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1. Bevezetés

Az idegrendszeri betegségek kiemelt tarsadalmi-gazdasagi problémat jelentenek
vilagszerte. Ezt felismerve, az elmalt évtizedben korabban soha nem tapasztalt mértéki
anyagi és emberi er6forrasokat forditottak a neurodegenerativ  korképek
patofiziologiajanak és lehetséges gyogymaédjainak kutatasara. Ezen vizsgalatok
elsésorban, és szinte kizardlag az idegsejtekben (neuronokban) lezajlé valtozasokra
Osszpontositottak, és ezeket probaltak megeldzni, vagy visszaforditani. Ez a neuron-
centrikus hozzaallas azonban nem vezetett kielégitd eredményre: a preklinikai
vizsgalatok soran igéretes, neuroprotekciot célzd terapias probalkozéasok szinte kivétel
nélkil buknak el a klinikai probak soran. Mindezen sikertelenség arra utal, hogy egy
radikalisan (j megkozelitésre van szlikség.

Az elmalt évek kutatdsi eredményei feltartak, hogy az idegrendszeri
megbetegedések kialakuldsaban fontos szerepet jatszanak gyulladdsos folyamatok,
melyek legfontosabb sejtes mediatora a mikroglia, az agy velesziletett immunsejtje. A
mikroglia feladata a szdveti homeosztazis fenntartisa, miikodésiik megvaltozasa
Iényegében minden neuropatologiai korképben megfigyelheté az akut elvaltozasoktol
(pl. stroke, traumas sériilés) a kronikus megbetegedésekig (pl. Alzheimer-kor, szklerozis
multiplex). A mikroglia patoldgias folyamatokban bet6ltott szerepének megértése
kiemelt fontossagu és nagy terapids potenciallal bir, azonban nem remélhetiink attérést a
mikroglia-manipuléaciotdl idegrendszeri betegségek esetén, amig nem térképeztiik fel a
mikroglia fizioldgias kérilmények kozott betdltott szerepét.

Az elmult b6 masfél évtized kutatasai alapjan tudjuk, hogy az agyban egyediilalld
maédon rendkivil dinamikus nydlvanyrendszerrel bird mikroglia alapvet6 fontossagu az
egészséges idegrendszer fejlédése és mitkodése szempontjabol. A fejlédés soran hatassal
van tobbek kdz6tt a neuro-, a glio- valamint az angiogenezisre, az axonalis névekedésre,
sejthaldlra. A fejlett idegrendszerben a mikroglia kozremiikodik a szinapszisok
keletkezésének,  plaszticitasanak, valamint  elimindldsanak, a  dendritikus
jelintegracionak, az akcios potencidl kialakulasanak szabalyzésaban, valamint olyan, a
neuronalis sejttesthez kothetd folyamatokban, mint az idegsejtek metabolikus és
genetikai szabalyzésa.

Magatdl értetddd, hogy ezen neurondlis folyamatok szabalyzasa érdekében tobbrétii
kommunikaciéra van sziikség a mikroglia és az idegsejtek kdzott. Az intercellularis
kommunikacio 0Osszetettségét tamasztja ald azon mikroglialis, illetve neuronélis
metabolitok nagy szama, melyek a masik sejten kozvetett médon hatést tudnak kivaltani.
A sejtek kozti kommunikacié legprecizebb mddja azonban a kdzvetlen
membrankapcsolatokon keresztiil valosulhat meg. Itt az informacidcsere térben és iddben
rendkivil pontosan szabalyozhatd, ami a hatalmas szadmli sejt harmonikus
egyiittmitkodése szempontjabél elengedhetetlen. gy bar a kdzvetett mikroglia-neuron
kélcsdnhatasok is mind fontos szerepet jatszanak a két sejttipus kapcsolataban, a



legvaldsziniibb, hogy a mikroglia altal befolyasolt 1étfontossagu neuronalis folyamatok
szabalyzasahoz kdzvetlen membran-membran kapcsolatnak kell kialakulnia a sejtek
kdzott. A szakirodalomban ismert jelenség, hogy a mikroglia-nydlvanyok dendritikus
vagy axondlis struktarakkal Iétesitenek kapcsolatot, azonban az idegsejtek magasszint(
polarizaltsagat figyelembe véve feltételezhetd, hogy a szomatikus régidhoz kothetd
neurondlis funkcidk — pl. a sejtek viabilitdsanak, genetikai és metabolikus
homeosztazisanak szabalyzasa — a legjobban a sejttesttel kialakitott kapcsolaton
keresztiil szabalyozhatok. Egérben in vivo megfigyelések tamasztjak ala, hogy a
mikroglia-nyulvanyok fiziologias korilmények kozott megkdzelitik az idegsejtek
sejttestét, azonban ultrastrukturalis bizonyiték korabban nem allt rendelkezésre arrdl,
hogy kozvetlen kapcsolat alakulna ki a neuronok sejttestével. Egy ilyen kapcsolat
kulcsfontossagu szerepet tolthetne be az idegsejtek miikddésének szabalyzasaban.

A mikroglia az agy f6 immunsejtjeként szdmos patologids folyamatban jatszik
kiemelt szerepet, emellett azonban az egészséges idegrendszer miikodéséhez is
elengedhetetlen. A sejttipus szelektiv manipulécioja hatalmas terapias potencidllal birhat,
hiszen szdmos neuronélis folyamat modulélasdban részt vesz, azonban nehezen
képzelhetd el, hogy a mindehhez sziikséges kommunikacié maradéktalanul végbe
mehessen a mér ismert mikroglia-neuron kapcsolatokon keresztul. Minden bizonnyal
Iéteznie kell egy eddig fel nem tart kapcsolati felszinnek a mikroglia nyulvanyai és az
idegsejtek sejtteste kdzott, amelyen keresztiil a mikroglia érzékelheti a neuronalis eredetii
szignalizacios molekulékat, illetve kdzvetlenlil modosithatja a neuronalis szomaban zajl6
folyamatokat, a homeosztazis fenntartdsanak érdekében. Doktori értekezésem f6
téméjaul ezért a szomatikus mikroglia-neuron kapcsolatok eléfordulasanak,
ultrastruktdrajanak és szerepének vizsgalatat valasztottam, melynek eredménye egy Uj
morfofunkciondlis kapcsolat karakterizalasa.

2. Célkituzések

1. Létezik-e kdzvetlen membran-membran kapcsolat a mikroglia gyorsan mozgo
nyUlvanyai, valamint az idegsejtek kdzponti, szomatikus kompartmentje kozott?

2. Milyen gyakori ez a szomatikus kapcsolat az egér, valamint a huméan agykéregben?

3. Kuldnbozik-e ez a kapcsolat a korabban megfigyelt mikroglia-neuron
kapcsolatoktél?

4. Milyen a strukturalis felépitése ezen kapcsolatoknak?

5. Milyen metabolitok Gtjan folyhat a szomatikus kapcsolaton keresztdili
kommunikacié?

6. Mi lehet ezen kapcsolat szerepe fiziologias korlilmények kdzott, valamint akut agyi
sériilést kovetden?



7. Felel8s lehet-e ez a kapcsolat a mikroglia neuronalis fejlédésre gyakorolt
hatasaiért?
8. Milyen hatassal van a P2Y12 receptor akut gatlasa, illetve genetikai hianya a

3. Modszerek
3.1. Etikai allasfoglalas

Minden kisérletet a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatéintézet (KOKI) Intézeti Etikai
Kodexe és a kisérleti allatok védelmérdl szolo hatalyos nemzeti és EU-s térvények
alapjan végeztik, melyek megfelelnek az Eurdpai K6zosség altal 1986. november 24-én
elfogadott iranyelvekkel (86/609/EEC), az allatok védelmérdl és kiméletér6l szold
hatadlyos magyar torvénnyel (1998; XXVIII, 243/1998) és az intézeti Munkahelyi
Allatetikai Bizottsag el6irasaival.

3.2. Allatok

Kisérleteinkhez minden esetben him, C57BI/6J egereket hasznaltunk fel, az adott
kisérletnek megfeleld6 korcsoportbdl. Fejlodéstani vizsgalatainkhoz embrionalis
fejlédésiik 15. napjan jaro (E15) embriokat, sziiletésiik utan 1 (P1), 8 (P8), ill. 15 napos
(P15) fiatal egereket, valamint 90 napos (P90) felndtt allatokat hasznaltunk. A nem
fejlédéstani kisérletekhez minden esetben 12-18 hetes, him egereket hasznaltunk.
Szamos mérésiinket végeztiik mikroglia-riporter allatok segitségével, amelyekben a
fraktalkin-receptort (CX3CR1) kddolo allélok kéziil az egyiket zld fluoreszcens proteint
kodold szekvencia helyettesiti (CX3CR1%FP"*, mely 4llatok ndstény C57B1/6J és him
CX3CR1CGFPIGFP - [B6.129P2(Cg)-Cx3critmilLitt/J] egerek utédai; The Jackson
Laboratory). A P2Y12 receptor kronikus hidnyanak hatasait vizsgal6 méréseinkhez
P2Y12  receptor  génkiutott,  mikroglia-riporter  &llattérzset  hasznaltunk
(CX3CR1GFP*/P2Y12-, a P2Y12" egerek forrasa: [B6;129-P2ry12tm1Dgen/H]
Deltagen Inc.). Az egerek szabadon fértek hozzd az ételhez és vizhez, tartasuk
szabalyozott fény-, paratartalom- és hémérsékleti kdriilmények kozott tortént.

3.3. Post mortem human mintak

A human agyszoveten végzett kisérleteinkhez a kontroll mintat két né (59 és 60
évesek), illetve egy férfi (73 éves), ismert neurologiai betegséggel nem rendelkezd és
agyi elvaltozashoz nem kothetd okbol elhunyt paciensbdl vételeztiik. A stroke hatasat
olyan agyszdveten vizsgaltuk, amely két n6i (77 és 78 évesek), valamint egy férfi (66
éves), arteria cerebri media érintettségii ischemids stroke-ot kovetden elhunyt
paciensekbdl szarmazik (etikai engedélyek: ETT-TUKEB 62031/2015/EKU, 34/2016 és
31443/2011/EKU [S18/PI/11]). A szdvetek kutatasi célra torténd felhasznalasa és a
vizsgalatokhoz sziikséges orvosi adatokhoz vald hozzaférés tajékozott beleegyezés



alapjan tortént. A szdvetmintdk kezelése és felhasznaldasa a Helsinki Nyilatkozattal
6sszhangban tortént. A nem-neurolégiai okbol elhunyt paciensek agya 3-5 6raval a halal
beéllta utan keriilt eltavolitasra. Az arteria vertebralis, valamint az arteria carotis interna
erek kaniilalasat kovetden az agyak perfuzidja heparint tartalmazo fizioldgias sdoldattal,
majd 4% paraformaldehidet, 0,05% glutaraldehidet és 0,2% pikrinsavat tartalmaz6 fixalo
oldattal tortént. A perfuziot kdvetden az agykérgi és hippokampalis régiokat tartalmazo
szOvetdarabok glutaraldehid-mentes fixalé oldatban voltak tartva tovabbi egy napig. A
stroke-ban elhunyt paciensek agya 10-15 6raval a halal beallta utan kerilt eltavolitasra,
majd immerzios fixalast alkalmaztunk, 4% paraformaldehidet tartalmazoé fixalé oldattal.
Az érintett agykérgi terliletekbdl kivagott szovetdarabokat paraffinba agyaztuk, majd
szankas mikrotdm (SM2010R, Leica Biosystems) segitségével 6-8um vastag metszeteket
készitettiink

3.4. In vivo beavatkozasok és mérések

3.4.1. A kisérletek soran hasznalt plazmidok

pCAG-IRES-tDTomato: A pCAGIG plazmid (#11159 Addgene, Watertown, MA,
USA) GFP-polyA szakaszét kicseréltiik tDTomato-polyA (Balla Gyula ajandéka, KOKI)
szakaszra, tompa végil ligacioval (pCAGIG:PstI-BstXI, pcDNA3 — tDTomato: HindllI-
Pvull), az egyes szakaszok végén a tompa végek létrehozdsa Klenow
emésztéssel/feltdltéssel tortént.

Kv2.1-GFP: A citomegalovirus promotere mogé helyezett, teljes human Kv2.1,
valamint z6ld fluoreszcens proteint kodol6 szekvencidkat hordoz6 plazmidot Federico
Sesti készitette (CMV-hKv2.1-pEGFP-C1, #111538 Addgene).

DN-Kv2.1: Citomegalovirus prométer mogeé helyezett sarga fluoreszcens fehérjével
és myc epitoppal ellatott Kv2.1 dominans negativ konstrukcié (CMV-DNKv2.1-YFP).
A patkdny Kv2.1 1-218. aminosavanak megfeleld, a fehérje N-terminalis és elsd

plazmid altal kédolt peptid a Kv2.1 fehérje fragmentalt formajét fejezi ki, az N-végéhez
fazionalt YFP és a C-végéhez fuzionalt myc epitoppal.

3.4.2. In utero elektroporacié

A vemhes néstények hasiiregét az embriondlis fejlédés 14,5. napjan izofluran-
anesztéziaban megnyitottuk, a cornu uterit feltartuk. A bejuttatni kivant expresszios
pCAG-IRES-tDTomato vektorbol kb. 1pl-nyit (1pg/pl-es oldatbol) endotoxin-mentes
vizhen feloldottunk, és Fast Green festékanyagot (1:10000) adtunk hozza. Az igy kapott
oldatot (ivegkapillaris segitségével az embriondlis oldalkamrakba juttattuk. A sebet az
izomfalak és a bér 6ltésével zartuk, majd az embriok természetes uton jottek vilagra.



3.4.3. In vivo miitéti, farmakoldgiai és kemogenetikus kezelések

3.4.3.1. Experimentalis stroke

Az egyoldali arteria cerebri media elzarast intraluminalis filamentum technikéaval
hajtottuk végre. Az egereket izoflurannal altattuk, majd a nyaki régi6 kipreparalasa utan
a bal oldali arteria carotis communison keresztiil behelyeztiink egy szilikon-bevonatt
monofilamentumot (210-230um hegyatmérd, Doccol), majd az arteria carotis internan
keresztiil egészen az arteria cerebri mediaig vezetve elzartuk azt 30-45 percen keresztl.

3.4.3.2. Kranidlis ablak miitét

Az egereket ehhez a beavatkozéshoz fentanyllal (100-200ul) altattuk. A 3mm
atmér6jli kranidlis ablakot a bal agyfélteke primer szomatoszenzoros kérgi és
szupplementer motoros kérgi teriiletei felett nyitottuk, a dura matert intaktan hagyva. A
koponyacsont egy részének eltavolitasa utan koralaky, iiveg fed6lemezt helyeztiink a
dura mater felszinére, majd Vetbond (3M) szOvetragasztoval rogzitettiik. Ezutan egy
egyedi, fémbdl késziilt befogot (Femtonics Ltd.) erdsitettiink az iiveglemez koré.

3.4.3.3. Mikroglia deplécio

A CSF1 receptor szelektiv antagonistat, PLX5622-t tartalmazd tapot (Plexxikon
Inc.) etetve C57BI/6J egerekben 3 hét alatt a mikroglia koriilbeliil 96 szazaléka eltiinik a
kdzponti idegrendszerbdl. A droggal etetett allatok nem depletalt alomtérsai ezalatt a 3
hét alatt sszetételében azonos kontroll tapot kaptak.

3.4.3.4. Akut P2Y12 receptor gatlas

Az egerek cisterna magna-jaba (ivegkapillarissal juttattunk 0,6mg/ttkg dozisu,
fizioldgias séoldatban oldott szelektiv P2Y12 receptor antagonistat, PSB0739-t (#3983
Tocris, R&D Systems), illetve a kontroll kisérletekben azonos térfogatu fizioldgias
sooldatot. Az oldatok beadésa a 2-foton mikroszkdpos mérések kezdete eldtt, a
kemogenetikus mérések soran pedig az intraperitonedlis CNO-beadas el6tt 15-20 perccel
torténtek. A P2Y12 receptor-gatlas stroke-kimenetelre kifejtett hatasat célzd mérések
soran a reperflzid kezdetekor kaptak az egerek a PSB0739-et.

3.4.3.5. Kemogenetikus kisérletek

Az idegsejtek kemogenetikus aktivacios Kisérleteihez CX3CR1G7P* egerek
neokortexébe  0,1pl-nyi  AVV8-pAAV-hSyn-HA-hM3D(Gq)-MCherry  (#50474
Addgene) konstrukciot injektaltunk. Az adeno-asszocialt virus alapu vektor hatasara
azokban az idegsejtekben, amelyekbe bejutott a kemogenetikus konstrukcio, piros
fluoreszcens fehérje (mCherry) termel6dott, valamint egy Gq fehérje-kapcsolt, 7-
transzmembran szakasszal rendelkez6, specialis droggal (clozapin-N-oxid, CNO)
aktivalhatd receptor fejez6dott ki. 3 héttel a vektor beaddsa utan az egerek



intraperitonealis (ip) fizioldgias sooldat- (kontroll), vagy CNO-injekciot (0,1 mg/ml)
kaptak, amely aktivalja a bejuttatott receptorfehérjéket.

3.4.3.6. Diazoxid hatasanak vizsgalata

A diazoxid mitokondriumok membranjaban talalhato ATP-szenzitiv kalium-
csatornak megnyitasaval csokkenti az ischemias mitokondrium-karosodas mértékét.
Megvizsgaltuk a hatdsat ischemids stroke-ot kovetfen: az okkluziot kovetSen,
kozvetlenil az arteria cerebri media Ujboli szabadda tétele, vagyis a reperflizié
megkezdése el6tt az egerek egy adagban, 10mg/ttkg ip injekcioban kaptak diazoxidot
(#D9035 Sigma-Aldrich; 0,4% DMSO-ba és 0,01 M NaOH-oldatha beoldva).

3.4.3.7. Neuronalis kalcium mérések

A vad tipusu C57BI/6J egerek agykérgébe 200nl-nyi
AAV1.Syn.GCaMP6f.WPRE.SV40  (#100837 Addgene) vektort injektaltunk
Uivegkapillaris segitségével, 200-300pum mélységben. A beadas a Bregmatdl szamitva
laterdlis iranyban 1,5mme-re, és posterior irdnyban 1,2mm-re tortént. A kranilis ablak
miitétre, valamint a rezonans modban készitett 2-foton mikroszkdpos képalkotasra a
beadast kovetd 3. héten keriilt sor.

3.4.4. In vivo 2-foton mikroszképia

A méréseinkhez egy Femto2D-DualScanhead mikroszképot (Femtonics Ltd.) és egy
Chameleon Discovery hangolhatd I|ézerrendszert (Coherent) hasznéltunk. A
vizsgalatokhoz a lézert 920nm-es hullamhosszra Aallitottuk. A fluoreszcens jel
detektaldsadhoz egy Nikon 18x viz-immerzi6s objektivet hasznaltunk, a képalkotast és
exportalast a MES szoftverrel (Femtonics Ltd.) végeztiik. A mérések sordn az allatok

3.4.4.1. Mikroglia-neuron kapcsolatok élettartamanak mérése

A mikroglia-neuron kapcsolatok vizsgalatahoz in utero tdTomato elektroporalt,
CX3CR1CFP"* egerek agykérgi teriileteit figyeltik meg 2-foton mikroszkdp segitségével
in vivo. A mikroszkop segitségével, Galvano szkenner hasznalataval az agyfelszint6l
200um mélységben, 25um-es térfogatokrol készitettiink felvételeket, 5um-enként és két
és fél percenként, 167nm/px felbontds mellett. Az elkészillt képsorozatokat a nyilt
forraskodu Fiji szoftver (imagej.net/Fiji) Manual Tracking nevii pluginjével analizaltuk.

3.4.4.2. Neuronalis kalcium-mérés

A penumbra régidban, ischemias stroke-ot kovetd reperfuzié kezdetétsl folyamatos
felvételt készitettiink allatonként egyetlen rétegbdl, rezonans modban, 32,75 Hz-es
frekvencidval. A GCaMPé6f-fel toltott sejtek intenzitasgorbéjét a MES szoftverrel
exportaltuk, az adatelemzést sajat fuiggvények segitségével végeztiik.



3.4.4.3. Mikroglia-nyulvanymotilitas mérés

képalkotas soran 15um vastag, 240x240um alapteriiletli szoveti térfogatot vizsgaltunk,
percenkénti mintavételezéssel, a képsikok kozott 3um lépéssel, 0,48um/px felbontas
mellett. Az elkésziilt 4 dimenzids képsorozatokat a Fiji szoftver Manual Tracking nevii
pluginjével analizaltuk, az adatelemzést sajat fliggvények segitségével végeztiik.

3.4.4.4. Mozgasi index (surveillance score)

Az altalam kidolgozott mozgasi index egy olyan paraméter, amellyel a mikroglia-
nyldlvanyok fiziol6gids monitoroz6 mozgasat jellemezhetjlik. Szamitdsa soran
figyelembe vettiik az egyes nyudlvanyok altal bejart territérium nagysagat, a leghosszabb
iranyitott (egy iranyba torténd folyamatos) mozgasuk alatt megtett tavolsagot, valamint
azt, hogy a vizsgalt idétartam mekkora hanyadaban mozogtak kiemelt sebességgel
(50nm/s-nél gyorsabban).

3.5. Hisztoldgia

Az &llatokat izoflurdn belélegeztetésével elaltattuk, majd terminélis anesztéziat
indukaltunk a hasiregbe adott altatd keverék befecskendezésével. Az egereket
transzkardidlisan perfundaltuk egy percig fizioldgias séoldattal, majd huszon&t-harminc
percig 4% frissen beoldott paraformaldehidet tartalmazo fixald oldattal, ezt kovetden
pedig 0,1 mdlos foszfat-pufferel (0,1M PB) tiz percen keresztll. A perfizié utan az
agyakat eltavolitottuk, majd a primer szomatoszenzoros kérget tartalmazé
szovetdarabokat vagtunk ki. Ezekbdl koronalis metszeteket készitettiink egy vibratom
segitségével (VT1200S, Leica), 0,1M PB-ben.

3.6. Lézi6 méretének meghatarozasa

Az ischemias stroke a&ltal okozott 16zi6 méretét koronélis agymetszeteken,
krezilibolya-festés alkalmazasaval hataroztuk meg. Az elhalt teriiletek méretét
allatonként 8 kiilonb6z6 koronalis sikban mértiik, majd ezeket dsszeadva kaptuk meg a
16zi6 méretét.

3.7. Trifenil-tetrazolium-klorid (TTC) festés

Az ischemias 1ézi6 és a penumbra meghatarozasahoz fixalatlan agyszévetbdl 1mm-
es metszeteket készitettlink, majd 1% 2,3,5-trifenil-tetrazolium-kloridot (Sigma-Aldrich)
tartalmazo foszfat pufferben inkubéltuk 37°C-os vizfiirddben, 20 percen keresztil. A
mintakat ezutan 4% paraformaldehidet tartalmazé (0,1M PB) oldattal fixaltuk 24 dran at
4°C-on, majd vibratbmmal Ujrametszettiik.



3.8. Egér szdveten végzett immunhisztokémia

3.8.1. Szovetelbkészités és fluoreszcens immunhisztokémia

A vibratdbmmal készitett 50pum-es metszeteket 0,1M PB oldatban, majd tris-pufferelt
fiziologias sooldathan (TBS) razdékésziilékre helyeztiik, az oldatokat legalabb 5-szér
cseréltiik. Ezt kovetéen a metszeteket egy oran keresztiil TBS-ben oldott 1%-0s human
szérum albumin (HSA, Sigma-Aldrich) oldattal blokkoltuk. A blokkol6 oldatba a HSA-
n kivil 0,3% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) detergenst is tettiink. Ezen lépéseket
kovetden a metszeteket az elsddleges antitesteket tartalmazo TBS oldatban inkubaltuk 24
oran at szobahOmérsékleten, vagy 48 6ran &t 4°C-on. A nem kot6dott elsGdleges
antitesteket ~ ezutdn  6tszori  TBS-moséssal  tavolitottuk  el.  Fluoreszcens
immunhisztokémiai jeldlés esetén a masodlagos, fluoroférral ellatott antitesteket TBS
oldatba helyeztiik, majd ebben inkubaltuk a mintainkat 24 6ran keresztiil. TBS, majd PB
mosasokat kovetden amennyiben sejtmagjelolést is szerettiink volna alkalmazni, a
mintakat PB-ben oldott DAPI-val (Sigma-Aldrich) kezeltiik, majd PB-mosasok utan
vagy Aqua-Poly/Mount-tal (Polysciences Inc.) fedtiik, vagy 0,1 M PB-ben taroltuk a
pufferben torténd képalkotasig.

3.8.2. Elektronmikroszképos immunhisztokémia

Az elsddleges antitestek oldatanak TBS-sel torténd cseréje utan, TBS-ben torténd
ismételt mosasokat kdvetden a metszeteket egy dran keresztiil blokkold oldattal (Gel-BS)
kezeltiik, mely 0,5% hidegvizi hal bérébdl kivont zselatint (GE Healthcare) és 0,5%
HSA-t tartalmaz, TBS-ben oldva. Ezutdn a metszeteket 24 Grén keresztil az adott
vizsgalatnak megfelelden biotinilalt-, vagy aranyszemcse-konjugélt masodlagos
antitestek oldataval kezeltilk, melyek Gel-BS-ben voltak higitva. Az aranyszemcsék
szdvetbe rogzitése érdekében a mintdinkat 2% glutdraldehidet tartalmazdé PB-vel
kezeltik 15 percen keresztll, majd TBS-ben és az antitest-kotott aranyszemcsék
intenzifikalasat el6készité oldattal kezeltik (ECS), és az immunarany jel6lést
eziistozéoldat (SE-EM) segitségével erdsitettiik fel. Ezt kovetden TBS-ben higitott Elite
ABC-vel (1:300) kezeltiik a mintakat egy éjszakéan keresztul. Ezutdn TBS-ben és 7,6 pH-
ju Tris-pufferben (TB) mostuk azokat, majd az immunperoxidaz reakciot 3,3-
diaminobenzidinnel (DAB, Sigma-Aldrich) jelenitettik meg. Tovabbi moséasok utan a
metszeteket 0,5%-0s ozmium-tetroxid oldattal kezeltiik 20 percen at, majd felszallo
alkoholsorral, illetve acetonitrillel viztelenitettiik, végiil pedig epoxigyantaba (Durcupan
ACM, Fluka, Sigma-Aldrich) agyaztuk azokat. A viztelenités soran a mintakat 1% uranil-
acetatot tartalmazd 70%-os etil-alkohol oldattal kontrasztoztuk 20 percen at. Az
elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a gyantaval atitatott metszeteket aluminiumbol
készitett ontéformakba helyeztiik, gyantat rétegeztiink rajuk, egy éjszakat allni hagytuk,
hogy a gyanta megfelel6en atitathassa a szovetet, ezutan targylemezre szedtiik ket és
lestlyozva 56°C-on kisltottik. A polimerizacid utan hagyomanyos transzmisszios



elektronmikroszkopiahoz 70, elektrontomografidhoz 150nm vastagsagli metszeteket
készitettink egy EM UC6 ultramikrotdm segitségével (Leica), majd a metszeteket
formvar-ral bevont, egynyilast réz mintatartdkra (gridekre) vettiik fel.

3.9. Konfokalis mikroszkopia

3.9.1. Képalkotas konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszképpal

Mintaink konfokalis lézer-pasztazé mikroszkdpos vizsgalatat egy Nikon Eclipse Ti-
E forditott mikroszkdp (Nikon Instruments Europe B.V.) segitségével vizsgaltuk,
melyhez ALR konfokalis rendszert hasznaltunk. A gerjesztésre hasznalt Iézerek 405, 488,
561 és 647nm hulldmhossztak (CVI Melles Griot). A felvételek régzitését és kezelését
NIS Elements AR szoftverrel (Nikon Instruments Europe B.V.) végeztiik.

3.9.2. Szomatikus és szinaptikus kapcsolatprevalencia mérése

A neuronok sejttestére érkezé mikroglidlis kapcsolatok kvantalasahoz kettds
immunjeldléssel ellatott mintadk konfokalis felvételeit hasznaltuk: az egyik csatornaban
az idegsejt markerének jelét, mig a masikban a mikroglia marker jelét lathattuk. A
szisztematikus random madon kijel6lt idegsejtek esetében a sejttestiiket 3 dimenzidban ,
teljesen rekonstrualva megvizsgaltuk, hogy kap-e mikroglialis kontaktust.

A szinaptikus mikroglia-kontaktus gyakorisaganak vizsgalatéhoz héaromszoros
immunjeldléssel ellatott szévetmintakrél készitett konfokalis felvételeket hasznaltunk.
Ezek a képek minden esetben tartalmaztak egy pre- és egy posztszinaptikus markert,
valamint  mikrogliajeldlést.  Mindkét — mérestipushoz ~ 50nm/pixel  felbontéasu
képsorozatokat alkalmaztunk; a sejttest-mérés esetében Z-iranyban 0,3pum-enként, a
szinapszismérés esetén 0,25um-enként vett képsikokkal.

3.9.3. Kv2.1 és Kv2.2 fehérjék szintjének mérése

A Kv2.1 és Kv2.2 fehérjék relativ elhelyezkedését a mikroglidlis kapcsolathoz
képest konfokalis felvételekbdl exportalt képsorozatokon végeztiik. Kizardlag az adott
fehérjét jelold markereket latva méronégyzeteket helyeztiink el véletlenszeriien az egyes
piramissejtek legnagyobb keresztmetszeti képén, és megmértiik ezeken a terlleteken a
Kv2.1 vagy Kv2.2 fluoreszcens intenzitasértékét. Ezt kovetGen a mikroglidlis jelet is
tartalmazo képeken megallapitottuk, hogy melyik jelolénégyzet esett mikroglialis
kontaktus helyére.

3.9.4. Idegsejtek mikroglialis boritottsdganak mérése

A mikroglialis boritottsag méréséhez olyan konfokalis képsorozatokat hasznaltunk,
amelyeken neurondlis és mikroglia jel volt, az XY-irany( felbontas 50nm/pixel volt, a Z-
irnyu, képsikok kozti tavolsdg 300nm. A mérni kivant idegsejteket ,,vakon” valasztottuk
ki, 3 dimenzidban, teljesen rekonstrualtuk, a sejttest keriiletét minden képsikon



megmértiik. Ezutan a mikroglialis jelet tartalmazd képeken szintén minden sikon
megmértiik, hogy mekkora fellileten érintkezik a két sejt egymassal.

3.9.5. cFos fehérje mennyiségének detektalasa

A megnovekedett sejtaktivitast jelzé cFos fehérje expresszidjanak a csucsa 60-120
perc kdz6tt van, igy az allatokat 90 perccel az ip. CNO beadast kovetden perfundaltuk,
majd FIJI szoftverrel mértiik a cFos-jel integralt fluoreszcens intenzitasat.

3.9.6. TOMZ20 és vNUT fehérjék fluoreszcens intenzitasanak mérése

A mitokondridlis TOM20 fehérje, valamint a vezikularis nukleotid transzporter
(VNUT) idegsejten belli, mikroglialis kontaktushoz viszonyitott relativ elhelyezkedését
az egyes jelolések fluoreszcens intenzitdsgorbéjének szemiautomatikus elemzésével
vizsgaltuk. 0,1um/pixel felbontast képeken a Kv2.1-jel6lés mentén kdrberajzoltuk a
sejttest membrénjat, majd Ezt a kontlrt ezutdn 0,5-0,5um-rel sziikitettiik, illetve
tagitottuk: a mikroglialis jel6lés fluoreszcens intenzitasgorbéjét az utdbbi, a TOM20
vagy a VNUT jelét az elobbi mentén exportaltuk ki a szoftverrel.

3.9.7. Stroke-os szdveten végzett anatdmiai vizsgalatok

agyszovetmintain vizsgaltuk, amelyek 1 Orés arteria cerebri media elzardsat 4 orés
reperfuzids idészak kovette.

3.9.7.1. Mitokondrium fragmentacié mérése

A Kv2.1 jelolés segitségével azonositott piramissejtek sejttesteinek legnagyobb
keresztmetszetét tartalmazd képsikon a sejtek membranjanak korvonalat hasznaltuk a
vizsgalando teriilet kijel6lésére. Ezeken a teriileteken beliil a FIJT szoftver ,,Analyze
Particles” funkciojaval automatikusan nagyszamu mitokondriumot vizsgélhattunk.

3.9.7.2. Kv2.1 klaszterek mérése

Az idegsejt korvonala mentén a Kv2.1 jel intenzitsgorbéjét FI1JI szoftver
hasznalataval exportaltuk, majd sajat fliggvények segitségével Microsoft Excel
szoftverrel elemeztiik. Akkor beszéltiink fehérjeklaszterrl, amennyiben a fluoreszcens
intenzitas legalabb harom szomszédos pixelen keresztiil, legalabb 25 sziirkeségértékkel
meghaladta az adott sejtre jellemz06 atlagos fluoreszcens intenzitast.

3.9.8. Mikroglia 3 dimenziés morfoldgiai vizsgalata

A mikroglia 3 dimenziés morfoldgiai vizsgalatat egy nyilt forraskodu, MATLAB-
alapti, automatikus analizist lehet6vé tevd programcsomaggal végeztik (Microglia
Morphology Quantification Tool). Az analizishez legalabb 100pum vastag, kettds
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immunjeléléssel (sejtmag és mikroglia, a méréseinkben DAPI és CX3CR1GFP/*
allatokban GFP jeldlés) ellatott metszetek szlikségesek, melyek képalkotasat
pufferoldatban végeztiik.

3.9.9. Szatellita allapot és mikroglia sejtszdm meghatarozasa

A mikroglia szamat, illetve a neuronok sejttestéhez valé viszonyat olyan 100um
vastagsagl agykérgi metszeteken végeztilk, amelyen a mikroglia (CX3CR1-GFP), a
neuronok (Kv2.1) és a sejtmagok (DAPI) is meg voltak jelolve. A mikrogliaszamot
50x50um-es szamoldkeret segitségével, sztereoldgiai modszerekkel hataroztuk meg. A
szatellita sejtek aranydnak meghatarozasahoz a mikroglia- és sejtmag jelek
felhasznalasaval kijeloltiik a konfokalis felvételeken lathaté mikroglia sejttesteket, majd
a neuron jeldlés csatornajanak bekapcsolasaval megvizsgaltuk, hogy az egyes mikroglia
sejttestek — 3 dimenzidban vizsgalva — piramissejtek sejttestéhez hozzéérve (szatellita),
vagy t6liik tavolabb (kiilonalld) helyezkednek-e el.

3.10. Sztochasztikus Optikai Rekonstrukcios Mikroszkdpia (STORM)

3.10.1. Mintael6készités és képalkotas

A fluoreszcens immunjeldléssel ellatott mintainkat kozvetleniil a képalkotas eldtt
#1,5 boroszilikat fed6lemezekre helyeztilk, majd specialis, a szuperrezolucios
képalkotast lehet6vé tevd oldattal fedtiik le. Ez az oldat 5% glukézt, 0,1 M
merkaptoetilamint, 1mg/ml gliikdz-oxiddz enzimet és 1500U/ml kataldz enzimet
tartalmaz6 Dulbecco PBS (Sigma-Aldrich). A vizsgalatokhoz a Nikon N-STORM C2+
szuperrezolucios rendszert hasznaltuk, amely a Sztochasztikus Optikai Rekonstrukcids
Mikroszkdpiat kombinalja egy Nikon Eclipse Ti forditott mikroszkdppal.

3.10.2. P2Y12 receptor eloszlasa szuperrezolicids felvételeken

Az elkésziilt szuperrezolticios felvételekrl a specifikus jelként azonositott
molekuldk adatait exportaltuk, valamint a konfokalis felvételeket dekonvolvaltuk, és a
két modalitas eredményét Photoshop CS6 (Adobe Systems) szoftverrel illesztettik, a
mindkét képalkotashan felvett, 647nm-es csatorna alapjan. A STORM lokalizéacids
pontok mikroglia-neuron kapcsolathoz viszonyitott elhelyezkedését FIJI szoftverrel
vizsgaltuk.

3.11. Elektronmikroszképia

3.11.1. Transzmisszios elektronmikroszkoépia

A polimerizalodott gyantaval atitatott metszetekbdl a kivalasztott, vizsgalni kivant
régidkat kivagtuk, Durcupan gyantabdl késziilt blokkokra ragasztottuk. Az ezen
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mintakbol ultramikrotommal készitett metszetsorozatokat tartalmaz6 grideket egy
Hitachi H-7100 elektronmikroszképpal vizsgaltuk, 75kV gyorsitéfesziiltség mellett.

3.11.2. Elektrontomogréfia

A metszeteket tartalmazo grideket 10% HSA-t tartalmazd TBS cseppekre helyeztiik
10 percre. Ezutan desztillalt vizbe martottuk Oket, majd 10 percre 10nm-es arannyal
konjugalt Protein-A-t (Cytodiagnostics) tartalmazd desztillalt viz (1:3) cseppekre
helyeztiik a grideket. Az elektrontomografias képalkotast egy Tecnai T12 BioTwin
elektronmikroszkdppal végeztik, 120kV gyorsitofesziiltség és 23000x nagyitas mellett.
A felvételek rogzitését Xplore3D szoftverrel (FEI) hajtottuk végre. A kéttengelyes
sorozatfelvételeket 2-fokonkeént készitettiik, -65 és +65 fokos szélséértékek kozott.

3.11.3. 3 dimenzids rekonstrukcié

A sorozatfelvételekbdl a rekonstrukciot az IMOD szoftvercsomaggal végeztik. Az
elektrontomografias térfogatok esetén az izotropikus voxelek élhossza 0,49nm volt. A
kiilonbozd sejtek, sejtalkotok szegmentalasat manualisan, a 3Dmod szoftverrel végeztiik.

3.11.4. Elektrontomografias felvételeken végzett mérések

3.11.4.1. P2Y12 receptor siirtisége a membranok mentén

Az IMOD szoftvercsomag segitségével az egyes membranszakaszok felszinét
megmértik, valamint a membran-asszocialt (40nm-nél kdzelebbi) P2Y12 receptorokat
jelol6 aranyszemcséket hozzarendeltiik a hozzajuk legkdzelebb esé membranszakaszhoz.

3.11.4.2. P2Y12 receptor mennyiségének és a kapcsolati rés szélességének
Osszefliggése

A vizsgalathoz az IMOD szoftverrel kiexportalt koordinatdk segitségével a
mikroglialis membran minden szomatikus kapcsolatot kialakité pontjan megallapitottuk
a legkisebb mikroglia-neuron tavolsagot, valamint a 40nm-es sugard korben talalhatd
P2Y12R aranyszemcsék szamat.

3.12. In vitro technikak és mérések

3.12.1. Mikroglia izolalasa

Az agyhartyak eltavolitasa utan a kinyert szOvetdarabokat szobahdmérsékleten
enzimatikusan kezeltik. Ezutdan a sejteket 5% CO»-t tartalmazd, nedvesitett
kdrnyezetben, 37 °C-on Minimal Essential Mediumban (Thermo Fisher Sc.) neveltik,
amelyhez 10% magzati marhaszérumot (Thermo Fisher Sc.), 4mM glutamint (Sigma-
Aldrich), 40pg/ml gentamicint (Gentamicin Sandoz injekcio) és 2,5ug/ml amfotericin B-
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t (Sigma-Aldrich) adtunk. A primer mikroglia sejteket 21-28 napos kevert
asztroglia/mikroglia kultarakbol enyhe tripszinizalassal izolaltuk.

3.12.2. HEK-mikroglia ko-kultira és a Kv2.1-konstruktok transzfektalasa

A transzfekcidhoz hasznélt ko-kultirakban a HEK293 sejteket 2,5x10% sejt/cm?
stirliségben iiltettiik ki, ezek tetejére pedig mikroglia sejteket dltettlink ugyanilyen
stirliségben a transzfekcio eldtt egy nappal. A transzfekciot 1ug Kv2.1-GFP, vagy
DNKvV2.1-YFP plazmid DNS-sel, Lipofectamine 3000 reagens (Thermo Fisher Sc.) és
Opti-MEM szérum médium (Thermo Fisher Sc.) hasznalataval végeztik. A
génexpressziot a transzfekciot kovetd napon értékeltiik. A mikroglia jeldléséhez 5 pg/ml
izolektin B4-Alexa 488 vagy 594 (Thermo Fisher Sc.) konjugatumot alkalmaztunk.

3.12.3. Primer neurondlis sejtkultira készitése

A primer hippokampélis neuronkultirdkat 18 napos C57BL/6J embridkbol
készitettik el. A sejteket poli-L-lizinnel bevont milanyag sejtkultira talakra vagy
lamininnel bevont iiveg fedSlemezekre iiltettiik 1x10° sejt/cm? siiriségben, majd
NeuroBasal taptalajon (Thermo Fisher Sc.) ndvesztettiik, melyhez 5% magzati
marhaszérumot, B-27 kiegészit6t (ThermoFisher Sc.), 0,5mM GlutaMax kiegészit6t
(Thermo Fisher Sc.), 40pg/ml gentamicint, 2,5ug/ml amfotericin B-t adtunk. A gliasejtek
novekedésének gatlasa érdekében az inkubélas 24-120. oraja kozott 10uM citozin-
arabino-furanozidot (CAR, Sigma-Aldrich) adtunk a tenyészetekhez.

3.12.4. Neuronalis ATP-felszabadulas mérése

A vezikularis ATP-felszabadulds megfigyeléséhez neurondlis  kulturakat
inkubaltunk 20pM quinacrine-dihidrokloriddal (Sigma-Aldrich) 20 percen keresztiil, 37
°C-on. A képalkotas HEPES pufferelt ACSF-ben (124,5mM NacCl, 2,5mM KCI, 10mM
gliikéz, 2mM MgClz, 2mM CaClz, 8mM NaHCOs, 20mM HEPES) szobahémérsékleten,
Nikon A1R konfokalis mikroszkopon tértént, 60x-os nagyitassal (Plan Apo VC).

3.12.5. Extracellularis ATP mérése

Az ATP mennyiségét az inkubacios médiumban nagy teljesitményii
folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel hataroztuk meg. A primer neuronalis
sejtkulturak feliiliszojat az in vitro inkubalas 7. napjan gytjtottiik, 5 percig tarté 40 mM
KCl-dal val6 kezelést koveten, amelyet 20 perces inkubacios idészak el6zott meg a
kovetkez6 drogok kombinacidjaval: 20uM Nimodipin (Alomone Labs), 10uM
klodronat-dinatrium (Sigma-Aldrich), 100nM omega-Agatoxin IVA (Alomone Labs),
1uM omega-Conotoxin GVIA (Alomone Labs). A vizsgalni kivant médiumokbol 400pl1-
nyit 50ul homogenizal6 oldatot (10 pM teofillint tartalmazo 0,IM perklérsav-oldat)
tartalmazo6 hiittt Eppendorf-csévekbe mértiink, majd a perkloratot a feliiliszébol 1M
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kalium-hidroxiddal precipitaltuk, a csapadékot centrifugalassal eltavolitottuk. Az adenin-
nukleotidok és az adenozin mennyiségét a vizsgalt médiumban oszlopcserés
szeparacioval hataroztuk meg.

3.13. Statisztika

Az adatok tipusanak és eloszlasuknak megfelelGen (a normalitasvizsgélatot Shapiro-
Wilks W teszttel végeztiik) valasztottunk statisztikai probat: a normal eloszlasu mintakon
2 csoport esetén parositott vagy kétmintas t-tesztet, tobb csoport esetén egyutas ANOVA
prébat (Tukey-teszttel kiegészitve) hajtottunk végre, mig nem parametrikus vizsgalati
moddszerek koziil 2 csoportnyi, egymassal kapcsolatban 1évé minta esetén Wilcoxon
prébat, fuggetlen csoportok esetén Mann-Whitney U tesztet, mig t6bb csoport esetén
Kruskal-Wallis (és Dunn) tesztet végeztink. A dolgozat soran a szignifikanciaszintet
minden esetben 0=0,05-ben hatdroztuk meg. A statisztikai analizishez Statistica
13.4.0.14 szoftvert (TIBCO Software) hasznaltunk.

4. Eredmények

4.1. A szomatikus mikroglia-neuron kapcsolatok rendkivil gyakoriak az agykéregben

o Konfokalis mikroszképia és tdbbszords immunhisztokémiai jeldlés segitségével
megfigyeltik, hogy mind az egér, mind a human agykéreg principalis sejtjei
rendkiviil nagy aranyban rendelkeznek a sejttestiikre érkezé mikroglialis
kapcsolattal. A jelenség a parvalbumin-, illetve a vezikularis glutamat transzporter-
3-pozitiv interneuronok esetében is igaznak bizonyult, és az érintett idegsejtek ardnya
nagysagrenddel nagyobb, mint a mikroglidlis kapcsolattal rendelkezd szinaptikus
profilok arénya.

e Elektronmikroszkoépos képalkotassal és mikroglialis célpontokat jel616 immunarany-
reakcio segitsegével igazoltuk, hogy a mikroglia-nytlvanyok valéban kozvetlen
membrankapcsolatot alakitanak ki az idegsejtek sejttestével mind az egér, mind a
human agyszdvetben.

e In vivo két-foton mikroszképia segitségével megfigyeltik, hogy a mikroglia-
nyUlvanyok altal az egér agykérgi principalis sejtek sejttestével kialakitott 4&tmeneti
kapcsolatok id6tartama atlagosan haromszor hosszabb, mint a dendritekkel
kialakitott kapcsolatoké. Szintén megfigyeltik, hogy a nyullvanyok tobbszor
visszatérnek a sejttest ugyanazon pontjara.

4.2. A mikroglia-neuron szomatikus junkcio specidlis ultrastruktiraval rendelkezik

e Konfokalis mikroszkdpia és tdbbszorés immunhisztokémiai jel6lés segitségével
kimutattuk, hogy a szomatikus kapcsolatok neurondlis Kv2.1 és/vagy Kv2.2
fehérjeklaszterek tertiletén jonnek létre.
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e In vitro kisérletsorozatainkban megfigyeltiik, hogy a Kv2.1 fehérjeklaszterek
jelenléte indukalja az intercellularis mikroglialis kapcsolatok kialakuléasat.

e Konfokalis mikroszképia segitségével bebizonyitottuk, hogy a neuronalis
citoplazmaban a szomatikus junkcid kozvetlen kornyezetében felddsulnak a
mitokondriumok, a vezikuldris nukleotid transzportert (VNUT) kifejezd
vezikulumok, valamint a Lamp1-pozitiv lizoszdmak.

e Elektronmikroszkoppal megfigyeltiik a szomatikus junkcié neuronalis oldalanak
specialis ultrastruktrajat, melyekre a korabbiakon felill jellemzé endoplazmas
retikulumszakaszok membranhoz horgonyzédasa, valamint mitokondrium-eredetii
vezikulumok felszabadulasa.

4.3. A mikroglia a szomatikus junkcion keresztiil érzékeli és befolyasolja az idegsejtek
allapotéat

e In vitro sejtkultdrdban mikroszkopos felvételen, valamint nagy teljesitményii
folyadékkromatogréafias modszerrel is megmutattuk, hogy az idegsejtek sejttestébél
depolarizécio hatdsara ATP szabadul fel. Az extracellularis médiumban megjelend
purinerg metabolitok tilnyomo része a sejttestbél szarmazik, ugyanis a szinaptikus
Ca?*-csatorndkat gatld ,,szinaptikus koktél” (SC, w-agatoxin és w-conotoxin
keveréke) alkalmazéasa nem csokkenti jelentésen a felszabaduld ATP mennyiségét,
mig a szomatikus exocitdzishan szerepet jatszo L-tipusi Ca?*-csatornakat gatlo
nimodipin, vagy a VNUT muikddését gatld klodronat megelézi a depolarizacio
hatasara torténd ATP-felszabadulast.

e Konfokdlis felvételeinken megfigyeltik, hogy a szomatikus junkciot kialakito
mikroglia-nyulvanyok végén az ATP enzimatikus bontasara alkalmas NTPDasel
fehérje jelen van.

e In vivo kemogenetikus maddszerrel ingerelt idegsejtek esetén megfigyeltiik, hogy a
megndvekedett aktivitisu idegsejtek felszinén megnd a mikroglia-nytlvanyok altal
beboritott felszin ardnya, vagyis a mikroglia képes reagélni az idegsejtekben
bekovetkezd valtozasra.

4.4. A mikroglia-neuron informaciécsere P2Y12R-fiiggd a szomatikus junkcio
teriiletén

e Elektrontomografias modszerrel kimutattuk, hogy a kozponti idegrendszerben
mikroglia-specifikus, purinerg P2Y12 receptor szelektiven felhalmozodik a
szomatikus mikroglia-neuron kapcsolatokban. A receptor siiriisége jelentésen
nagyobb azokon a mikroglidlis membranszakaszokon, amelyek neuronalis
sejttestekkel alakitanak ki kdzvetlen kapcsolatot.

e Szintén elektrontomografids képalkotast kovetden kimutattuk, hogy a kapcsolatot
kialakité mikroglidlis membranszakaszon 9sszefliggés figyelheté meg a membranok
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4.5.

4.6.

tdvolsdga és a P2Y12 receptor siirlisége kozott: ahol kozelebb ér a mikroglia-
nyulvany a neuronalis membranhoz, ott nagyobb a receptor siiriisége.

In vivo két-foton mikroszkdpia segitségével megfigyeltik, hogy az egérnek
centralisan, kozvetleniil a cisterna magnajaba juttatott PSB0739, a P2Y12 receptor
szelektiv gatloszere (mikroglia-specifikus intervencid) jelent6sen megroviditi a
szomatikus kapcsolatok id6tartamat.

In vivo kemogenetikus médszerrel ingerelt idegsejtek esetén szintén megfigyeltilk,
hogy mind a P2Y12 receptor centralisan adott PSB0739-cel torténd akut gatlasa,
mind a receptor génkilitdtt allatokban tapasztalhatd krénikus hianya megsziinteti a
megndvekedett neuronalis aktivitasra adott mikroglialis valaszt, azaz a
boritottsagndvekedést.

A P2Y12 receptornak alapvetd szerepe van a fizioldgias mikroglia motilitas és
morfologia szabélyozasaban

P2Y12 receptor génkilitdtt egerek primer szomatoszenzoros kérgében konfokalis
mikroszkdp segitségével megfigyeltiik, hogy a receptor hianyaban megnévekszik a
szatellita mikroglia aranya, valamint csékken a neuron/mikroglia arany.

Fixalt agyszovetr6l készitett nagyfelbontasu konfokalis felvételeken futtatott
automatikus 3 dimenzids morfoldgiai analizisink feltarta, hogy a P2Y12 receptor
mikodésének hianya jelentds morfologiai valtozasokat okoz a mikroglidban. A
génkiutdtt allatban lecsokken a sejttestek térfogata, és megnévekszik a mikroglia-
nyllvanyok szdma. Az akut, centralis PSB0739-cel torténé P2Y12 receptor géatlas
hasonld valtozasokat indukdl, drasztikusabb ndvekedéssel a nydlvanyok szamaban.
Nagy tér- és iddbeli felbontissal készitett in vivo két-foton mikroszképos
felvételeinken megfigyelhettik, hogy a P2Y12 receptor miikodésének hianya
jelentdsen befolyasolja a mikroglia-nyulvanyok fiziol6gids mozgasat. A receptor
akut géatlasa cstkkenti a nydlvanyok atlagos és maximalis sebességét, mig mind az
akut, mind a kronikus receptomiikddési zavar jelentdsen csokkenti a nydlvanyok
iranyitott mozgasat és az egyes nyilvanyok altal ellen6rzott territdrium méretét.

A szomatikus junkci6 jelentds szerepet jdtszik a fejlédés sordn és akut stroke
esetén

Kiilonb6z6 életkort egerek agyszovetének vizsgalata soran kimutattuk, hogy a
szomatikus junkcio jelen van az éretlen, poszt-mitotikus neuronok felszinén is: 15
napos embridban és Ujszilott egerekben a neuronok mintegy egyharmada, 8 napos
allatokban a neuronok koriilbeliil hatvan szdzaléka, mig 15 napos és id6sebb
egerekben szinte az dsszes idegsejt részesiil szomatikus mikroglialis kapcsolatban.

STORM szuperrezoliciés képalkotas soran megfigyeltiik, hogy a P2Y12 receptor
kapcsolat-fiiggd feldsulasa jelen van mar az embrionalis fejlddéstél kezdve minden
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altalunk vizsgalt életkord egér éretlen, poszt-mitotikus idegsejtjeinek szomatikus
junkcioiban.

e Konfokalis mikroszkopos felvételeinken megfigyeltiik, hogy ischemias stroke
penumbrajaban megvaltozik a szomatikus junkci6 szerkezete: a neuronalis Kv2.1
fehérjeklaszterek  eltinnek, a  szomatikus  neurondlis  mitokondriumok
fragmentalddnak, az idegsejtek sejttestén pedig jelentdsen megndovekszik a
mikroglialis boritottsag. Ez utébbi jelenséget ischemias stroke-ban elhunyt emberek
penumbrajaban is megfigyeltik.

e Az ischemias penumbraban megfigyelheté mikroglidlis boritottsdgndvekedés
létrejottéhez funkcionalis P2Y12 receptorokra, valamint mitokondridlis sériilésre van
szilkség, ugyanis mind a P2Y12 akut centralis gatlasa, mind a mitokondrialis Kate-
csatorna agonista diazoxiddal torténd kezelés megakadalyozza a jelenség
kialakulasat.

e A mikroglia ischemias ka&rosodds soran mutatott neuroprotektiv szerepében is
alapvetd fontossagi a P2Y12 receptor: in vivo két-foton mikroszkoppal készitett
felvételeinken fluoreszcens kalcium-szenzor felhasznalasaval megfigyeltik, hogy a
P2Y12 receptor akut centralis gatlasa esetén a neuronalis Ca?*-szint patoldgiasan
megemelkedik a reperfuzi6 alatt. Tovabba szintén megfigyeltiik, hogy a PSB0739-
cel kezelt egerek ischemias stroke-jat kovetden 1ényegesen nagyobb 1ézi6 alakul ki,
mind a funkcionalis P2Y12 receptorral rendelkez6 kontroll allatokban.

5. Kovetkeztetések

A mikroglia az agy rezidens immunsejtjeként a kdzponti idegrendszer elsédleges
vedvonalat jelenti patologias behatasok esetén. Emellett szamos idegrendszeri folyamat
szabalyzasaban is részt vesz, azonban a szakirodalomban fellelhetd adatok alapjan ismert
kdzvetlen, valamint kozvetett mikroglia-idegsejt kommunikacios Utvonalak nem
szolgalnak kielégité magyarazattal a mikroglia idegsejtekre gyakorolt preciz €s szoros
kontrolljara. Kisérleteink soran feltartuk, hogy a sokszinli mikroglia-neuron
kommunikacioban 1étezik egy, a szinaptikus profilokat érinté kozvetlen mikroglialis
kapcsolatoknal robusztusabb beavatkozasra lehetoséget ado interakcids felszin, mely a
mikroglia dinamikusan mozgé nyulvanyai és az idegsejtek sejtteste kozott alakul ki. In
vivo méréseink szerint ezek a kapcsolatok lényegesen hosszabb ideig allnak fent, mint az
idegsejtek neuritjait érintd mikroglialis kapcsolatok, és adott id6pillanatban — mind
egérben, mind emberi idegszovetben, fenotipustdl fliggetleniil — az agykérgi idegsejtek
mintegy 90%-4n jelen vannak, és mar a fejl6dd idegrendszerben, a poszt-mitotikus
neuronok felszinén is megtalalhatéak. A szomatikus junkciénak a neurondlis oldalat
specidlis ultrastruktura jellemzi: a principalis sejtekben az exo-, illetve endocitozis helyét
biztositd Kv-fehérjeklaszterek, membranhoz horgonyzott endoplazmas retikulum
szakaszok, purinerg metabolitot tartalmazo, valamint lizoszomalis vezikulumok, illetve
a szomatikus mitokondriumok kozeli jelenléte figyelhetd meg. A kapcsolatot kialakitd
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mikroglia-nytlvdnyok membranjaban a purinerg P2Y12 receptor kapcsolat-fiiggd
feldusulasat is megmutattuk, csak(gy, mint a purinerg metabolitok extracelluléris
bontasat biztositd ektonukleotidazok jelenlétét. A P2Y12 receptorok akut gatlasa a
szomatikus junkcid fennallasanak idejét lerdviditi, a mikroglia P2Y12 receptor-fiiggd
maddon reagal az idegsejtek megndvekedett aktivitasara, tovabba akut ischemias stroke-
ot kévetd neuroprotektiv hatasahoz is elengedhetetlen ez a receptor. Erdekes 0j eredmény
tovabba, hogy a P2Y12 receptor a mikroglia-neuron kommunikéciéban betoltott kiemelt
szerepén til a mikroglidlis fiziologiara is alapvetd hatdssal bir, akut gatlasa ugyanis
nagymértékben csokkenti a nydlvanymozgasok iranyitottsagat, valamint mind az akut,
mind a kronikus receptorfunkcié-hiany noveli a mikroglia-nytlvanyok szamat. A
receptor kronikus hianydban megfigyelhetd kompenzacios mechanizmusok — tdbb
mikroglia az agykéregben, valamint a szatellita mikroglia aranyanak novekedése —
tovabb erdsitik a P2Y 12R fiziologias szerepének fontossagat.

Osszességében ez az Ujonnan felfedezett, rendkivill gyakori, emberben is
megtalalhaté kozvetlen kapcsolat a mikroglia és az idegsejtek legfontosabb szabalyzé
régidja kozott alapvetd fontossaginak tinik az idegrendszeri folyamatok
szabalyozasaban. A neurodegenerativ betegségekben ismert mikroglialis érintettséget
figyelembe véve a kozeljovd kutatasainak legfontosabb kérdése, hogy valtoznak-e ezek
a kapcsolatok a kiilonb6z6 patologias allapotokban, és amennyiben igen, ugy az adott
valtozés egy reakcid a kéros folyamatokra, vagy éppen a korfolyamatok beindulasanak
fontos eleme.
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