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1. Bevezetés

A kozponti idegrendszerben (KIR) a kiilonb6z6 inzultusok (pl. fertézések, traumas
sériillések, ischaemia, toxinok) hatasara létrejové gyulladasos valaszreakciokat
neuroinflammacionak nevezziik, melynek kialakulasadban a KIR immunsejtjei altal
termelt citokinek (pl. IL-1B, IL-6, TNF), kemokinek (pl. CXCLI1), reaktiv
oxigénszarmazékok (pl. NO) és masodlagos hirvivok altal medialt folyamatok vesznek
részt. A gyulladasos mediatorok termelésében a KIR f6 immunkompetens sejttipusaként
szamontartott mikroglia jatssza a f6 szerepet, de az asztroglia, a kapillaris endotélsejtek,
valamint a vér-agy gat sériilése esetén a perifériarol infiltraloddé leukocitak is
hozzajarulnak.

A mikrogliasejtek a gyulladasos mediator termelésen kiviil aktiv résztvevéi a KIR
immunvédelmét szolgdldé komplex mechanizmusoknak. A  mikrogliasejtek
nyulvanyaikkal folyamatosan monitorozzak a kornyezetiiket, nemcsak az idegsejtekkel,
hanem az asztrogliasejtekkel és az erek endotélsejtjeivel is kapcsolatban allnak, ezért
gyorsan ¢s hatékonyan képesek reagalni a kornyezetiikben bekovetkezd valtozasokra. A
neuroinflammacié és a mikrogliasejtek aktivitasanak megvaltozasa a gyakori
neurodegenerativ betegségek (pl. Alzheimer-kor, Parkinson-kdr), stroke, epilepszia és
pszichiatriai korképek patomechanizmusaban intenziven vizsgalt folyamat. A felsorolt
kérfolyamatokban  tobbek kozott az extracelluldris kaliumion koncentracid
megnovekedését is megfigyelték, mely az idegi halézatok fokozott, abnormalis
aktivitasahoz vezethet. Ismert, hogy a mikrogliasejtek képesek a neuronalis aktivitas
szabalyozasdra, de az még részleteiben nem tisztazott, hogy az extracelluldrisan
megvaltozott ion-kérnyezet, pl. a megndvekedett kalium szint helyreallitasaban is részt
vehetnek-e. Bar a mikrogliasejtek altal expresszalt kalium ioncsatornak és transzporterek
mikroglia funkcidkat szabalyozo jelentdségérdl jelenleg még hianyosak az ismereteink,
a THIK-1, a Kv1.3 és a Kir2.1 esetében mar bebizonyosodott, hogy részt vesznek a
mikroglia aktivacid szabalyozasaban.

A kozponti idegrendszer szamos sejttipusanak membranjaban megtalalhato
NKCC1 a kation-klorid kotranszporterek (CCC) csaladjaba tartozik és Na*, K* és CI°
sejten beliilre térténd masodlagos aktiv transzportjaban tolt be kdzponti szerepet. Az
NKCCI1, a szintén a CCC-k k6zé tartozo, a K* és CI™ ionok sejtb6l kiviilre torténd
szallitasat végz6, K*-Cl- kotranszporterek miikodésével Osszhangban vesz részt az
intracellularis Na*, K* és Cl" homeosztazis szabalyozasaban. Az NKCC1 és a kizarolag
idegsejtekben expresszaloddo KCC2 transzporter miitkodése neuronokban széles kdrben
tanulmanyozott és jol ismert, miszerint a neuronalis NKCC1 fontos szerepet jatszik a
GABA kozvetitette hatdsokban az idegrendszer fejlédése soran. Az NKCC1 és/vagy a
KCC2 expresszidjaban bekdvetkezd valtozasok az intracellularis Cl° koncentracid
szabalyozas zavarahoz vezethetnek, melyet az olyan gyakori neurologiai és
neuropszichiatriai betegségek korfolyamataval is kapcsolatban hoztak, mint az
ujsziléttkori géresrohamok, a temporalis lebeny epilepszia, a stroke, a skizofrénia vagy
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az autizmus spektralis zavar. Emiatt az NKCC1 potencialis terapias célpontként tartjak
szamon. Szamos klinikai tanulmany vizsgalja az NKCC1 gatloszerének, az eredetileg
kacsdiuretikumként alkalmazott bumetanidnak a hatisossagat az emlitett betegségek
terapigjaban. Az eredmények tekintetében a lezarult tanulmanyok rendkiviil
ellentmondasosak. A megfigyelt jotékony hatasokat a bumetanid neuronalis NKCC1-en
kifejtett hatasanak tulajdonitjak, habar a bumetanid vér-agy gaton vald gyenge
penetracidés képessége ¢és farmakokinetikai tulajdonsagai miatt a szisztémasan
alkalmazott dozis aligha érhetné el hatasos koncentracioban a neuronokat. Tovabba az
NKCCI1 az idegsejteken kiviil, a vér-agy gat endotélsejtjein és egyéb nem-neuronalis
sejttipusokon (pl.asztroglian) is jelen van, mely felveti a bumetanid centrélis hatisaiban
e sejttipusok vizsgalatanak is a jelentGségét.

Mikézben a transzkriptomikai adatok a mikrogliasejtek esetén az NKCC1 magas
expressziojat mutatjak, a mikrogliasejtek miikodésében betdltott szerepét az eddigiekben
nem vizsgaltdk. Mivel a mikrogliasejtek aktivaltsagi allapota fontos tényezd az el6bbi
patologias folyamatok kimenetelében, a mikroglia aktivacidban szerepet jatszo
molekularis mechanizmusok feltardsa folyamatosan aktiv kutatdsi téma. A fentiek
alapjan kutatomunkam soran a mikroglialis NKCC1 aktivitas fiziologias, valamint
gyulladasos valaszokban betoltott szerepének vizsgalatat tiztem ki célul.

2. Célkitizések

Munkam soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem valaszt:

1. Hogyan hat az NKCC1 szisztémas, illetve centralis tton torténd
farmakologiai gatlasa az agyi gyulladdsos folyamatokra? It az
ellentmondasos irodalmi adatok ismeretében hidnypotlo kisérleteket végeztem.
A kozvetleniil az agyba juttatott NKCC1 gatlé (bumetanid) hatasat elséként
vetettem Ossze a periféridasan alkalmazott (de a vér-agy gaton at nem jutd) drog
hatasaival.

2. Milyen szerepet tolt be az NKCC1 a mikrogliasejtek fiziologias
miikodésében? Az NKCC1 funkcionalis szerepét mikroglia esetén kondicionalis
egér modellben kordbban nem vizsgaltak. Ezért az altalunk eldallitott
mikroglidlis NKCCl1-deficiens egértorzs felhasznalasaval megvizsgaltam az
NKCC1 transzporter alapvetdé mikroglialis funkcidkban (sejtmorfoldgia,
nyulvanymotilitas, fagocitotikus aktivitas, citokin termelés és a sejtmembran
elektromos tulajdonséagai) betoltott szerepét.



3. Milyen szerepet tolt be a mikroglialis NKCC1 az agyi gyulladasos
folyamatokban? Farmakologids NKCC1 gatlas és kondiciondlis mikroglialis
NKCC1 delécio segitségével megvizsgaltam, hogy hogyan vesz részt a
mikroglialis NKCC1 a bakterialis lipopoliszacharid altal, illetve kisérletes stroke
segitségével kivaltott gyulladasos mechanizmusokban.

3. Moédszerek

3.1.  Kisérleti allatok, etikai allasfoglalas

A kisérletekhez hasznalt C57B1/6J genetikai hattérrel rendelkezd CX3CR1*/CFP
mikroglia-riporter, NKCC1¥ ¢s NKCC 11 ACSCRI (mikroglialis NKCC1 génkiiitdtt) és
CX3CR1*CFP P2Y12R7 (P2Y12 receptor génkiiitdtt) egereket 12 oOrds fény/sotét
ciklusban, 22+1 °C hémérsékleten, valamint megfeleld paratartalom és ad libitum
elérhet6 viz és taplalék mellett tartottuk. A mikrogliasejtek izolalasahoz 6-8 hetes, az ex
vivo elektrofizioldgiai mérésekhez 8-9 hetes, az in vivo kisérletekhez 12-15 hetes feln6tt
allatokat aldoztunk fel. A kisérletek kivitelezésekor minden esetben kovettiik a hatalyos
magyar ¢s Eurdpai Unids szabalyokat ¢és el6irasokat (40/2013. (I11.14) és 86/609 EEC).
Az allatkisérleteket a KOKI Kutatasetikai Bizottsaga, valamint a Pest Megyei
Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi, Allategészségiigyi, Novény-és Talajvédelmi
Foosztaly altal jovahagyott engedély birtokaban végeztiik el (PE/EA/1021- 7/2019).

3.2.  Mikroglialis NKCC1 génkiiitott egérvonal létrehozasa

A mikroglialisan NKCCI1 hidnyos (NKCC1%/f AGGCRY) " kondiciondlis mutans
transzgenikus egérvonalat munkacsoportunk allitotta el@szor el6 a tamoxifennel
indukélhat6, Cre-rekombinazt expresszalé6 Cx3CR1-CrefRT2 ¢s NKCC1%M egértorzsek
keresztezésével, melyekben a lox P hely az Slc12a2 gén 7. és 10. exonja kdzott talalhato.

Az 0jszilott allatok genotipizalasa farokbiopsziat kovetéen PCR-rel a kovetkez6
primerek  segitségével  tortént:  5’-GCAATTAAGTTTGGAGGTTCCTT, 5’-
CCAACAGTATGCAGACTCTC és 5’-CCAACAGTATGCAGACT; a vad tipust 200
bazisparnyi, a floxot 260 bazisparnyi, a mikrogliadlis NKCC1 génhianyt 460 bazisparnyi
hosszusagl szekvencia azonositja.

3.3.  Mikrogliasejtek izolalasa és sejtkultiirak

A mikrogliasejtek izolalasa az Gjsziilott (PO-1, him és ndstény), felnott (P40-55,
him) C57BL/6J, NKCC1%" (WT) vagy NKCC1/l & G3CRI (;mikroglialis NKCC1 KO)
egerekbdl magneses sejtszeparacios modszerrel, anti-CD11b  mikrogyongyok
segitségével (Miltenyi Biotec) tortént. Az allatok terminalis altatdsat és jéghideg PBS

kipreparalt agykeérgi teriileteket és hippokampuszokat 30 percig, 37°C-on, gyengéd
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razatas mellett enzimatikusan emésztettem (Miltenyi Biotec). A felnétt agyszovetek
esetében a mielint MACS Myelin Removal Beads II segitségével (Miltenyi Biotec)
tavolitottam el. Az igy kapott egysejt-szuszpenziot az anti-CD11b bevonati magneses
gyongyokkel (Miltenyi Biotec) jeldltem 15 percig, 4 °C-on, majd az inkubacids id6
letelte utan MS magnesoszlopok (Miltenyi Biotec) segitségével tortént a CD11b pozitiv
sejtek szelekcidja. Azokban a kisérletekben, ahol az igy nyert CD11b pozitiv sejtek nem
keriiltek azonnali felhasznaldsra, poli-L-lizinnel bevont felszinli 96 vagy 386 lyuku
sejttenyésztd edényekbe 3x10* sejt/cm? sejtet iiltettem ki és 37 °C-on, 5% CO: szint
mellett szdvettenyésztd inkubatorban, 10% FBS (fetal bovine serum, Biosera), 1%
Pen/Strep (10000 U/ml; ThermoFisher Scientific) és 10 nM M-CSF (makrofag kolonia-
stimulalé faktor; ThermoFisher Scientific) tartalmi DMEM/Glutamax (Gibco)
tapoldatban 10 napig tenyésztettem.

3.4.  Neuronalis progenitor sejtek izolalasa

A neurondlis progenitor sejtek izolaldsdhoz 17 napos C57Bl/6] egérembridkat
aldoztam fel. Az aszeptikus koriilmények kozott kipreparalt hippokampuszokat 0,05%
tripszin-EDTA-t (Sigma-Aldrich) és 0,05% Dnaz I-et tartalmazé PBS oldatban
inkubaltam 15 percig, 37 °C-on, majd a sziirési és centrifugalasi 1épések utan az egysejt-
szuszpenziot a késobbi RNS extrakcidhoz azonnal Qiazol lizis reagensben (QIAGEN)
homogenizaltam.

3.5.  Anyagbeadasok

3.5.1. LPS és bumetanid szisztémds beaddsa

Kisérleteim egy részében az NKCC1 farmakologiai gatlasanak agyi citokin
termelésre kifejtett hatdsanak vizsgalatahoz fiziologids sdoldatottal, LPS-sel (Escherichia
coli-bodl szarmazoé lipopoliszacharid, 026:B6 szerotipus, 2 mg/kg, Sigma-Aldrich) vagy
LPS-sel és bumetaniddal (az NKCC1 inhibitora, 25 mg/kg, Tocris) intraperitonealis
injekciokkal kezeltem felnétt (90-110 napos), him NKCCI1%M (WT) egereket. A
bumetanid injekciot kétszer ismételtem, az els6 kezelésre 15 perccel az intraperitonealis
LPS beadas el6tt, masodikra az LPS beadas utan 1 Oraval keriilt sor. Az ismételt
bumetanid injekcidora a bumetanid gyors felezési idejére vald tekintettel a hatasos
koncentracio elérése miatt volt sziikség. A citokin szintek vizsgalatdhoz és az aramlasi
citometrias mérésekhez az agy-, 1ép- és majszoveteket 24 oraval a kezeléseket kovetden
gyljtdttem Ossze, fiziologias sooldattal perfundalt allatokbol.



3.5.2. Intrakortikalis és intraciszternalis anyagbeaddsok

Az agykéregbe illetve a ciszterna magnaba torténé anyagbeadasokat fentanyl
mélyaltatas mellett, sztereotaxissal rogzitett allatokon végeztem. A 90-110 napos,
NKCC1" 4llatok agykérgébe (bregmatol anterior-posterior -2,5 mm-re, lateralisan +1,5
mm-re, dorso-ventralisan -0,25 mm-re) fiziologias sooldatot, LPS-t vagy LPS-t és
bumetanidot, mig a mikroglidlisan NKCC1 hidnyos (NKCC1f ACXSCRL K Q: cre/+, fl/fl
és WT: +/+, fl/fl) allatokéba fiziologias sooldatot vagy LPS-t injektaltam iiveg
kapillarissal. Az injektalas utan 24 éraval az egereket fiziologias sdoldattal perfundaltam,
majd az injektalt agykérgi régiobol 0,5x0,5x0,5 cm-es blokkokat vagtam ki citokin szint
meghatarozasokhoz és aramlési citometrias vizsgalatokhoz. Az immunhisztokémiai
vizsgalatokra szant szoveteket az injektalas utan 24 oraval fizioldgias sooldattal, majd
4% paraformaldehidet tartalmazo fixalo oldattal végzett transzkardialis perfuzidval
fixaltam.

A mikroglidlis NKCC1 hidny okozta esetleges kompenzaciés mechanizmusok
feltarasara a mikrogliasejtek membranpotencialjanak kialakitasaban,
ionhomeosztazisaban, sejttérfogat szabalyozdsaban és gyulladdsos folyamatokban
szerepet jatszd ioncsatorndk és transzporterek expresszios szintjét RT-qPCR-rel
vizsgaltuk (l4sd késdbb). Ezekben a kisérletekben a mikroglialis NKCC1 KO (NKCC1%/
ACXSCRL K O: cre/+, fl/ifl és WT: +/+, fl/fl) 4llatok ciszterna magna-jaba 5 pg LPS-t
injektaltam iivegkapillarissal, majd 24 o6ra elteltével sooldattal transzkardialisan
perfundaltam az allatokat. Ezutdn a koponyabdl frissen kiemelt agybol magneses
sejtszeparacios modszerrel izolaltam a CDI11b pozitiv sejteket, melyekbdl az RNS
izolalas az alabb leirtak alapjan tortént.

3.6.  Citokin koncentraciok meghatarozasa

A transzkardialis fiziologias sooldatos perfuziot kovetden az Gsszegyiijtott kortex
darabokat (az injektalt oldalrol kivagott blokkok), valamint a periférids szerveket (1ép,
maj) TritonX-100 és proteaz inhibitor (1:100, Calbiochem) tartalmua Tris-HCI oldatban
(pH:7.,4), jégen homogenizaltam, majd 30 perc inkubalasi id6 letelte utan 17000 g-n, 4°C-
Kit-tel (ThermoFisher Scientific) hataroztam meg a gyartd utasitisai szerint és a mért
citokin értékeket minden esetben az dsszfehérje koncentraciora normalizaltam. A citokin
és kemokin koncentraciokat BD Cytometric Bead Array-jel (CBA) és a kovetkezd BD
CBA Flex Set-ek (G-CSF, KC, IL-1a, IL-1p, IL-6, TNF-a, BD) segitségével hataroztam
meg BD FACSVerse fluoreszcens dramlasi citométerrel. Az eredmények kiértékeléséhez
az FCAP Array programot hasznaltam (BD).



Az agy, 1ép és maj mintik fluoreszcens dramlasi citometrias vizsgalata

A fluoreszcens aramlasi citometrids vizsgalatokhoz az agyszovetet kollagenaz D
(0,5 mg/ml, Roche), DNaz (10 pg/ml, Sigma-Aldrich) és 10% FBS tartalma DMEM
(Sigma-Aldrich) oldatban emésztettem 37 °C-on 15 percig, majd a sejtszuszpenziot 40
um pérusatméréjli sziir6n eresztettem at. Ezutin a 40%-0s Percoll oldatba
felszuszpendalt sejteket ovatosan 70%-os Percoll oldatra rétegeztem, majd a gradiens
centrifugalast kovetden a 40% és 70%-os Percoll réteg interfazisarol dsszegytijtdttem a
mononuklearis sejteket.

A 1ép- és majszoveteket homogenizaltam, majd a vorsvértesteket centrifugalassal
tavolitottam el. Az agybol, 1épbdl és majbol izolalt sejteket FACS pufferben anti-egér
CD16/32-al inkubaltam az Fc receptorok blokkolasa céljabol. Ezutan a sejteket a T-sejt,
B-sejt/granulocita valamint monocita/granulocita populaciok elkiilonitésére alkalmas
antitestek keverékével inkubaltam 30 percig, 4 °C-on. A nem €16 sejteket propidium-
jodidos jeldlés segitségével zartam ki. A jeldlt sejteket ezutdn BD FACSVerse aramlasi
citométerrel mértem, majd az adatokat a FACSuite program segitségével analizaltam ki.

3.7. RNS izolalas és RT-gPCR

A RT-gPCR (valos idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio) mérésekhez a CD11b+
magnesesen szeparalt mikrogliasejteket és az embriondlis neuronalis progenitor sejteket
QIAZzol lizis reagensben (QIAGEN) szuszpendaltam azonnal az izolalas utan vagy 10
nap tenyésztést kovetden. Az RNS izolalas Direct-zol™ RNA Miniprep Kit-tel (Zymo
Research) tortént a gyartd utasitasait kovetve. Az RNS-mintdk tisztasidgat és
ellendriztiik. Ezt kovetden minden esetben standardizalt mennyiségii RNS atirdsa tortént
CDNS-sé SuperScript™ Il First-strand Reverse Transcriptase System (ThermoFisher
Scientific) segitségével, RNaz H inhibitor jelenlétében (Ambion).

Az Slcl2a2, Slc12a6, Slc8al, Slc9al, Clen3, Clicl, Kenk6, Kenj2, Kena3, Lrrc8d,
Sgkl, NLRP3, pro-IL-18 génexpresszios szintjeit valos idejii kvantitativ PCR
segitségével QuantStudiol2K Flex qPCR késziiléket (Applied Biosystems) és a
megfelel6 TagMan génexpresszios probakat hasznalva hataroztuk meg. Minden esetben
a ThermoFischer Scientific altal forgalmazott TagMan probat alkalmaztunk. Az
amplifikacié 95 °C-on, 10 percig, majd ezt kévetéen negyven ciklus 95 °C-on, 10 percig
¢és 60 °C-on 1 percig tortént. A relativ mRNS expresszids valtozasokat komparativ Ct
modszerrel szamoltuk, a dolgozatban szerepld értékek minden transzrkriptum esetében a
Hprt referencia génre vonatkoztatva értenddek.



3.8. A mikroglidlis nyulvanymozgas dinamikajanak meghatarozasa in vivo két-
foton mikroszkdpiaval

A CX3CRL1*6FP mikroglia-riporter egereket teststilyukra vonatkoztatott
mennyiségil fentanyllal altattuk el, majd a kranialis ablak miitétet minden 4llatban a bal
agyfélteke szomatoszenzoros kérgi teriiletén a bregmatol lateralisan 1,5 mm-re, és 1 mm-
re posterior iranyban végeztiik el. A koponyacsont eltavolitdsa utan egy 3 mm és egy 5
mm méretll dupla fed6lemezt Vetbond (3M) szovetragasztoval a dura materhez
rogzitettiink, majd ehhez fogorvosi cementtel egy egyedi-tervezési fém fejbefogot
(Femtonics Ltd.) a koponydhoz ragasztottunk. A méréseket Chameleon Discovery
(Coherent) 1ézerekkel és Nikon 18X viz immerzids objektivvel felszerelt Femto2D-
DualScanhead (Femtonics Ltd.) mikroszkoppal végeztikk el. A méréshez MATLAB
alapu MES szoftvert (Femtonics Ltd.) hasznaltunk. A galvano motoros tiikrokkel torténd
pasztazassal percenként 8 képbdl allo z-stack-eket vettiink fel (500x500 pixel, 0,65
pm/pixel pixelméret, 3 pm-es rétegvastagsag, a pidlis felszint6l 100-125 pm
mélységben). Az igy késziilt két-foton time lapse felvételeket a MES programbdl vald
exportalas utdn F1JI pluginek segitségével analizaltam.

A mikroglia nytlvanyok alap motilitasi sebességének (a ciszterna magnaba
injektalt bumetanid kezelés el6tti, illetve utani) meghatarozasahoz a mozgéasi korrekciot
végeztiink, majd minden allat esetében ugyanabbodl a rétegbdl szarmazo felvételeken
olyan nyulvanyokat kdvettem nyomon a FIJI Manual Tracking pluginja segitségével,
melyeknek végzddése legalabb 10 percig jol kivehetd volt.

Annak meghatarozasara, hogy az agyszovetben bekovetkezd sériilés hatasara
hogyan valtozik meg a mikroglia nytlvanyok motilitdsa (a ciszterna magnaba injektalt
bumetanid kezelés el6tti, illetve utani), 1ézer nyalab segitségével fokalis sériilést hoztunk
létre a kortexben. A fokalis 1€ziot 1000 ms id6tartamu, 1040 nm hullamhosszusagu, 300
mW teljesitményl 1ézer megvilagitassal hoztuk 1étre, mely a fokuszponttodl szamitva
koriilbeliil 7,5-12,5 pum sugaru teriiletet érintett. A mérés soran a sértés elotti, alap
nyulvany motilitast 30 percig monitoroztuk, majd a nyuilvanyoknak a sériilés irdnyaba
torténd toborzodasardl 45 percig készitettiink felvételt. Ezutan 15 perccel az
inraciszternalis bumetanid beadast (0,3 mg/testsuly kg 5 ul térfogatban) kovetden
ugyanabban az allatban az el6z6 sértéstdl 200-300 um-rel tavolabbi kortikalis teriileten
megismételtiik a folyamatot.

A 1ézer-indukalt 1ézidt kdvetden azt, hogy a mikroglia nyulvanyok milyen gyorsan
toborzddnak a sériilt teriilet iranyaba, egy sajat, CellProfilerben készitett képelemz6
eljarassal, illetve egy modell illesztést végzo szkripttel becsiiltiik meg.



3.9.  Elektrofiziolégia

3.9.1. Hippokampalis akut szeletek

A hippokampalis akut szeletek készitéséhez izoflurannal altatott, 56-65 napos him
mikroglialisan NKCC1 hianyos egereket dekapitulaltunk, majd a koponyabdl eltavolitott
agyakat jéghideg, karbogenizalt (95% Oz, 5% CO2) vago oldatba tettiik. A vago oldat
205 mM szukrézt, 2,5 mM KCl-t, 26 mM NaHCOs-t, 0,5 mM CaClz-t, 5 mM MgClz-t,
1,25 mM NaH2POs, 10 mM gliikozt tartalmazott. Az agy hippokampalis régiojabol
vibratom segitségével 250 pum vastagsagi horizontalis szeleteket készitettiink. Ezt
kovetden a szeleteket karbogenizalt ACSF (mesterséges agy-gerincveldi folyadék; 126
mM NaCl, 2,5 mM KCI, 26 mM NaHCOs, 2 CaClz, 2 mM MgClz, 1,25 mM NaH2POs,
10 mM gliik6z) oldatottal feltoltott inkubacios kamraban taroltuk kezdetben 35 °C-on,
majd fokozatosan szobahOmérsékletliire hutottik. A mikrogliasejtek konnyebb
azonositasahoz fluoreszcens izolektin B4 -et (ThermoFisher) tartalmazé ACSF oldatban
(15 ml/szelet) 1 6ran at, sotétben inkubaltuk a szeleteket. Minden mérés a szeletek
elkészitésétdl szamitott 4 oran beliil tortént meg.

3.9.2. Perfordlt patch-clamp

A legalabb 1 ora inkubacio elteltével a szeleteket egyenként, aldmeriil6-tipusa
mérékamraba helyeztilk, melyben a karbogenizalt ACSF-t allandd, 3-3,5 ml/min
sebességgel perisztaltikus pumpa aramoltatta, a mérések szobahémérsékleten torténtek.
A normotonias koriilményeket a 305 mOsm ozmolalitasu, a hipotonias kdzeget a 50%-
osra higitott normotonids karbogenizalt ACSF oldattal biztositottuk. A perforalt patch
eljaras soran a membrant kationokra gramicidint és 120 mM KCI-t, 1 mM CaClz-t, 2 mM
MgCl2-t, 10 mM HEPES-t, 11 mM EGTA-t, valamint Alexa 488 fluoreszcens festéket
tartalmazo intracellularis pipettaoldat (pH 7,3, 280-300 mOsm) hasznalataval tettiik
atjarhatova. A feltoltott patch pipetta rezisztencidja 3-6 MQ volt. Mérés minden
kisérletben a szeletek felszinét6l 15-20 pm mélységben talalhatd, izolektin B4 pozitiv
sejtekbdl tortént. Az elektromos miikodés vizsgalatra a sejteket infravords differencial
interferencia kontraszt, upright tipusu mikroszkop (BX61WI, Olympus) segitségével
valasztottuk ki. Az értékelés soran kizarasra keriiltek azok a sejtek, melyekben az Alexa
488 jel intracellularisan megjelent. Minden sejt esetében el6szor -40 mV tartofesziiltség
mellett a membranpotencialt stabilan tartottuk és a soros ellenallas folyamatos
monitorozasaval hataroztuk meg a perforacio létrejottét. A perforalt patch clamp
konfiguraciot kdvetden a nyugalmi membranpotencialt 2-5 masodpercig fenntartott 0 pA
aramer6sség mellett hataroztuk meg. Ezt kovetden a fesziiltség impulzus sorozatra adott
aramokat fesziiltség-zar modban rogzitettilk -40 mV tartofesziiltség mellett. -140 mV-60
mV kozotti fesziiltség impulzussorozatot alkalmaztunk, 20 mV-os Iéptékkel, 100 ms
hosszan, haromszori ismétléssel, az impulzus sorozatok kézott 2000 ms telt el. A mérést
elészor normotonids ACSF kozegben végeztiik el, majd a térfogatvaltozas kovetkeztében
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fellépd aramok vizsgalatahoz hipotonias kozegben is megismételtiik. Az elektromos jelek
erdsitéséhez Multiclamp 700B (Molecular Devices) erdsitét hasznaltunk, az adatok
digitalizalasahoz a mintavétélezés 10 kHz-en DAQ board és egy, a KOKI Agykéreg
Kutatocsoportja altal készitett C#NET és VB.NET alapi programkdd segitségével
tortént (National Instruments).

3.10. Mikrogliasejtek automatizalt morfolégiai analizise

Annak meghatarozasara, hogy a mikroglialis NKCCI1 hiany okoz-e sejtmorfologiai
véltozasokat, mikroglidlisan NKCC1 hianyos egerekbél szarmazé 100 pm vastag
koronalis agyszeleteket hasznaltunk, melyekben a mikrogliasejteket tengerimalacban
termeltetett anti-Ibal (Synaptic Systems) elsédleges ellenanyaggal és szamarban
termeltetett anti-tengerimalac Alexa 647 (Jackson ImmunoResearch) masodlagos
ellenanyaggal jeloltiik, DAPI sejtmagfestés mellett. A konfokalis rétegfelvételeket CFI
planapokromat VC 60x vizimmerzids objektivvel rendelkezé Nikon Eclipse Ti-E 1ézer
konfokalis mikroszkoppal (Nikon Instruments) készitettilk. A rétegfelvételek készitése
alatt a szeletek 0,1 M foszfat pufferben voltak. A sejtek haromdimenziés morfologiai
vizsgalatdhoz a nyilt forraskodi, MATLAB alapi Microglia Morphology Quantification
Tool (elérhet6: https://github.com/isdneuroimaging/mmgqt) programot hasznaltuk.

3.11. Cerebralis ischaemia Kkivaltiasa az arteria cerebri media elzirisa (MCAo)
segitségével

A mikroglialis NKCC1 ischaemids agyi sériilésekben betoltott szerepének
meghatarozasahoz kisérleti uton fokalis agyi ischaemiat valtottunk ki az allatok arteria
cerebri medigjanak szilikonnal bevont filamenttel torténd ideiglenes (45 perc)
elzarasaval. A mitétet izofluran altatas mellett végeztiik Az okkluzidk sikerességét lézer
doppler véraramlasméréssel ellendriztiik. A miitét soran kdzépen a nyak ventralis részén
bemetszést ejtettiink majd a jobboldali arteria carotis communis elkiilonitettiik és a bal
arteria carotis externan és az arteria carotis internan keresztiil felvezetett filamentum
segitségével zartuk el az arteria cerebri mediat. Az MCAo okozta karosodas
sulyossaganak vizsgalatara pontrendszeren alapuld viselkedésteszteket (corner teszt,
Bederson-féle szenzoros és motoros funkcidkat végeztiink a 24 oras reperfiizio utan. A
funkciovesztés mértékét komplex, neurologiai funkciokat figyelembe vevo
pontrendszerrel allapitottuk meg és a tesztek eredményét Osszegezve egy kompozit
pontszamot adtunk meg, amely leirja az allat neurologiai allapotat.

Az arteria. cerebri media elzarasa kovetkeztében a vérellatasbol kiesett agyteriilet
méretét (infarktus méret) és az 6déma nagysagat a beavatkozast kovetden 24 orat talélt
allatok agyanak koronalis metszetein krezil-ibolya festés segitségével hataroztam meg,
4% paraformaldehidet tartalmazo fixaloszerrel valod perfuziot kovetden. Az infarktus
méretét minden agybol 8, neuroanatomiailag meghatarozott koronalis metszeten (a
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bregmatol rostralisan +2 mm és kaudalisan -4 mm k6z¢ es6 szeletek) lemértem, majd a
mért értékeket az 6déma méretére korrigalva adtam meg.

3.12. Immunhisztokémia

3.12.1. Az NKCC1 mikroglidlis jelenlétének immunhisztokémiai kimutatisa

A ketamin-xilazin keverékével torténé terminalis altatds utan az allatokat 0,9%
NaCl-ot tartalmaz6 sooldattal 1 percig, majd 4% paraformaldehidet tartalmazé 0,1 M-0S
foszfat puffer (PB) oldattal 40 percig, majd a fixaloszer kimosasa céljabol 0,1 M-o0s PB-
vel 10 percig transzkardidlisan perfundaltuk. Ezt kovetben vibratom segitségével
(VT12008S, Leica) a primer szenzoros kérget és a dorsalis hippokampuszt magukba
foglald 50 um vastagsagt koronalis szeleteket készitettiink. A szeleteket 0,1 M-0s PB-
ben torténd mosast kdvetden 3 oran keresztiil 10% szukrozt, majd 12 6ran keresztiil 30%
szukrozt tartalmazé 0,1 M-0s PB-ben inkubaltuk. Az immunhisztokémiai jelolést
szabadon 01sz6 szeleteken végeztiik el. Az NKCC1% (WT, kontroll), NKCC1/1 ACx3CRI
(mikroglialis NKCC1 KO) és NKCC17 (teljes NKCCI KO) allatokbél szarmazé
agyszeleteket egyedi mintaju bevagas utan egyiitt jel6lddtek, hogy teljesen egyforma
kisérleti koriilményeket biztositsunk. A szeleteket tris-pufferelt fiziogias séoldatban
(TBS) torténd mosast kovetéen Mouse-on-Mouse oldatban (MOM blokkolo, Vectorlabs)
blokkoltuk 1 éran at, majd 2x5 percig TBS-ben, illetve 2x5 percig a MOM blokkold
oldészerében mostuk. Azért, hogy az aspecifikus immunoglobulin kotodés
valosziniiségét csokkentsiik, az NKCC1%f allatokbol szarmazo agyszeleteket kihigitott
anti-NKCC1 primer antitesttel 48 oran keresztiil, 4 °C-on, gyengéd razatis mellett
eldinkubaltuk. Ezutan az NKCC1%M szeleteket eltdvolitottuk és anti-Ibal ellenanyag
hozzaadasat kovetéen 1:1000 végsd koncentraciora higitottuk ki az NKCC1 elleni
antitestet, majd ezzel a primer antitest keverékkel tovabbi 48 ora hosszan, 4 °C-on,
gyengéd razatas mellet inkubaltuk a mintdkat. Az inkubacids id6 letelte utin TBS-sel
(4x15 perc) mostuk a szeleteket, majd a megfelel6 masodlagos ellenanyagokat
tartalmazo keverékbe aztattuk. TBS, majd 0,1 M PB mosast kdvetden a szeleteket DAPI-
val jeloltik, majd a targylemezeken Aquamount (Polysciences) oldat segitségével
rogzitettiik. Az immunfluoreszcens jel vizsgalatahoz CFI Plan Apochromat VC 60X olaj
immerzids objektivvel felszerelt, AIR konfokalis 1ézer-rendszerii, Nikon Eclipse Ti-E
inverz mikroszkopot (Nikon Instruments) hasznaltunk. A gerjesztéshez 405, 488, 561 ¢és
647 nm hullamhossziasagu 1ézereket hasznaltunk (CVI Melles Griot), a konfokalis
pasztazas soronkénti csatornavaltassal tortént. Az ND2 formatumu felvételekbdl
csatornanként exportaltuk a képeket, melyeken az Ibal jelolés alapjan korberajzoltuk a
mikroglia sejteket és az NKCCI1 fluoreszcencia szintjét az igy kapott ROI-kon beliili
intergalt denzitasként adtuk meg.

11



3.12.2. Az ischaemids és az LPS injektdlt szovetek immunhisztokémiai vizsgalata

Ketamin-xilazin keverékkel torténd termindlis altatas utan az allatokat 0,9% NaCl-
ot tartalmazd sooldattal, majd 4% paraformaldehidet tartalmazé fixaloé oldattal
transzkardialisan perfundaltam. Krioprotekcio céljabol a fixalt agyakat a metszés eldtt
10% szukrozt tartalmazo 4%-os PFA oldatban inkubaltam egy ¢éjszakan at, majd tovabbi
2 oras 10% szukrozt tartalmazo PBS inkubalast kdvetden 25 pm vastagsagu metszeteket
készitettem, szankamikrotom segitségével vagy 100 um vastagsaguakat (a fagoszomak
vizsgalata esetén) vibratbmmal metszve.

Az immunfluoreszcens jeldléshez a szabadon 0sz6 szeleteket el6szor 5% normal
szamar szérumot tartalmazé TBS-ben blokkoltam, majd egy ¢éjszakan at, 4°C-on
elsédleges ellenanyagokkal inkubaltam. A TBS mosast kvetden a szeleteket 4 Oran at,
szobahdmérsékleten, gyengéden razatva a megfeleld, fluoreszcensen jelolt masodlagos
ellenanyagok oldataval kezeltem. Végiill 3x10 perc TBS-es mosast kovetéen a
targylemezekre felhuzott szeleteket Fluoromount-G-vel fedtem le (SouthernBiotech). Az
ischaecmids agyszoveteken az IL-lo és IL-1P pozitiv sejteket kvantitativ
meghatarozasahoz Nikon Eclipse Ti-E inverz mikroszkoppal 20x Nikon CFI Plan
objektivvel, widefield megvilagitassal készitettem képeket. A kvantitativ elemzés soran
az IL-1a és IL-1P pozitiv sejteket a penumbralis régioban, a P2Y 12R pozitiv és a CD45
pozitiv sejteket a teljes kortex teriiletén minden allatbol az anatomiailag megfeleld
agyteriiletekb6l szarmazd 3-3 koronalis szeletben szamlaltam meg. Az LPS-injektalt
allatokbdl szarmazd agyszeleteken a kvantitativ analizishez a szeletekr6él 1 pm-es
1épéskozokkel 15 pm rétegvastagsagh felvételeket készitettem CFI Plan Apochromat VC
60X olaj immerzids objektivvel felszerelt A1R konfokalis 1ézer-rendszeri, Nikon Eclipse
Ti-E inverz mikroszkoppal. A konfokalis rétegfelvételeken a Ibal pozitiv
mikrogliasejteken beliil talalhato CD68 fluoreszcens jel integralt denzitasat automatizalt
mobdon, CellProfiler szoftver segitségével hataroztam meg.

3.13. Az adatok statisztikai elemzése

A kvantitativ mérések minden esetben véletlenszeriien kivalasztott mintdkon
torténtek és az adatok tipusatol, valamint a populdcidk eloszlasatol fiiggden a megfeleld
statisztikai probakat alkalmaztam. Az adatok normalitasvizsgalata Shapiro-Wilk teszttel
tortént. Két fiiggetlen csoportbol szarmazé adatsor 6sszehasonlitasa kétmintas t-teszttel
vagy Mann-Whitney U-teszttel, harom vagy anndl tobb fliggetlen mintasor esetében
egyutas ANOVA tesztet kovetd Tukey-féle vagy a Kruskal-Walllis tesztet koveté Dunn-
féle post hoc teszttel tortént. Az abrazolt adatok minden esetben az atlag=SEM értéket
jelolik, a p<0,05 értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. A statisztikai
elemzéseket GraphPad Prism 8.2 szoftverrel végeztem (GraphPad Software).
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4.

4.1.

Eredmények

Az NKCC1 farmakoldgiai gatlasanak hatisa az agyi citokin termelésre

A mikroglia aktivacid monitorozasara az egyik alkalmazott modszer a gyulladasos

faktorok kozé tartozo citokinek és kemokinek vizsgalata. A citokin szintek vizsgalatat a

hatékony és nagy szenzitivitasu citometrikus bead array-vel végeztem, mely lehet§séget
ad egyszerre sok fehérje mennyiségének meghatarozasara. A kisérleteim soran az LPS

altal kivaltott proinflammatorikus folyamatokat jol leird, kulcsfontossagu citokinek a (G-
CSF, KC, IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-a, MCP-1) mennyiségét vizsgaltam.

Az NKCC1 szisztémds gatlasanak hatasa az agyi citokin termelésre:

A kortikalis LPS kezeléseken atesett C57B16/J egerek agykérgébdl szarmazo
homogenizatumokban az LPS hatasara jelentdsen megndvekedett a G-CSF, IL-
la, IL-1B, KC termelés az agyban.

Az intrakortikalis LPS-indukalta citokin termelést (G-CSF, IL-1a, IL-1p, KC)
az agyban az intraperitonealis bumetanid kezelés csokkentette.

Emellett kortikalis LPS sem Onmagaban, sem a szisztémas bumetanid
kezeléssel egyiitt nem okozott jelentds valtozast a periférias szervek citokin
termelésében.

Az NKCCI centralis gatlasanak hatasa az agyi citokin termelésre:

A centralis, intrakortikalis bumetanid kezeléssel torténé NKCC1 gatlas mellett
az intrakortikalis LPS injekcidval kivaltott agyi G-CSF, IL-1a, IL-1B, KC
termelés megnovekedett.

A fluoreszcens aramlasi citometrids méréseink igazoltak, hogy a centralis
bumetanid kezelés esetében az LPS-indukéalta agyi citokin termelésen feliili
szinteket nem az agyszovetbe infiltralodé gyulladasos sejtpopulaciok vagy a
mikrogliasejtek szamanak emelkedése okozta.

Az intrakortikalis LPS kezelés nem volt hatassal a 1ép és a maj citokin
termelésére és az intrakortikalisan beadott bumetanid sem befolyésolta a
periférias szervek citokin termelését.

Tehat az NKCC1 szisztémas és centralis gatlasa ellentétes hatast gyakorol az LPS-

indukalta agyi citokin termelésre, ezaltal a gyulladas mértékére.

4.2.

A centralis LPS kezelés hatasara termel6dd IL-1o és IL-1p f6 forrasa a
mikroglia

In vitro és in vivo rendszerekben egyarant igazoltuk a mikrogliasejtek magas
citokintermeld kapacitasat.
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= Konfokalis mikroszkopia és tobbszorés immunhisztokémiai jelolés
segitségével kimutattuk, hogy centralis LPS kezelést kovetéen a P2Y12
receptor pozitiv mikrogliasejtek expresszaljak az IL-1a-t és IL-1B-t is.

Mindezek azt sugalljak, hogy a 4.1 alatt leirt gyulladasos folyamatokban a
centralisan alkalmazott bumetanid nagy valdsziniiséggel a mikrogliasejteken keresztiil
fejti ki hatasat.

4.3.  Uj kondicionilis mutins egérvonal létrehozisa a mikroglidlis NKCC1
vizsgalatara

= Az NKCC1 mikroglia-specifikus vizsgéalatara a tamoxifennel indukélhato,
Cre-rekombinazt expresszald6 Cx3CR1-CreFRT2 ¢ NKCC1%M egértorzsek
keresztezésével egy 1j, kondicionalis mutins egérvonalat hoztunk létre,
melyben az NKCC1 gén delécidja mikroglia-specifikusan torténik (NKCC1fM
ACX3CRIY

= RT-gPCR méréssel megallapitottuk, hogy a mikroglidlis NKCC1 KO
allatokbol izolalt mikrogliasejtekben az NKCC1 mRNS szintje markansan
csokkent a vad tipusu alomtarsakbodl szarmazoé sejtekben mértekhez képest.

=  Konfokalis mikroszképia és tobbszords immunhisztokémiai jelolés
segitségével kimutattuk, hogy az NKCC1 expresszio fehérje szinten is hasonld
mértéki csokkenést mutat, mint az NKCC1 mRNS-e esetében.

Sikeresen létrehoztunk tehat egy olyan 1j egértorzset, mely segitségével
tisztazhat6 a mikroglia-specifikus NKCC1 iontranszporter funkcionalis jelentdsége.

4.4. Az NKCC1 mikroglilis delécidja megvaltozott sejtmorfologiat eredményez

= Az NKCC1Wfl ACXSCRL egerek fixalt agyszoveteirdl készitett konfokalis
mikroszkopias felvételeken tortént automatizalt morfologiai analizis
eredményei megmutattak, hogy az NKCC1 hianyos mikrogliasejtek nagyobb
sejtfelszinnel, nagyobb nyulvanytérfogattal és tobb nytlvannyal rendelkeznek,
mint a vad tipusu mikrogliasejtek.

= Az intrakortikalisan bejuttatott LPS stimulusra a vad tipust és az NKCC1 KO
mikrogliasejtek egyarant drasztikus morfologiai valtozassal reagéltak.
Mindemellett a mikrogliasejtek az NKCC1 hianyaban kisebb sejtfelszinnel és
nyulvanytérfogattal rendelkeznek a vad tipusu sejtekhez képest.

Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az NKCC1 az aktivalt

kovetkeztében valtozo sejttérfogat szabalyozasaban is részt vesz.
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4.5. A mikroglidlis NKCC1 hidny nem befolyasolja a mikroglia fagocitotikus
aktivitasat
= Konfokalis mikroszkopia segitségével kimutattuk, hogy 24 o6ras LPS hatast
kovetéen a mikroglialis NKCCl KO ¢és WT allatokbol szarmazd
agyszeletekben a mikroglialis NKCC1 deléciéo nem befolyasolta a CD68
pozitiv fagoszomak szamat a mikroglialis NKCC1 KO sejtekben.
= Ezzel ellentétben, a Bartha-DupGreen virussal fert6zott, P2Y12-receptor
hianyos CX3CRI1*CFP P2Y12R" egerekben vizsgilva a mikrogliasejtek
fagocitotikus aktivitasat jelentds mértékii csdkkenést talaltunk a CD68 pozitiv
fagoszomak szamaban a kontroll, CX3CR1*CFP-ben mértekhez képest.

Adataink szerint az NKCC1 iontranszporter nem vesz részt a mikrogliasejtek
fagocitotikus aktivitasanak szabalyozasaban.

4.6. A centralis NKCC1 gatlas megvaltoztatja a mikroglia nyulvanyok
motilitasat

= In vivo két-foton mikroszkdp segitségével késziilt time-lapse felvételeken
megfigyeltiik, hogy a CX3CR1*¢F" mikroglia-riporter egerekben a mikroglia
nyulvanyok nyugalmi motilitisanak sebessége kis mértékii novekedést mutat

az NKCC1 bumetaniddal torténé gatlasanak hatésara.
= Lézer segitségével létrehozott fokalis 1éziot kovetd mikroglia toborzddas
sebességét automatikus képelemzés és modell illesztés segitségével becsiiltiik
meg. Az adatok alapjan jelentds csokkenés mutathato ki a mikroglia toborz6das

atlagos sebességében a bumetanid kezelést kdvetden.

Tehat elmondhat6, hogy az NKCC1 nemcsak a mikrogliasejtek nyugalmi/aktivalt
sejtmorfologidjanak kialakitdsdban, hanem az olyan dinamikus folyamatok
szabalyozasaban is részt vesz, mint a nyulvanymotilitdss - mind fiziologias, mind

patologias koriilmények kozott.

4.7. A mikroglialis NKCC1 hiany fokozza az NLRP3 expressziot és serkenti a
proinflammatérikus citokinek termelédését az agyban

= RT-qPCR segitségével tortént vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy az
izolalt NKCC1 KO mikrogliaban megndvekedett az NLRP3 és az IL-13 mRNS
expresszidja a vad tipusu mikroglidhoz képest. A megnévekedett NLRP3 és 11-
1B mRNS expresszio a KO mikrogliasejtekben fennmaradt a ciszterna
magnaba bejuttatott LPS hatdsara is.

= Citometrikus bead array segitségével kimutattuk, hogy NKCC1 KO allatokban
az intrakortikalis LPS-kezelés hatasara megndvekedett az agyi citokin termelés
a WT allatokban mértekhez képest, mig a periférias szervek citokin termelését
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nem befolyasolta. Fluoreszcens aramlasi citometrias kisérleteink eredménye
alapjan a mikroglidlis NKCC1 delécié nem befolyasolta sem a mikroglia
szamot, sem a toborzodo leukocita populaciok méretét és dsszetételét.

A mikroglidlis NKCC1 hiadnya tehat ugy tinik, hasonléan az NKCCI1
farmakologialag, intrakortikalis bumetaniddal torténd gatlasa esetében tapasztaltakhoz,
jelentds mértékben potencirozza az LPS indukalta agyi gyulladasos folyamatokat, nagy
valosziniiséggel sejt autondom modon. A mikroglialis NKCC1 hianya a mikrogliasejteket
egy el6é-aktivalt (,,primed”) allapot felé tolja.

4.8. A mikroglialis NKCC1 delécié hatasara a mikroglialis membran aramok
megvaltoznak

» Az NKCC1/fACGCRL eoerekbdl szarmazo akut szeleteken végzett gramicidin
perforalt patch-clamp méréseink soran megallapitottuk, hogy a mikroglialis
NKCC1 KO sejtek membranjanak a bemend ellenallasa joval magasabb mind
normotonids, mind hipotonias kézegben, mint a vad tipusa sejteké. Azonban a
nyugalmi membranpotencialjukban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

= A mikroglidlis NKCCI1 delécio hiperpolarizaltabb iranyba tolta el a duzzadas-
indukalta aramok megforduldsat, mely hatterében feltehetéen a KO sejtek
alacsonyabb intracellularis Cl" koncentracioja all.

49. A mikroglidlis NKCC1 hiany hatasara fellépé kompenzacios
mechanizmusok vizsgalata

= RT-qPCR segitségével az irodalmi adatok alapjan a mikroglidban jelen 1év6 és
az intracellularis ion koncentraciok szabalyozasaban, a membranpotencial
kialakitiasaban vagy az ozmotikus stresszre adott valaszokban részt vevd gének
expressziojat megvizsgalva a legtobb gén esetében nem talaltunk kiilonbséget
a vad tipusu és a mikroglialis NKCC1 KO mikrogliasejtek kozott, viszont az
Lrrc8d (a térfogat altal szabalyozott VRAC anioncsatorna D alegysége) szintje
kétszeresére nétt NKCC1 delécio hatasara.

=  Azintraciszternalis LPS kezelés hatasara jelentds csokkenést tapasztaltunk az
NKCCI1 és aP2Y12R mRNS szintekben, és hasonlé downregulaciot figyeltiink
meg intraciszternalis LPS kezelés hatdsara a vad tipusu mikrogliasejtekben a
Slc9al, Slc8al, Lrrc8d, Clicl, Clcn3, Kenk13, Kcnk6, Kenj2, Sgkl gének
esetében is.

=  Nem talaltunk kiilonbséget a vad tipusu és a KO sejtekben a vizsgalt gének
expresszidjaban LPS kezelést kovetden sem, habar az Lrrc8d expreszidja KO
mikroglidban szintén magasabb volt a vad tipushoz képest.
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4.10. A mikroglidlis NKCC1 delécio nagyobb infarktus méretet és rosszabb
neurolégiai kimenetelt eredményez cerebralis ischaemiit kovetéen

= A mikroglialis NKCC1 delécié mellett az ischaemids stroke nagyobb sériilést,
nagyobb agyi 6démat és stilyosabb neuroldgiai tiineteket eredményezett a vad
tipusu allatokban megfigyeltekhez képest.

= A8 oras talélést koveten az agyhomogenizatumokbdl citometrikus bead array
segitségével végzett mérés eredménye nem mutatott kiilonbséget a citokin
szintekben a mikroglialis NKCC1 KO ¢és vad tipust allatok ipsilateralis
stridtumabol szarmazo6 mintéiban.

= Ugyanakkor 24 6raval a kisérletes stroke utan a fixalt agyszoveteken tortént
tobbszords immunhisztokémiai jelolés alapjan az IL-1a- illetve IL-1p- termeld
mikrogliasejtek szama jelentésen megnovekedett a mikroglialis NKCC1 KO
allatokban, mig az atlagos mikroglia denzitas (P2Y 12R pozitiv mikrogliasejtek
szama) és az aktivalt mikrogliasejtek mennyisége nem kiilonbozott a vad
tipustol.

A mikroglidlis NKCC1 tehat a direkt agyi gyulladasos (LPS) stimulusra adott
valaszreakcid nagymértékii befolyasolasa mellett komoly szabalyozo hatast fejt ki
kisérletes stroke esetén is, s hianya jelentds allapotromlashoz vezet.

5. Kovetkeztetések

Az NKCCI1 kotranszporter az irodalomi adatok alapjan szdmos kozponti
idegrendszert érint6 betegség kialakulasaban rész vesz, de szerepe a mikrogliasejtekben,
amelyek a kozponti idegrendszer f6 immunsejtjei, ezidaig tisztazatlan maradt. PhD
munkam soran feltartuk a mikroglidban is nagy mennyiségben expresszalodo NKCC1
valaszreakcidiban, az egér agyban. Megmutattuk, hogy az NKCC1 sejt-autoném modon
szabalyozza a mikroglia sejtmembranjanak konduktancidjat és a sejtduzzadas okozta
térfogatvaltozashoz val6 alkalmazkodast. Feltartuk, hogy az NKCCI1 hiany egy, a mar
elézetesen aktivalt, in. prime-olt mikroglidhoz hasonl6 allapotot hoz Iétre, melyet a
megemelkedett NLRP3 és IL-1f szintek is alatamasztanak. Tehat az NKCC1 aktivitas
fontos szerepet jatszik a mikroglia fiziologias mikodésében és sziikséges a
mikrogliasejtek sériilésre vagy gyulladasos stimulusokra adandé valaszreakcidihoz is. Az
NKCCI1 szisztémas gatlasa csokkentette az LPS altal kivaltott gyulladas mértékét az
agyban, mig az NKCCI1 centralis farmakologiai gatlasa vagy az NKCC1 mikroglialis
delécioja a gyulladasos citokin szintek ndvekedésén keresztiil erésitette a gyulladas
mértékét. Tehat a bumetanid centralisan leirt hatasai kozott a mikroglidlis NKCC1-en
kifejtett hatasok is megjelennek, melyek kiilondsen fontosak gyulladasos folyamatokkal
jaré korképek esetén. Ezért a bumetanid (és tovabbfejlesztett analdgjai) terapias

hatasossaganak és biztonsagossaganak megitéléséhez tovabbi sejtspecifikus vizsgalatok
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sziikségesek. A mikroglialis NKCCI1 hiany kovetkeztében a kisérletes stroke hatasara
fokozott interleukin-1 termelés kovetkezik be, mely hozzajarulhat a stlyosabb
kimenetelli ischaemias stroke (nagyobb agyi 6déma, agyi sériilés és rosszabb neurologiai
allapot) kialakulasahoz a mikroglialis NKCC1 KO allatokban.

Ezen eredményeink alapjan a mikroglialis NKCClaz agyi gyulladasos folyamatok
egyik fontos szabalyozd elemének tekinthetd. Egy 1j, a mikroglidlis NKCCl1
kotranszporteren keresztiili szabalyoz6 mechanizmus leirasan til a tovabbi
vizsgalatoknak fontos Kklinikai relevancidja is lehet kiilonb6z6 idegrendszeri
betegségekben, mint az epilepszia, a stroke, vagy a neonatalis aszfixiat kovetd rohamok
¢és gorcsok. Tovabba az NKCCI1 inhibitorok centrdlis hatasainak értelmezésekor a
mikroglialis NKCC1-et potencialis célpontként mindenképp érdemes figyelembe venni,
féleg a gyulladassal jaro agyi korfolyamatokban.
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