse I-vel emésztettiik foszfat-pufferelt sooldatban (PBS) 10 percig
szobahdmérsékleten. Ezutan a sejteket poli-L-lizin bevonati milanyag Petri-csészékre
iiltettiik ki 3-4 x 105 sejt/cm? sejtsiiriiséggel. A sejteket 10%-0s magzati szarvasmarha
szérummal (FBS), 4 mM glutaminnal és 40 pg/ml gentamicinnel kiegészitett Minimal
Essential Mediumban tenyésztettiik. A primer mikroglia sejteket C57BL/6J 1ijsziilott
egerek teljes agyabdl szarmaz6 asztroglia/mikroglia kevert sejttenyészetekbdl izolaltuk.
A mikroglia izolalasat a kultira fenntartasanak 21. és 28. napja kozott végeztik el
enyhe tripszinizalassal. Az in vitro hipoxias és hiperkapnias kisérletekhez az izolalt
sejteket 1,5 x 105 sejt/cm? stirliségben poli-L-lizin bevonatt 48 lyuku platekbe iiltettiik,
¢és 48 oran beliil felhasznaltuk.

3.4.3. In vitro hipoxia és hiperkapnia

Az 02/CO; gazadagolokkal felszerelt Cytation 5 Cell Imaging Multi-Mode
Reader-t hasznaltunk az 1% O2/5% C0O2/94% N2 (hipoxia) vagy 15% CO2/85% levegd
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(hiperkapnia) Osszetételli gazkeverékek szintjének biztositasara 37°C-on (BioTek
Instruments). A 48 lyuka platekben konfluenssé novesztett endotél vagy asztroglia
sejteket, illetve mikroglia sejteket a fedelek levétele utan 5 (hiperkapnia) vagy 10
percre (hipoxia) helyeztiik a Cytation 5 kamrajaba. A hipoxia sejtszintli kialakulasanak
kovetése érdekében néhany tenyészetet SuM Image-iT™ Green Hypoxia reagenssel
kezeltiink 30 percig 37°C-on. A hipoxia-reagens akkor kezd fluoreszkalni, amikor a
légkori oxigénszint 5% ala csokken. A Cytation5 késziilékkel (10x nagyitas)
0/10percenként készitett fluoreszcens képeket FIJI szoftverrel (v1.53, NIH) elemeztiik
ki. A kozeg pH-értékében a hiperkapnia soran bekovetkezd valtozasokat a Cytation 5
Multi-Mode Reader segitségével a fenolvords abszorbancia 415 és 560 nm-es
hullamhosszan mértiik. Az intracellularis pH hiperkapnia alatti valtozasait a pHrodo
Green AM-mal jeldlt gliasejtek fluoreszcencia-intenzitasanak leolvasasaval hataroztuk
meg a Cytation 5 Multi-Mode Readerrel (BioTek Instruments).

3.4.4. Primer mikroglia sejtkulturak és kalcium képalkotds

A primer mikroglia sejteket MicroDREADDPY ujsziilott egerek agyabol
szarmazo asztroglia/mikroglia vegyes sejtkulturakbol izolaltuk. A mikroglia sejtek
izolalasa el6tt a kevert sejtkultarak felét 2 uM 4-hidroxi TMX-el kezeltiik 1 hétig, amit
a sejtkultura fenntartisanak 21. és 28. napja kozott végeztiink el enyhe tripszinizalassal.
A sejteket poli-L-lizin bevonatu iiveg fed8lemezekre iiltettiik ki 40 000 sejt/cm?
sejtstirliséggel, ¢és 2-3 napon belill felhasznaltuk. A mikroglia nyulvanyok
mozgékonysaganak vizsgalatara hasznalt faziskontrasztos time-lapse felvételeket Zeiss
Axiovert 200M mikroszkoppal készitettiik 20x nagyitason (20x Plan-Neofluar Ph2
objektiv), 0,2 képkocka/masodperc sebességgel. A Kalcium képalkotashoz a sejteket 1
uM Oregon Green 488 BAPTA-1 AM (Invitrogen) vagy 5 uM Calbryte 590 AM (AAT
Bioquest) festékkel toltottiik fel 2000x Pluronic F-127 (Invitrogen) vagy 100x
PowerLoad Concentrate (Invitrogen) jelenlétében 30 perc alatt szobahémérsékleten. A
sejteket 30 percig szobahOmérsékleten tartottuk. A képalkotas soran a sejteket ACSF-
fel mostuk at 1 ml/perc aramlasi sebességgel szobahémérsékleten. A sejteket DREADD
agonistakkal kezeltiik: CNO (1 pM vagy 100 nM; Bio-Techne Corp) vagy C21 (1 uM;
HelloBio). A 17. abrahoz kapcsolodd kisérletekben a tenyészeteket tobbszor, 10
percenként 1 uM C21-el kezeltiik 1 percig, majd egyszer 10 uM ATP-ét adtunk a
sejteknek. A Kkalcium képalkotasat vagy egy Ti-E inverz mikroszkopra épitett Nikon
AlLR konfokalis 1ézeres pasztazo rendszerrel végeztiik 60x nagyitassal (60x Plan Apo
VC WI objektiv, NA = 1,2), 20 képkocka/masodperc sebességgel, vagy egy CoollLed
PE-4000 megvilagitorendszerrel és Hamamatsu ORCA-Flash 4.0 kameraval felszerelt
Nikon Ti2 mikroszképpal 40x nagyitassal (40x Apo WI AS objektiv, NA = 1,25), 2
képkocka/masodperc sebességgel. Az adatok analiziséhez Fiji (ImageJ; National
Institutes of Health [NIH]) és Clampfit (pClampl0 suite; Molecular Devices)
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programot hasznaltunk. A statisztikai analizist GraphPad Prism 8.4.3 programmal
végeztiik el.

3.4.5. A nukleotidok és nukleozidok mennyiségi meghatdarozdsa

A felszabadulé adenin-nukleotidok (adenozin-trifoszfat - ATP, adenozin-
thpkozegekb6l  vagy  agyszoveti  homogenizatumokbdl nagy  teljesitményii
folyadékkromatografia (HPLC) segitségével hataroztuk meg Shimadzu LC 20 AD
analitikai rendszerrel, UV (Agilent 1100 VW 253 nm-re allitott) detektalassal. A
homogenizatumok koncentracidit kétpontos kalibracios gorbével szamoltuk ki, belsd
standard modszerrel. Az adatokat (n=4 vagy 5 minden csoportban) pmol per mg fehérje
vagy nmol per mg-ban fejeztiik ki.

3.5. Statisztikai elemzés

Minden kvantitativ analizist vakon végeztem a STAIR és ARRIVE
iranyelvek szerint. A statisztikai analizist GraphPad Prism 7.0 vagy 8.4.3 szoftverrel
végeztiim. Az adatok normalis eloszlasat a D'Agostino-Pearson-féle normalitasteszttel
vizsgaltam. Két vagy tobb normalis eloszlasu csoport dsszehasonlitasara a parositatlan
Student’s t-tesztet hasznaltunk Welch’s korrekcioval, vagy egyutas ANOVA-t Dunett’s
tobbszoros Osszehasonlitd teszttel, vagy kétutas ANOVA-t Tukey’s vagy Sidak’s
tobbszords 0sszehasonlitod teszttel. A nem normalis eloszlasu adatok esetében a Mann-
Whitney-tesztet vagy az egyutas ANOVA-t hasznaltdk Dunett’s tobbszoros
Osszehasonlitd tesztjével, vagy a kétutas ANOVA-t Tukey’s vagy Sidak’s tobbszoros
Osszehasonlito tesztjével.

4. Eredmények

4.1. A mikroglia kozvetlen, purinerg kapcsolatokat alakit ki a neurovaszkuldris
egység véraramlis szabdlyozdsdban részt vevd sejtjeivel

e Két-foton mikroszkdp és konfokalis mikroszkop segitségével megfigyeltiik, hogy a
mikroglia sejtek szoros asszociaciot mutatnak az elsd, masod- és harmadrendii
artérias érelagazasokkal, és a mikroglia nyalvanyok az agyi érrendszer minden
érszakaszaval kdzvetlen kapcsolatokat alakitanak ki.

o Konfokalis mikroszkopia segitségével megfigyeltiik, hogy a parenchimalis P2Y12
receptor pozitiv mikroglia nyulvanyok képesek a GFAP (glialis fibrillaris savas
fehérje) / AQP4 (akvaporin-4) pozitiv asztrocita végtalpakon keresztiilnyalva
kozvetleniil érintkezni a simaizomsejtekkel a penetrald nagy erek szintjén és az
endotél sejtekkel a nagy erek és mikroerek szintjén egyarant.
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o Konfokalis mikroszkopos és elektronmikroszkopos vizsgélataink azt mutatjak,
hogy a P2Y12R-pozitiv mikroglia nytlvanyok azokon a pontokon érintkeznek
szorosan az endotél sejtekkel, ahol az endotél sejtek mitokondriumai talalhatoak, a
P2Y12 receptor immunogold részecskék ezeken a hatarfeliileteken feldtisultak. A
TOM20 (mitokondrialis marker) immunfluoreszcencia-intenzitasa szignifikansan
magasabb azokon a helyeken, ahol a mikroglia kontaktal az endotél sejtekkel.

¢ Konfokalis mikroszkopia és elektronmikroszkopia segitségével megfigyeltiik, hogy
az agyban az individualis mikroglia sejtek egyszerre tobb mikroérrel és a
kozeliikben 1évé neuronokkal is képesek kozvetlen kapcsolatot kialakitani. A
mikroglia nyulvanyok kozvetleniil érintkeznek az agyi véraramlas szabalyozasaban
résztvevl neurovaszkularis egység sejtjeivel és szimultan képesek kontaktalni a
neuronokkal és az agyi erekkel.

¢ Konfokalis mikroszkopia és elektronmikroszkopia segitségével megfigyeltiik, hogy
a mikroglia az egér agyszovetben megfigyelt kapcsolatokhoz hasonld vaszkularis
sejt-sejt interakciokat alakit ki a human agykéregben is: a P2Y12 receptor pozitiv
mikroglia nyalvanyok kozvetleniil érintkeznek mind a perivaszkularis asztrocita
végtalpakkal, mind a kis arteriolak és a kapillarisok endothelium sejtjeivel.

4.2. A mikroglia P2Y12 receptorain keresztiil modulilja a neurovaszkuldris csatoldst
az agykéreghen

e Invivo HMPAO-SPECT és FDG-PET méréseink eredményei azt mutatjak, hogy a
mikroglia szelektiv elimindcidja PLX5622 alkalmazasaval (CSF1 receptor gatld)
nem befolyasolja az erek szerkezetét és az agyi anyagcserét. Nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a kontroll és a mikroglia-depletalt egerek kozott a
HMPAO és FDG radioligandok felvételének tekintetében egyik agyi teriileten sem.

e In vivo Laser Speckle Contrast Imaging (LSCI) méréseink megmutattak, hogy a
mikroglia hianyaban a neurovaszkularis csatolas karosodik, amit az bizonyit, hogy
a $z0matoszenzoros ingerre (bajusz-stimulaciora) adott fokalis
véraramlasndvekedés mértéke szignifikansan kisebb a mikroglia-depletalt
egerekben a kontroll egerekben mért értékekhez képest a barrel kéregben. In vivo
funkcionalis ultrahang méréseink megerdsitik, hogy mikroglia hianyaban a bajusz-
stimulaciora adott vértérfogat-valtozas novekedése a kontralateralis barrel kéregben
szignifikansan kisebb a kontroll egerekben mértekhez képest.

e In vivo LSCl-vel végzett kisérleteink megmutattak, hogy a P2Y12 receptor KO
egerekben a szomatoszenzoros ingerre adott véraramlas valasz mértéke kisebb,
mint a kontroll egerekben. A mikroglialis P2Y12 receptor cisterna magna
beadassal, PSB0739-el torténd akut, szelektiv blokkoldsat kovetéen a
bajuszstimulaciora adott véraramlasemelkedése szignifikansan kisebb mértékii volt
a kontroll egerekhez képest.
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LSCI-vel megvizsgaltuk, hogy a mikroglia-deplécio hatasa betudhato-e a nitrogén-
monoxid-szintaz (NOS) altal szabalyozott folyamatoknak. Mind a mikroglia-
deplécio, mind az L-NAME (NG-Nitro-L-arginin metil-észter, NOS inhibitor)
beadas jelentdsen csokkentette a bajuszstimulaciora adott véraramlas-emelkedés
mértékét a barrel kéregben. Az L-NAME beadasa a mikroglia-depletalt egerekbe
tovabbi véraramlascsokkenést eredményezett a mikroglia-depletalt vagy L-NAME-
vel kezelt egerekben mértekhez képest.

4.3. A mikroglia manipulicidja nem a neurondlis aktivitds megvdltoztatisan

keresztiil hat a véraramldsi valaszra

Kronikusan beiiltett tetrdd elektrodakkal tortént méréseink megmutattak, hogy mind
a mikroglia-depletalt, mind a P2Y12R KO egerekben szignifikans mértékben
megemelkedett a barrel kéreg neuronjainak alap tiizelési frekvenciaja a kontroll
egerekben mért értékekhez képest. Azonban a bajusz stimulacio altal kivaltott
neuronalis valaszok (tiizelési frekvenciak) nem kiilonboztek szignifikdns mértékben
a mikroglia-depletalt, P2Y12 receptor KO és kontroll egerekben.

In vivo két-foton mikroszkopias méréseink azt mutattak, hogy a Thyl-GCaMP6s
egerekben a szomatoszenzoros stimulacio altal kivaltott neuronalis kalcium
valaszok (GCaMP6s jel intenzitds) novekedésének mértéke nem kiilonbozik
szignifikansan a kontroll és a mikroglia-depletalt egerek kozott. A mikroglia hidnya
(PLX5622 depletalt) vagy diszfunkcidja (P2Y12 receptor KO) eltolhatja az alap
neuronalis aktivitdst, mig neurovaszkularis csatolas soran a mikroglia
manipulacidja nem a neuronalis aktivitds megvaltoztatasan keresztiil hat a
véraramlasi valaszra.

4.4. A mikroglia valés idejii, kemogenetikus aktivdldsa a neurovaszkuldris csatolds
kdrosoddsahoz vezet

In vitro klozapin-N-oxid (CNO) vagy C2l-es vegyiilet (C21) hatasara a
MicroDREADDPY egerekbdl szarmazod mikroglia sejtekben az intracellularis
kalcium-szint gyorsan megemelkedik, mig a TMX-kezeletlen (nem indukalt)
sejtekben nem idéz el6 kalcium valaszt.

Ismételt CNO vagy C21 stimuldciok hatdsira a MicroDREADDPY mikroglia
csokkent mértékii kalcium valaszt ad, mikozben kemogenetikus aktivaciora
csokken az ATP-re adott valaszkészsége is in vitro.

A mikroglia kemogenetikus aktivalasa a mikroglia nytlvanyok motilitasat néhany
percen beliil meggatolja és a mikroglia sejtek morfologiaja is megvaltozik, mind in
vivo, mind in vitro. MicroDREADDPY x CGaMP5g-tdTomato egerekben in vivo
két-foton mikroszkopos vizsgalataink soran megfigyeltikk, hogy az agykéregben
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1év arteriolakkal és mikroerekkel kontaktalé mikroglia nyGlvanyokban a kalcium
jel dinamikusan valtozik.

In vivo LSCI méréseink megmutattdk, hogy MicroDREADDPY egerekben a
mikroglia kemogenetikus aktivalasa a mikroglia-depletalt egereknél tapasztaltakhoz
hasonlé mértékben csokkenti a bajusz stimulacid-indukalta véraramlas-emelkedést,
tehat a neurovaszkularis csatolas karosodésat okozza.

4.5. A mikrogliglis P2Y12 receptor részt vesz a hiperkapnia-indukdlta vazodilaticio
szabalyozdsaban

In vivo két-foton mikroszkopos méréseink azt mutattak, hogy hiperkapnia hatasara
az arteriolakat és mikroereket dinamikusan tapogaté mikroglia nyualvanyok
morfologidja perceken beliil megvaltozik. A mikroglia nyulvanyok dinamikusan
tapogatjak az arterioldk koriil talalhatdé SR101-jelolt perivaszkularis asztrocita
végtalpakat ¢és a kontaktalé mikroglia nytalvanyok végén talalhat6 filopddium szam
jelentésen megemelkedik hiperkapnia hatasara. CX3CR1CCaMPSg-tdTomato ggarekhen
hiperkapnia hatdsara a perivaszkularis mikroglia sejtek nyualvanyaiban és
filopdédiumaiban 1-2 percen beliil gyors kalcium jel pulzalasokat figyeltiink meg.

In vivo két-foton mikroszkopos vizsgélataink soran megfigyeltiik, hogy a penetrald
artériak ¢és arterioldk hiperkapnia-indukalta vazodilatacidja jelentés mértékben
karosodik mikroglia-depletalt egerekben. In vivo LSCl-vel mért hiperkapnia-
indukalta véraramlas-emelkedés mértéke is szignifikdnsan kisebb volt a mikroglia
sejtek hianyaban a kontroll egerekben mért értékekhez képest.

In vivo LSCI méréseink megmutattak, hogy a P2Y12 receptor KO egerekben is
szignifikansan kisebb hiperkapnia-indukalta véraramlas-emelkedés a kontroll
egerekhez képest. In vivo két-foton mikroszkdpos méréseink azt mutattak, hogy a
mikroglialis P2Y12 receptor hianyaban (CX3CR1¢FP* x P2Y12R KO egerekkel) a
kontroll  (CX3CR1CFP*)  egerekhez képest csokken hiperkapnia-indukalt
vazodilataci6 mértéke. In vivo két-foton mikroszkopos méréseink soran
megfigyeltiik, hogy a P2Y12 receptor KO egerekben a perivaszkularis filopédium
képzbdés is jelentés mértékben lecsokken hiperkapniat kovetéen a kontrollokhoz
képest.

In vivo elektrofiziologias modszerrel megvizsgaltuk, hogy a hiperkapnia
befolyasolja-e neuronalis aktivitdst. Nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a
kontroll, a mikroglia-depletalt és a P2Y12R KO egerek kozott.

Ex vivo akut agyszeleteken a hiperkapnia altal kivaltott ciklikus guanozin-
monofoszfat-ndvekedést jelentds mértékben gatolta a mikroglialis P2Y12 receptor
PSB-0739-el torténd blokkolasa.
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4.6. A hiperkapnia és a hipoxia purinerg metabolitok gyors, stimulus-fiiggd
felszabaduldsdt indukdlja a neurovaszkuldris egység sejtjeibdl és az agyi mikroglia
sejtekbaol

e pH-szelektiv elektrodaval végzett in vivo méréseink megmutattak, hogy az
alap/nyugalmi agyi pH mikroglia hianyaban szignifikansan alacsonyabb, mik6zben
a hiperkapnia altal kivaltott negativ pH-eltolodas mértéke nem kiilonbozik
szignifikansan a kontroll és mikroglia-hianyos egerekben.

e In vitro kisérleteink kimutattdk, hogy hiperkapnia hatasara csokken az
extracellularis és az intracellularis pH. Tovabba a hiperkapnia gyors ATP- és ADP-
felszabadulast valtott ki a primer endotél sejtekbdl, mig az asztrocitak foként ATP-t
és adenozint termeltek. A primer mikroglia sejtek foként ADP-t és adenozint
szabaditanak fel hiperkapnia hatasara. Hiperkapnia hatisara mikroglia hianyaban
kevesebb adenozin szabadul fel az agyban, mint a kontroll egerekben in vivo.

e Hipoxia hatasara az endotél sejtek ATP-ét és AMP-ét, mig az asztrocita és a
mikroglia foként ADP-t szabaditott fel in vitro.

4.7. A mikroglia érzékeli és moduldlja az agyi véraramlast cerebralis hipoperfiizio
sordn

e In vivo két-foton mikroszkopias vizsgalataink azt mutatjak, hogy a mikroglia
nyulvanyok gyorsan reagalnak az arteria carotis communis okklaziokat kovetd
véraramlas csokkenésre, amit az erek koriil talalhatdé mikroglia nyulvanyok
motilitdsanak ndvekedése mutat.

e In vivo LSCl-vel végzett méréseink azt mutatjak, hogy a mikroglia-depletalt
egerekben az egyoldali arteria carotis communis okkluziokat koveté agykérgi
hipoperfiziohoz torténé adaptacid jelentds mértékben karosodott a kontroll
egerekhez képest. A mikroglia-depletalt egereknél mindkét agyféltekén
tapasztalhatd az agyi véraramlas csokkenése a kontroll egereknél tapasztaltakhoz
képest.

e In vivo LSCI-vel megvizsgaltuk, hogy a perivaszkularis makrofagok (PVM) részt
okkluziok soran. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az arteria common carotis
okkluziot kovetd agyi véraramlas-valtozasokban a kontroll és a PVM-depletalt
egerek kozott LSCI-vel mérve.

e Invivo LSCI méréseink azt mutatjak, hogy a mikroglialis P2Y12 receptor genetikai
delécidja vagy akut farmakologiai blokkolasa PSB0739 ciszterna magnaba torténd
injektalasaval az agyi véraramlas jelentés mértékli megvaltozasdhoz vezet az
ismételt arteria common carotis okkluziokat kovetéen. Az agyi véraramlas
helyreallitisa mind a genetikai, mind a farmakologiai P2Y12 receptor gatlasat
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kovetden jelent6sen karosodott mind az ipszilateralis, mind a kontralateralis
agyféltekén, hasonléan ahhoz, amit a mikroglia-depletalt egereknél tapasztaltunk.

4.8. Az agyi endotéliglis |L-1R1 delécidja javitia az agyi iszkémidt kivetd korai
kortikalis perfiizios deficitet

e Megvizsgaltuk a lehetséges gyulladdsos mechanizmusokat is, amelyek
beavatkozhatnak a vaszkularis valaszokba. In vivo LSCI-vel megvizsgaltuk, hogy
az mikroglia altal is termelt IL-1 (interleukin-1)-indukalta jelatvitel kozvetiti-e az
agyi perfuzids valtozasokat agyi iszkémiat kovetéen az endotélialis IL-1R1-en
(interleukin-1 receptor 1) keresztiil. Az endotélialis IL-1R1 delécidja szignifikansan
kisebb perfuzids deficitet eredményez az ipszilateralis agyféltekén az arteria cerebri
media altal ellatott agyteriileteken a kontroll egerekhez képest.

5. Kovetkeztetések

A mikroglia, a kozponti idegrendszer rezidens immunsejtje fontos szerepet
jatszik a kozponti gyulladdsos folyamatok ¢és a vér-agy gat funkcidinak
szabalyozasaban. Bizonyitott, hogy a mikroglia diszfunkcidja hozzajarul a gyakori agyi
betegségek kialakulasdhoz, mely betegségek hatterében gyakran mar a tiinetek
megjelenése elétt megfigyelhetd az agyi véraramlds és a neurovaszkularis csatolas
karosodasa. A mikroglia rendkiviil aktiv sejt az egészséges agyban, a mozgékony
mikroglia nyGlvanyok dinamikusan kolcsonhatasba lépnek a kozponti idegrendszer
sejtjeivel és az agyi erekkel. Gyorsan reagalnak a kornyezetiikben bekdvetkezo
valtozasokra, amelyeket elsdsorban purinerg metabolitok kozvetitenek. Az eddigi
kutatasok jelentds része a mikroglia-neuron kapcsolatok vizsgéalatara Gsszpontositott,
mig a mikroglia-ér kdlcsonhatasok funkcidjanak tanulmanyozasaval, és ezen beliil a
mikroglia agyi keringés szabalyozasaban betoltott szerepével kevésbé foglalkoztak,
ezért a mechanizmusok nagyrésze feltaratlan maradt. Kutatomunkank soran
felfedeztiik, hogy az egészséges agyban az individualis mikroglia sejtek egyszerre tobb
neuronnal és az erekkel is képesek kontaktalni, igy idealisan helyezkednek el ahhoz,
hogy érzékeljék és befolyasoljak a neurovaszkularis valaszokat.

A mikroglia egy 1) sejttipus az agyi véraramlas modulalasaban, mely
folyamat komplex purinerg mechanizmusokon keresztil torténik. Harom kiillonbozo
kisérleti modell segitségével megmutattuk, hogy a funkcionalis mikroglia jelenléte
elengedhetetlen a fizioldgids neurondlis aktivitasra (neurovaszkularis csatolas) és a
hiperkapniara adott véraramlasi valaszok, valamint az egyoldali arteria carotis
communis  okkluziét kovetd hipoperfizidhoz torténd adapticid megfeleld
szabalyozasahoz. Ezek a hatasok a mikroglialis P2Y12 receptor jelatviteltdl fliggenek,
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ami egyértelmlien megkiilonbozteti a mikroglidlis valaszokat a perivaszkularis
makrofagok vagy mas agyi makrofagok altal kozvetitett valaszoktol.

Anatémiai adataink azt mutatjak, hogy a mikroglia dinamikus kapcsolatokat
alakit ki az agyi érrendszer kiilonb6z$ szegmenseivel in vivo. Kozvetlen purinerg
kapcsolatokat hoz létre az egér és human agyban a neurovaszkularis egység sejtjeivel,
beleértve az endotél sejteket, asztrocitdkat, pericitdkat és a simaizomsejteket, mely
sejtek részt vesznek az agyi véraramlds szabalyozasaban. A mikroglia ezeken a
kapcsolatokon keresztiil modulalhatja az agyi véraramlast a neurovaszkularis csatolas, a
hiperkapnia-indukalta vazodilataci6 és a hipoperfuzidhoz torténd cerebrovaszkularis
adaptacié soran. Eredményeink ravilagitottak, hogy a mikroglia képes reagalni a
purinerg szignalizaciéra a neurovaszkularis egységben és adenozint és valdsziniileg
mas vazoaktiv mediatorokat is termel. Bizonyitottuk, hogy a purinerg metabolitok
felszabadulasa kiilonb6z6 vaszkularis ingerekre adott valaszként fiigg a sejttipustol és
az alkalmazott ingerekt6l is. A mikroglia képes lehet érzékelni az agyi perfazioval
kapcsolatos kiilonboz6 valtozdsokat a neurovaszkularis egységben és kompartment-
specifikus moédon kolesonhatdsba 1épni a kiillonbozé  sejttipusokkal. Tovabba
azonositottuk az iszkémias stroke hatasara felszabadulo IL-1 egyik f6 célpontjat az agyi
erek endotél sejtjeit. Az agyi endotélidlis IL-1 korai, robusztus hatast gyakorol az
agykérgi perfiiziora akut agysériilést kovetéen. fgy a mikroglia-fiiggé hatisok és a
cerebrovaszkularis endotéliumra gyakorolt IL-1-hatdsok kulcsfontossagiak, mert
alakithatjdk az agyi perfuziét ¢és hozzdjarulhatnak a gyulladasos allapotok
kialakulasahoz, mely allapotok befolyasolhatjak olyan cerebrovaszkularis betegségek
kimenetelét, mint példaul az agykérgi hipoperfuzi6 vagy a stroke.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a mikroglia fontos sejttipus az agyi
véraramlas fiziologias és patoldgids valtozdsainak modulalasaban, miikodésének
megértése eldsegitheti az 0j terapias lehet6ségek kifejlesztését a gyakori neurologiai
betegségek kezelésére.
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