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,, The more | study nature, the more | stand amazed at the work of the Creator. Science

brings men nearer to God.”

,,Minél tdbbet tanulmanyozom a természetet, annal inkabb lenyligoz a Teremté munkaja.

A tudomany kozelebb viszi az embert Istenhez.”

Louis Pasteur

,,Every one who is seriously involved in the pursuit of science becomes convinced that a
spirit is manifest in the laws of the Universe — a spirit vastly superior to that of man, and

one in the face of which we with our modest powers must feel humble.”

,,Barki, aki tudomanyos kutatasba fog, nem keriilheti el azt a meggy6z6dést, hogy abban,
amit mi természettérvénynek nevezink, valamilyen szellem nyilvanul meg -
mérhetetlenul kivalobb szellem ez, mint az emberi értelem, s az embernek a maga szerény

képessegével aldzatot kell érezni eldtte.”

Albert Einstein
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|. Bevezetés

Az emberek évezredek Ota — béven a tudomany ma hasznalt klasszikus fogalmanak
kialakulasa eldtti idoktdl kezdédden — feltekintenek a csillagos égboltra, és vonzza 6ket
az ismeretlen, a nem értett, mégis érzékelt rendezettség a csodalatos dsszetettség mogott.
Mar az 6kori egyiptomiakat elkezdte azonban izgatni egy fizikailag kozelebbi, am talan
még bonyolultabb rendszer, az agy. Az emberi idegrendszer méltin nevezhet6 az
evollcio csucsanak: becslések szerint mintegy 86 milliard idegsejt végez szabalyozott,
harmonikus, célzott munkat, melyek mellett nagyjabol ugyanekkorara tehet6 a gliasejtek,
szoveti makrofagok, valamint az agyi vér- és folyadéktereket hatarolo sejtek szamossaga
is (Herculano-Houzel, 2009). Figyelembe véve az egyes sejteken belll zajlé folyamatok
sokasagat, valamint a sejtek kdzotti kapcsolatok milliardjait (Pakkenberg, 2003; Schiiz és
Palm, 1989), az idegrendszeri folyamatok megértése rendkivili feladat elé allitja a
kutatokat. Ugyan az agy minddssze az atlagos emberi szervezet testsulyanak mintegy 2%-
at teszi ki, az itt lejatsz0dd dsszetett folyamatok energiaigényének fedezésére percenként
mintegy 50 ml oxigént (Rink és Khanna, 2011), valamint 80 mg gliik6zt (Mergenthaler
és mtsai, 2013) hasznalunk el, ami mindkét esetben nagyjabdl a teljes készlet 20%-anak
raforditodasat jelenti, mind ébrenlét, mind pedig alvas soran. Létfontossagu élettani
szerepe és hatalmas energiaigénye miatt is egészségunk zaloga, hogy agyi folyamataink
zavartalanul folyhassanak, igy az idegrendszer fiziologias miikodésének megérzése az
egészségligy kiemelt feladata. Ennek ellenére a legfrissebb tanulméanyok szerint
vilagszerte az elvesztett évek szamanak, illetve a betegséggel leélt évek szamanak
legf6bb, mig a halalesetek szamanak masodik leggyakoribb oka neuroldgiai betegséghez
kotheté (Feigin  és mtsai, 2019). Az elmult évtizedekben az idegrendszeri
megbetegedések gyakorisdganak ndvekedésével jelentds tarsadalmi érdekké valt, hogy
celzottan keressiik a kiilonb6z6 patologias elvaltozasok okat, kovetkezmenyet és
lehetséges megoldasat. Ez azonban nem lehetséges az agy fiziologias mikodésének
megértése nélkdil, igy kiemelt fontossagu az agy homeosztatikus folyamatainak kutatasa.
Csak akkor remélhetink ugyanis érdemi javulast elérni a kiilonb6z6 betegségekkel
szemben bevetett terapids eljarasoktol, amennyiben tisztaban vagyunk azon allapot
mibenlétével, amelyhez vissza kivanunk térni a gydgymaddok segitségével.

A 2010-es evek elejére pusztan Europaban évente tébb mint 800 milliard euros
koltségvonzattal jartak az idegrendszeri megbetegedesek (Olesen és mtsai, 2012). A



DOI:10.14753/SE.2023.2748

hasonl6 tanulmanyok raadasul nem képesek szamszeriisiteni a betegségben szenveddk és
kornyezetik személyes megpréobaltatasait €s nehézségeit, a korképek tarsadalmi
vonzatait: belathatd, milyen elképeszté mértékii szocio-6kondmiai problémat jelentenek
ezek a betegségek (Pritchard és mtsai, 2013). Ezt felismerve, az elmult években korabban
soha nem tapasztalt mértékii anyagi és emberi er6forras lett a neurodegenerativ korképek
elsésorban, ¢€s szinte kizardlag az idegsejtekben (neuronokban) lezajlo valtozasokra
Osszpontositottak, és ezeket probaltak megeldzni, vagy visszaforditani. Ez a neuron-
centrikus hozzaallas azonban olyba tlinik, hogy nem vezet eredményre: a preklinikai
vizsgalatok soran igéretes, neuroprotekciot célzd terapias probalkozésok szinte Kivétel
nélkdl buknak el a klinikai probak soran olyan betegségek esetén, mint a stroke, vagy az
Alzheimer-kor (Anderson és mtsai, 2017; Hoyte és mtsai, 2004). Mindezen sikertelenség
arra utal, hogy egy radikalisan Uj megkdzelitésre van sziikség.

Az elmult évek kutatasi eredményei feltartak, hogy az idegrendszeri megbetegedések
kialakulasaban fontos szerepet jatszanak gyulladasos folyamatok (Ransohoff, 2016a). A
gyulladas szervezetiink azonnali valasza a karos elvaltozasokra, mely védi a szoveteket
¢s megteremti a gyogyulas megfeleld koriilményeit. A szervezet tobbi részétdl a vér-agy
gat Aaltal elzart kozponti idegrendszer gyulladasos folyamatainak legfontosabb
szabalyozOja a mikroglia (Ransohoff, 2016a; Streit és mtsai, 2004), amely az agy
velesziletett immunsejtjeként a karos behatasok elleni védekezés elsddleges ,,bastyaja”.
A mikroglia feladata a szdveti homeosztazis fenntartasa (Li és Barres, 2018), miikodésiik
megvaltozasa lényegében minden neuropatologiai korképben megfigyelhetd az akut
elvaltozasoktdl (pl. stroke, traumas sériilés) a kronikus megbetegedésekig (pl. Alzheimer-
kor, szklerdzis multiplex) (Depboylu és mtsai, 2012; Hong és mtsai, 2016; Karve és mtsali,
2016; Luo és mtsai, 2017; De Picker és mtsai, 2017; Salter és Stevens, 2017; Sandvig és
mtsai, 2018; Singhal és Baune, 2017; Wohleb, 2016; Zhao és mtsai, 2018a).

A szervezet velesziletett immunrendszerének tadmogatasa sikeresnek bizonyult az
onkoldgiaban, ugyanis az aktiv immunoterapia — mely soran a daganatos sejtek
immunsejtek altali felismerését és elpusztitasat segitjuk — valddi attorést jelentett a
daganatterapiaban (Morgan és mtsai, 2006; Restifo és mtsai, 2012). Meggy6z6désem

tehat, hogy az agyi immunfolyamatok, illetve a mikroglia-idegsejt kapcsolatok alaposabb
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megismerése kdzelebb vihet minket az idegrendszeri betegségek eredményes kezelésehez

¢s megeldzéséhez.

I.1. A mikroglia felfedezése

Az agy kutatasanak pionirjai kozul az egyik legnagyobb hatast kétségtelendl Santiago
Ramoén y Cajal munkéassdga keltette. A spanyol patologus az olasz Camillo Golgival
egyetemben feltarta, hogy az idegrendszert bonyolult és sajatos egységek, sejtek épitik
fel — kiilonb6z6 idegsejtekr6l készitett illusztracioi mind a mai napig tananyagként
szolgélnak (de Castro, 2019). A gliasejtekr6l szolo ismereteink sziildatyja azonban nem
6, hanem kései munkatarsa, egy masik spanyol patologus, Pio del Rio-Hortega, aki egy
addig ismeretlen — bar masok altal is dokumentalt, de pontosan elkuloniteni nem tudott —
sejttipust azonositott a kozponti idegrendszerbél készitett mintain alkalmazott, ezlst-
karbonat modszerrel (Sierra és mtsai, 2019). Az Uj sejttipust elnevezte mikroglianak, és
az 1910-es és ’20-as években kozolt tanulmanyaiban a kovetkezd megfigyeléseket
dokumentalta: (1) a mikroglia sejtek a fejlodés korai szakaszaban jelennek meg az
agyban, (2) ekkor amdboid alakjuk van, (3) mesodermalis eredetiiek és (4) a fejlodd erek
és fehérallomanyi strukturak mentén az agy minden régiojaba eljutnak. A feln6tt agyban
megfigyelte, hogy (5) a teljes kdzponti idegrendszert benépesitik, nagyjabdl homogén
eloszlasban, (6) minden egyes sejtnek latszolag sajat territériuma van, (7)
morfologiajukra ekkor mar kis sejttest és szdmtalan hosszu, veékony és eldgaz6 nydlvany
jellemzd, amely azonban (8) patologids koriilmények kozott megvaltozik, és ismét
amoéboid format 6lt. Szintén az 6 munkdjabol sejthetd, hogy ezek a sejtek képesek
vandorolni, osztodni és fagocitalni is (Kettenmann és mtsai, 2011; Sierra és mtsai, 2016,
2019). Bar ezen pontok tobbségét az évtizedek sordn szamos kutato és tanulmény vonta
kétségbe, megfigyelései jelenlegi tudasunk szerint mégis rendkivil pontosak és mind a
mai napig megalljak a helyiiket. S6t, olyannyira megeldzte a korat ezekkel a leirasokkal,
hogy a mikroglia-kutatas kovetkezé jelent6s mérfoldkovéig nagyjabol nyolcvan évnek
kellett eltelnie. Az in vivo képalkoto eljarasok elterjedésének kdszonhetéen, 2005-ben két
kutatdcsoport is egymastol fliggetleniil megmutatta, hogy a mikroglia sejtek a kozponti
idegrendszer sejtes elemei kdzll egyedilallé médon nem statikusak, hanem nyudlvanyaik
folyamatosan mozgasban vannak, Iényegében ,.,tapogatjak™ a kornyezetiiket (Davalos és

mtsai, 2005; Nimmerjahn és mtsai, 2005). Az is bebizonyosodott, hogy a mikroglia-
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nyulvanyok célzott mozgasra is képesek, ugyanis az idegsejtekb6l altalanos
veszélyjelzésként (,,danger signal”) felszabadul6 ATP-re (Rodrigues és mtsai, 2015)
rendkivil érzékenyen reagalnak, és ez a molekula kemoattraktansként vonzza a
mikroglia-nyulvanyokat (Davalos és mtsai, 2005).

A kovetkez6 alfejezetekben szeretném részletesen bemutatni a mikroglia eredetét, a
fejlodo és érett idegrendszerben betoltott szerepét mind fizioldgias, mind patologias
kortlmények kodzott, valamint az idegsejtekkel torténé kommunikaciojanak strukturalis

és funkcionalis alapjait.

1.2. A mikroglia eredete

A mikroglia fejlédéstani eredetének tisztazdsa hossza utat bejarva ért vissza a
kiindulopontra: mivel az idegrendszer egyéb sejtes elemei az idegsejtektél a
neuroendokrin sejteken at a gliasejtekig a kiilsé csiralemezbdl, vagyis az ektodermabol
eredeztethetéek (Stiles és Jernigan, 2010), ezért kézenfekvOnek tiint a gondolat, hogy ez
igaz kell legyen a mikrogliéara is. Hidba irta Pio del Rio-Hortega, hogy az altala megfigyelt
gliasejtek mesodermalis eredetiiek, éveken keresztiil élt az a tévhit, hogy a mikroglia
sejtek szintén a neuroektodermabol szarmaznak (Fedoroff és mtsai, 1997). A tudomanyos
eszkoztar fejlodésével azonban sikeriilt mara minden kétséget kizardan bizonyitani, hogy
a mikroglia a tobbi makrofag funkcioval rendelkezé sejthez hasonléan valoban
extraembrionalis mezoderma eredetii (Ginhoux és mtsai, 2010; Gomez Perdiguero €s
mtsai, 2015). Az erythro-myeloid sejtvonalhoz tartozast erdsitik azok a megfigyelések is,
melyeket Pu.l génkiltott egerekben végeztek: a Pu.l a hemopoetikus sejtek
differenciaciojahoz elengedhetetlen transzkripcios faktor (Kastner és Chan, 2008),
amelynek hianyaban testszerte hianyoznak a monocytak valamint a szoveti makrofagok,
kodztik a mikroglia is (Goldmann és mtsai, 2016; Kierdorf és mtsai, 2013; Schulz és mtsai,
2012).

A fejl6dd idegrendszer teriiletét a mikroglia az egyedfejlddés nagyon korai fazisdban
kolonizalja: egérben az embrionalis 9. napon mar megtalalhatoak az agyban ezek a sejtek,
mig embereknél az 5. gesztacids héten jelennek meg (Ginhoux és mtsai, 2010; Verney és
mtsai, 2010). Korai jelenlétiikb6l adodoan a formalodé idegrendszerben iranyitjak és
szabalyozzak a kiilonb6z6 progenitor sejtek osztodasat, vandorlasat és funkciojat, kivétel

nélkidl hozzajarulva a neuro-, a glio- és az angiogenezis folyamataihoz (Bilimoria és
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Stevens, 2015; Erblich és mtsai, 2011; Mosser és mtsai, 2017; Reemst és mtsai, 2016;
Rymo és mtsai, 2011; Shigemoto-Mogami és mtsai, 2014). Az erekbél kilépd, améboid
mikroglia sejtek a fejlodés korai szakaszaban tangencialis, majd radidlis iranyban
mozognak, és intenziv proliferacio soran az embrionalis fejlodés befejezte elott elérik a
felnott egyedekben jellemz6 sejtszamot és elhelyezkedést (Monier és mtsai, 2007,
Navascués és mtsai, 2000; Nikodemova és mtsai, 2015; Verney és mtsai, 2010).
Agyteriilettdl fliggéen a mikroglia sejtek nagyfoku heterogenitast mutatnak: mind az
idegsejtekhez viszonyitott aranyuk, mind a transzkriptomikai profiljuk eltérd régionként
— ez utobbit nagyreszt az egyes sejtek mikrokdrnyezete alakitja ki (Bottcher és mtsai,
2019; Grabert és mtsai, 2016; Hammond és mtsai, 2019; Sankowski és mtsai, 2019). A
szervezet egyéb szoveti makrofagjaitol eltéré modon, abban a vér-agy gat altal elzart
kilonleges kornyezetben, amit a kézponti idegrendszer jelent, a mikroglia populacidja
Onfenntarté és nem kap utdnpotlast a vérkeringésben jelenlévé immunsejtektol. A
nagyjabol allando6 sejtszamot a mikroglia proliferacids és apoptotikus egyensulya tartja
fent (Askew és mtsai, 2017; Huang és mtsai, 2018). Ebben a folyamatban kiemelt szerepet
kap a CSF-1 receptor (CSF1R): ez a fehérje a kdzponti idegrendszerben kizarolag a
mikroglian talalhato meg (Erblich és mtsai, 2011), eés konstitutiv aktivacidja
elengedhetetlen a mikroglialis populacio fenntartdsdhoz (Elmore és mtsai, 2014; Gomez-
Nicola és mtsai, 2013; Olmos-Alonso és mtsai, 2016). Ennek ékes bizonyitékaként a
CSF1R farmakologias gatlasa (PLX3397 vagy PLX5622 segitsegével, Plexxikon Inc.)
harom hét alatt az agyi mikroglia 98 szazalékanak eltiinésével jar (Cserép, Pdsfai és mtsai,
2020; Szalay és mtsai, 2016). Tovabbi bizonyitékként a homozigéta CSF1R-mutans
zebrahalak és ragcsalok nem rendelkeznek mikrogliaval (Oosterhof és mtsai, 2019). A
CSFIR miikodési zavaranak hatasat emberben is megfigyelték: a biallélikus CSF1R-
mutacidval rendelkez6 csecsemd komoly agyi fejléddési zavarokkal jott vilagra, és 1 éves
kora eldtt elhunyt. A post mortem vizsgéalatok a mikroglia teljes hianyat mutattak ki az
agyaban (Oosterhof és mtsai, 2019). Szintén CSF1R mutécio eredménye egy progressziv
neuroldgiai korkép, a felnéttkori leukoenkefalopatia (ALSP), amely sorén fokalis 1ézidk
alakulnak ki az agyban, melyet mikroglialis miikodési zavar és funkciovesztés kisér

(Kempthorne és mtsai, 2020; Oyanagi es mtsai, 2017).
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1.3. A mikroglia szerepe a fejlodé idegrendszerben

Az egeszséges és funkciondlni képes kodzponti idegrendszer komplexitdsat még
megbecsulni is nehéz, ha tudjuk, hogy az emberi agyban becslések szerint kortlbelul 85
milliard idegsejt van (Herculano-Houzel, 2009), melyek mindegyike akéar tobbezer
szinapszist létesit mas sejtekkel (a szinapszisok becsiilt szama 10 nagysagrendii), egyes
sejtek dendrithalozata pedig akar a sejttest atméréjének Otszazszorosat meghaladd
tavolsagra is kiterjedhet, sejttipustol fiiggben tobbszaz elagazassal (Brown és mtsai,
2008). A gliasejtek szama nagyjabdl a neuronok szamaval egyenlé (Herculano-Houzel,
2009), és ezt a rengeteg sejtet hatékonyan ellatni képes érhaldzatra is sziikség van.
Kdnnyen belathatd, hogy ez az dsszetett rendszer csak szigorlan szabalyozott keretek
kozott alakulhat ki, és a kutatdsi eredmények alapjan ebben kiemelt szerepe van a

mikroglianak.

1.3.1. A mikroglia hatdsa az erek és a gliasejtek fejlddésére

Ahogy az el6z6 fejezetben emlitettem, a mikroglia a kdzponti idegrendszer sejtes elemei
koziil els6ként kolonizalja a fejlodo agy teriiletét, ahol mind az érhaldzat kialakuldsaban,
mind a sejtek kozti megfeleld Osszekottetések 1étrejottében, mind az ideg- és gliasejtek
szamanak és elhelyezkedésének szabalyozasaban kiemelt szerepet tolt be. Az el6bbire
fontos bizonyitékul szolgéltak azok a vizsgalatok, amelyekben szoros dsszefliggést
figyeltek meg a mikroglia intrauterin fejlédés soran végzett vandorlési Utvonala, és az
érsarjadzas kozott (Monier és mtsai, 2007; Rigato és mtsai, 2011). Ez a kapcsolat szintén
megfigyelhetd a korai posztnatalis iddszakban, az agykéreg felsdbb rétegeiben (Arnoux
és mtsai, 2013). Szintén a mikroglia érfejlédésre gyakorolt hatasat bizonyitja, hogy in
vitro kisérletekben mikroglia sejtek, vagy mikroglialis eredetli mediatorokat tartalmazo
médium hozzaadasa értenyészethez fokozza az Gj erek képzédését (Rymo és mtsai, 2011).
Tovabba ha a mikroglia sejtek szama zavart szenved a fejlodé idegrendszerben (pl. Pu.1
génkilitott allatokban, ahol teljesen hianyoznak a szdveti makrofagok), az egerek agyi
érrendszere alulfejlett marad (Arnold és Betsholtz, 2013; Mosser és mtsai, 2017).

A gliogenezisre is jelentés hatast gyakorol a mikroglia: a kozel teljes mikroglia-hianyt
okoz6 CSF1R génkiltott egerekben megndvekedett szamd asztrocita, ellenben
lecsokkent mennyiségli oligodendrocita sejt talalhatd az agykéregben (Erblich és mtsai,
2011), mig ezzel 6sszhangban egy masik tanulmanyban azt is bizonyitottak, hogy korai
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posztnatélis korban a mikroglia serkenti az oligodendrogliogenezist a szubventrikularis
zénaban (Shigemoto-Mogami és mtsai, 2014). A mikroglia jelenlétének serkenté hatasat

az asztrocitak keletkezésére sejtkultiraban igazoltdk (Reemst és mtsai, 2016).

1.3.2. A mikroglia hatasa az idegsejtek fejlodésére

Az idegrendszer fejlédésének korai szakaszaban az idegsejtek dendritjei és axonjai a
sejttestbdl kezdenek kinyulni, majd ezt kovetden meghatarozott iranyban novekszenek,
hogy végil ezen nyulvanyokon keresztiil, szinapszisok segitségével kommunikalni
legyenek képesek egymaéssal a neuronok (Bystron és mtsai, 2008; Huttenlocher és
Dabholkar, 1997). Az axonok nodvekedésének iranyitdsdban aktivan részt vesz a
mikroglia, hiszen nagy mennyiségben figyelheté meg az axonlis nyulvanyelagazasoknal
(Squarzoni és mtsai, 2014), mikroglia hidnyaban pedig az agyféltekék Kkozti
kommunikaci6 legfontosabb fehérallomanyi utvonala, a corpus callosum fejléddése is
zavart szenved (Pont-Lezica és mtsai, 2014). A karosodott, vagy hibasan kifejlodott
axonok eltavolitasa és reorganizacidja is mikroglialis feladat (Dalmau és mtsai, 1998), és
a gyors ingeriiletvezetést lehetdvé tevd myelinizacid hibatlan miikodése is mikroglialis
ellendrzés alatt all (Lloyd és mtsai, 2017).

A mikroglia fejlodésben betoltott funkcidi kozil a legnagyobb tudomanyos irodalma
kétségtelenul a szinaptikus kapcsolatok kialakulasara, plaszticitdsara és szamuk
szabalyzésara gyakorolt hatasnak van (Wu és mtsai, 2015). A fejlédés soran a feln6tt
agyban megfigyelhet6 szinapszismennyiségnél I1ényegesen tobb szinaptikus kapcsolat jon
létre a fejlodo idegsejtek kozott, amelyek koziil a hibas, vagy nem hasznalt szinapszisok
eliminécidra kerlilnek (Craik és Bialystok, 2006). Ezen folyamatok szabalyzasaban is
kdzponti szerepet jatszik a mikroglia: mind az (j szinapszisok keletkezeésében (Lim és
mtsai, 2013), mind a létszamon feluli szinapszisok aktivitas-fiiggd eliminaciojaban zavar
kovetkezik be (Schafer és mtsai, 2012) a mikroglia miitkdésének defektusa esetén. A
kdzvetlen, szinaptikus profilokat érinté mikroglia-neuron kapcsolat 1étrejotte a fejlédo
egér primer szomatoszenzoros kéregben szinapszisok kialakulasat indukalja a kapcsolat
helyén, mikézben a mikroglia genetikai modszerekkel torténd deplécidjanak
eredményeképpen kevesebb dendrittiiske és kevesebb funkciondlni képes serkentd
szinapszis alakul ki a fejlédés soran, valamint szelektiven csokken az agykérgi sejtrétegek

kozotti konnektivitas (Miyamoto és mtsai, 2016).
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Az egészségesen fejlodé idegrendszerben az idegsejtek végsé szdmanak kialakuldsa
nagyrészt a sziileté és a programozott sejthalalon ates6é neuronok szamatol és aranyatol

crcr

fligg. A mikroglia hozzdjarul a prekurzor sejtek megfeleld6 migraciojahoz,
tamogatja a fejlédo neuronok tulélését (Bilimoria és Stevens, 2015). Ez utdbbi feladatuk
a korai posztnatalis fejlédés soran is kiemelt jelent6ségii, ugyanis az agykéreg 6todik
rétegében talalhatd idegsejteknek sziikséguk van a mikroglia jelenlétére a tuléléshez
(Ueno és mtsai, 2013). A fejlédés soran lejatszodd programozott idegsejthalal
folyamat&nak mikroglia-fligg6ségét szamos fajban és agytertlleten kimutattdk mar, igy
csirke retindban, patkdny gerincvel6ben, patkdny, valamint egér Kisagyban,
hippokampuszban és kéregben is (Erblich és mtsai, 2011; Frade és Barde, 1998; Marin-
Teva és mtsai, 2004; Perez-Pouchoulen és mtsai, 2015; Sedel, 2004; Wakselman és mtsai,
2008).

Ezekbdl is lathato, hogy a mikroglia joval t6bb, mint egy immunsejt — a fejlédés soran

betoltott komplex szabalyzo szerepe felndttkorban tovabbi elemekkel boviil.

1.4. A mikroglia szerepe a felndtt idegrendszerben

1.4.1. Mikroglia szerepe fizioldgias koriilmények kozott

A 20. szdzadban a mikrogliara vonatkozé megfigyelések szinte kivétel nélkil a patoldgias
kortlmények kozott megvaltozott — reaktiv (,,activated”) &llapotnak nevezett —
morfologidra fokuszaltak. Specifikus mikroglia-markerek és célzott, sejtszintl
manipuléacios technikdk hianyaban nem derult fény arra, hogy a mikroglia fiziologias
kortlmények kozott is fontos szereppel bir. EbbSl a szempontbdl az attorést az €16
allatokban 2-foton mikroszkoppal tett megfigyelések jelentették, amelyek feltartak, hogy
az addig ,,nyugvo”-ként jellemzett, fiziologias mikroglia vékony nyulvanyai folyamatos
mozgashan vannak, latszolag a kornyezetiikben 1évé sejteket ¢és érszakaszokat
,tapogatjak” (Nimmerjahn és mtsai, 2005). Ezzel dsszhangban fény derdilt ra, hogy a
szoveti sériilés, ¢és az akar ennek hatdsara, akar kiilsd beavatkozasra a sejtkozti térben
megjelend nagy mennyiségiit ATP magahoz vonzza a mikroglia-nyulvanyokat (Davalos
és mtsai, 2005). A nyulvanyok mozgékonysagan tul arra is van bizonyiték, hogy a
mikroglia sejtek korilbelll 10%-anak a sejtteste is folyamatos, lassu mozgasban van (Eyo
és mtsai, 2018). A kétféle mozgas sebességében azonban tébb nagysagrendbeli kiilénbség
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figyelhet6 meg, ugyanis mig a nytlvanyok percenként atlagosan 10-20 pum-t — kivételes
esetben akér 80 um-t is —megtesznek, addig a sejttestek fizioldgids kortilmények kdzott
minddssze korllbelll napi 1 um-t vandorolnak (Cserép, Pdsfai és mtsai, 2020; Eyo és
mtsai, 2018; Sipe és mtsai, 2016).

A mindezidaig kvazi allandonak, sejtszintli valtozasra csak nagyon korlatozottan
képesnek gondolt idegrendszerben egy dinamikusan mozgoé sejt jelentette Ujdonsag
értelemszertien nagyfoku érdekldédésre tartott szamot, és a mikrogliaval kapcsolatos
ismereteink sebesen béviiltek. Az elmult masfél évtized kutatasai ravilagitottak, hogy a
mikroglidnak — a zebrahalaktol a féemlésokig — fontos homeosztatikus szerepe van a
kdzponti idegrendszerben, és feladatainak sora messze tulmutat a patologias agensekkel
szembeni védekezésen (Kierdorf és Prinz, 2017; Pésfai és mtsai, 2019).

A fejlédé idegrendszerhez hasonléan a mikroglia a felndtt egyedekben is hozzajarul a
neurogenezis eldsegitéséhez, szabalyozasahoz és fenntartasahoz. In vitro kisérletek soran
megfigyelték, hogy a mikroglia sejtkultirardl gytjtott feliiliszé serkenti az Gssejtek
proliferaciojat és neuronalis differenciaciojat (Walton és mtsai, 2006). A
hippokampuszban zajlé felnéttkori neurogenezis serkentése szintén mikroglia-fliggének
bizonyult (Ziv és mtsai, 2006), mint ahogy az itt sziilet6 sejtek talélése, integracioja a
neurondlis haldzatba, valamint a szlletés utdn apoptotizalo, szamfeletti idegsejtek
szovetbdl torténd eltavolitasa is (Sierra és mtsai, 2010; Song és mtsai, 2012). Ez ut6bbi
folyamattal kapcsolatban a mikroglidnak még egy fontos szabalyzé szerepe is van,
ugyanis a fagocital6 mikrogliabol szekretalt anyagok lassitjak az Uj sejtek keletkezését,
azaz jelzik a szervezetnek, hogy mar igy is keletkeztek létszdmfeletti idegsejtek (Diaz-
Aparicio és mtsai, 2020).

idegsejtek kozti informacidatadast, mégpedig a szinaptikus kapcsolatok modulaciojaval.
A szinapszisok koriilményekhez alkalmazkodo keletkezése €s eltlinése, méretiiknek €s
receptortartalmuknak a dinamikus valtozésa — az un. szinaptikus plaszticitas — az idegi
folyamatok hibatlan miikodésének alappillére, a magasabb kognitiv folyamatok
elengedhetetlen feltétele (Citri és Malenka, 2008). A mikroglia fontos szerepet jatszik a
feln6ttkori reaktiv szinaptogenezisben (Bessis s mtsai, 2007), valamint a nem hasznalt,
vagy hibas szinapszisok eliminacidjaban (Jung és Chung, 2018; Tremblay és mtsai, 2010)

— ez utobbi folyamatot leginkébb a preszinaptikus idegvégzddések trogocitdzissal torténd
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bekebelezésével hajtjak végre (Weinhard és mtsai, 2018). A memdrianyomok
rogzilésének alapjaul szolgalo szinaptikus plaszticitas szabalyzasaban is kiemelt szerepe
van a mikroglidnak, hiszen a hippokampalis hosszUtavu potenciacié (long-term
potentiation, LTP) folyamata soran is megfigyelték a mikroglia dinamikajanak és
szlikségesek a homeosztatikus szinaptikus sulyozas (synaptic scaling) zavartalan
miikodéséhez (Stellwagen és Malenka, 2006), képesek a glutamaterg jelatvitelben
kiemelt szerepet betolt6 NMDA receptorok miikodését nagymértékben meghatarozo
glicin-kot6 alegységének modulalasara (Hayashi és mtsai, 2006), a szinaptikus AMPA
receptorok szamanak befolyasolasara (Beattie és mtsai, 2002), valamint a neuronalis CI -
grédiens befolyasolasara is (Coull és mtsai, 2005; Tsuda és mtsai, 2010), amely az

idegsejtek ingerelhetdségét hatarozza meg.

1.4.2. Mikroglia szerepe patolégias koriilmények kozott

Ha pusztan azt figyelembe vessziik, hogy milyen alapvetd élettani folyamatokat
szabalyoz a mikroglia az egészséges idegrendszerben, cseppet sem meglepd, hogy
szerepét kiemelt figyelem 6vezi neuropatoldgias folyamatokban is. Karos behatast
észlelve a mikroglia transzkripciés és morfoldgiai valtozdson megy keresztil: a
fiziologias korlilmények kozott Kis sejttesttel és szamos hosszu, vékony nyulvannyal
jellemezheto sejtek lekerekednek, nyulvanyaik visszahuzodnak €s megduzzadnak, a sejt
Osszességében egy amdboid format vesz fel (Davalos és mtsai, 2005; Kreutzberg, 1996).
Ezt a patologias koriilmények kozott megjelend morfologiat mar del Rio Hortega is
megfigyelte (Sierra és mtsai, 2016). Ebben az &llapotban a mikroglianak megné a
fagocitotikus kapacitasa is, és gyulladasos faktorok termelésébe kezd (Gehrmann és
mtsai, 1995; Neumann és mtsai, 2008). A mikroglia morfologiai valtozasaval
parhuzamosan a transzkriptom valtozasa is megfigyelhet6 mind akut-, mind pedig
krénikus patoldgias korilmények kdzott, illetve az 6regedés soran is (Gonzalez-Pena és
mtsai, 2016; McCarthy és mtsai, 2018; Pan és mtsai, 2020; Sousa és mtsai, 2018).

Immunsejtként a mikroglia szamos velesziletett és adaptiv receptorral rendelkezik, igy
mintazatfelismerd receptorokkal, komplement receptorokkal, Fc receptorokkal, stb.,
melyek segitségével a kornyezetében megjelend patogének, molekuldk és metabolitok

rendkiviil hatékony érzékelése valik lehetévé (Fuller és mtsai, 2014; Kigerl es mtsai,
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2014; Schmid és mtsai, 2002; Veerhuis és mtsai, 2011). A koriilményektdl fiiggéen a
mikroglia képes pro- (pl. interleukin-1p, IL-6, IL-8, TNF-a), illetve anti-inflammatorikus
(pl. TGF-B, IL-10, IL-1Ra) citokinek szekréciojara, melyek kdlcséndsen preciz
szabalyozéasa szlikséges a gyulladas kontrollalt keretek kdzott tartdsdhoz (Cherry és mtsai,
2014; Kim és Joh, 2006). A folyamatok egyensulyanak megbomlasa, vagy a gyulladast
Kivaltd faktor perzisztalo jelenléte kronikus gyulladashoz vezethet, amely az agyi
homeosztazis zavarat valtja ki.

A kozponti idegrendszerben zajlé gyulladasos folyamatok szerepe a leggyakoribb
neuropatoldgiai korképekben az utdbbi évek soran bizonyitést nyert (Chen és mtsai, 2016;
Guzman-Martinez és mtsai, 2019; Salter és Stevens, 2017). Az agyi gyulladasos
folyamatok, és a neuroinflammaécio legfontosabb sejtes mediatoranak szamitdé mikroglia
transzkripcidés ¢€s/vagy morfologiai valtozdsa megfigyelhetd fertdézéses eredetii
korképekben (pl. encephalitisben, meningitisben, prionbetegségben), neurodegenerativ
betegségekben (pl. Alzheimer-kérban, Parkinson-kérban, szklerdzis multiplexben
,amiotroéfias lateralszklerdzisban), valamint traumas agysérulésben és stroke-ot kovetéen
is (Aguzzi és Zhu, 2017; Doens és Fernandez, 2014; Geloso és mtsai, 2017; Loane és
Byrnes, 2010; Long-Smith és mtsai, 2009; Napoli és Neumann, 2010; Prokop és mtsali,
2013; Rock és mtsai, 2004; Sargsyan és mtsai, 2005; Thameem Dheen és mtsai, 2007;
Yenari és mtsai, 2010). A legtobb korképben azonban nem tisztazott, hogy a mikroglialis
valtozas egy reakcio a bekovetkezo patologias folyamatokra, avagy részben éppen annak

okozoja.

1.5. A mikroglia-neuron kommunikécié formai

A mikroglia fiziol6gias allapotban, illetve patoldgias folyamatok soran is képes szamtalan
miikddését, a sejtkozti térben, illetve a liquorba jutva hatdsukat a szekrécid helyétdl
nagyobb tavolsagra is képesek kifejteni. Mindemellett a mikroglia szamos
neurotranszmitterre és neuromodulatoros anyagra érzékeny a membranjaban talalhatd
receptorai segitségével — tobbek kozott glutamat-, GABA-, acetil-kolin-, purin-,
katekolamin-, opioid- és hisztamin-receptorokkal is rendelkezik (Biber és mtsai, 2001;
Dobrenis és mtsai, 1995; Ferreira és mtsai, 2012; Gottlieb és Matute, 1997; James és Bultt,
2002; Kuhn és mtsai, 2004; Pocock és Kettenmann, 2007; Shytle és mtsai, 2004; Tanaka
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és mtsai, 2002). Ezaltal a mikroglia és a neuronok tobb kiilonb6z6 utvonalon képesek
befolyasolni egymas miikodését, mind kozvetett, mind kdzvetlen modon, membran-

membran kapcsolatokon keresztil.

1.5.1. A mikroglia és az idegsejtek kozti kozvetett interakciok

A mikroglia és a neuronok mas sejteken, vagy akéar szerveken, szervrendszereken kifejtett
hatasukkal is kzvetlen modon befolyasoljak egymas miikodését (1. abra). Igy példaul a
szabalyozott humoralis-, mind neuronalis eredeti metabolitok, mikdzben a periférias
idegek ¢és a gerincvel6i neuronok szabalyozzak a mikroglia miikodését (Benakis és mtsai,
2020; Sharon és mtsai, 2016; Thion és mtsai, 2018). Az agyi érhalozat miikédésének
valtozdsa — amelynek fontos szabalyzoja a mikroglia (Csaszar és mtsai, 2022) — és a
mikroglia magasabb aktivitasa is zavarokat okozhat a bélfléraban, amely valtozasok
befolyasoljak a kozponti idegrendszer neuronjainak miikodését (Ma és mtsai, 2019;
Sharma és mtsai, 2019; Singh és mtsai, 2016). Ugyanigy a gasztrointesztinalis dysbiosis
hatassal van a szervezetben lejatsz6dd gyulladasos folyamatokra, amelyek kdzismerten
befolyasoljak a mikroglia miikodését (Dantzer és mtsai, 2008; Gyoneva és mtsai, 2014;
Streit és mtsai, 2004).

A kozponti idegrendszer sejtes elemei is szerepet jatszhatnak kozvetitoként a mikroglia-
neuron koélcsonhatasban (1. abra). Az asztrocita sejtek példaul szorosan egyiittmiikodnek
mind neuronokkal, mind mikrogliaval, és egymas mitkodését kolcsondsen befolyasoljak:
a neuronok metabolitokat cserélnek asztrocitakkal (Roman és mtsai, 2021; Roosterman
és S. Cottrell, 2020; Zulfigar és mtsai, 2019), mikdzben a mikroglia-asztrocita kapcsolat
kiemelten fontos mind fejlédésben (Vainchtein és Molofsky, 2020), mind a szinaptikus
mitkodés szabalyzasaban (Schafer és mtsai, 2013). Az asztrocita is képes befolyasolni a
masik két sejttipust, tobbek kozott az ion-haztartas szabalyozasaval (Allen és Eroglu,
2017; Matejuk és Ransohoff, 2020). A neurovaszkularis egységben idegsejtek, mikro- és
makrogliasejtek, pericitak, simaizomsejtek és endothel sejtek szabalyozzak szoros
egytttmiikodésben az agyi ereket, és Osszetett moédon egymast is (Haruwaka és mtsai,
2019; Zhao és mtsai, 2018b). Patologias koriilmények kozott a kdzponti idegrendszer
parenchymajaban periférids immunsejtek jelennek meg, amelyeknek mind a bearamlasat,

mind a miikodését a mikroglia szabalyozza (Fekete és mtsai, 2018; Otxoa-de-Amezaga
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és mtsai, 2019; Unger és mtsai, 2018), mikdzben az immunsejtek altal kivalasztott
mediatorok (pl. citokinek) nagymértékben befolydsoljak az idegsejtek miikodését
(Filiano és mtsai, 2017; Gadani és mtsai, 2015; Ortega és mtsai, 2020).

Szolubilis faktorok utjan, kozvetitd sejtek és kozvetlen membrankapcsolat nélkiil is
létrejohet mikroglia-neuron kommunikacié (1. &bra). Ez a fajta informacioatvitel
nagyobb tavolsagra 1évo €s nagyobb szamu célsejtre lehet hatassal, cserébe mind térben,
mind id6ében kevésbé precizen szabalyozhato, mint a kozvetlen membrankapcsolatokon
keresztiil zajlo kommunikacio. A neuronalis mitkodést bizonyitottan szabalyozzak olyan
mikroglialis eredetli metabolitok, mint az agyi eredetli ndvekedési faktor (brain-derived
neurotrophic factor, BDNF), az interleukin (IL)-10, az IL-1B, és a tumor nekrozis faktor
alfa (TNF-a) (Beattie és mtsai, 2002; Coull és mtsai, 2005; Hewett és mtsai, 2012; Huang
és mtsai, 2011; Lim és mtsai, 2013; Olmos és Lladd, 2014; Parkhurst és mtsai, 2013;
Pereira és mtsai, 2015). A masik iranyd kommunikaciot példaul az idegsejtekbdl
szarmazo purin-szarmazékok és a glutamat biztositja, amelyek a mikrogliat befolyasoljak
(Davalos és mtsai, 2005; Dissing-Olesen és mtsai, 2014; Eyo és mtsai, 2014; Fontainhas
és mtsai, 2011). Termeszetesen ily mddon kialakulhatnak visszacsatolasi korok: a
kdzelmultban dertlt fény ra, hogy a neuronokbol felszabaduld ATP hatéaséara a mikroglia
adenozint termel, amely visszahat a neuronalis aktivitasra (Badimon és mtsai, 2020).
Ezek a felsorolt kommunikacios Utvonalak természetesen egymassal 6tvozve, sszetett
maodon befolyasolhatjdk populacios szinten mind az idegsejtek, mind a mikroglia

mukodését.
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Koézvetett mikroglia-idegsejt kapcsolatok spektruma

Periféria Koézponti idegrendszer
Szervek, szervrendszerek Mas sejtek Szolubilis faktorok
kézvetitéseével kézvetitésével kézvetitéseével

stisztemas | | infitralo
kélcsonhatasok | | | immunsejtek

Jd U

( Tavolsag: m - cm ) (Ta’volség: cm - mm) (Tévolség: cm - pm)

1. Abra. Az idegsejtek és a mikroglia kozti kétiranylG kommunikéacié kozvetett
mddjai. Az informaciocsere a mikroglia és az idegsejtek kozo6tt szamos kdzvetett médon
torténhet meg: periférias szervek és szervrendszerek kozvetitésével, a kozponti
idegrendszer mas sejtes elemein keresztil, vagy szolubilis faktorok segitsegével.
[Atdolgozva: (Cserép és mtsai, 2021a)]

1.5.2. A mikroglia és az idegsejtek kozti kozvetlen interakciék, membran-membran

kapcsolatok

Az €16 szervezetben a sejtek kozti kommunikacio legprecizebb mddja a kozvetlen
membrankapcsolatokon keresztiil valosulhat meg. Itt az informacidcsere térben és iddben
rendkiviili moédon szabélyozhat6, ami a hatalmas szamu sejt harmonikus egylittmitkddése
szempontjabdl elengedhetetlen. Igy bar az eddig felsorolt mikroglia-neuron
kolcsonhatasok is mind fontos szerepet jatszanak a két sejttipus kapcsolatadban, a
legvalosziniibb, hogy a mikroglia éltal befolyéasolt 1étfontossdgu neuronélis folyamatok
szabalyzasahoz kozvetlen membran-membran kapcsolatnak kell kialakulnia a sejtek
kozott, amelyben ingeriiletatvivé anyagok, ionok, membrankotott receptorok vagy egyéb
integrans membranfehérjék segitségével fejthetik ki egymasra gyakorolt hatdsukat a
sejtek.

A neuronok a leginkdbb Osszetett morfologiaval rendelkezd sejtek, amelyeket
nagymértéki polarizacié €s komplex nyulvanyrendszer jellemez (Misgeld eés Schwarz,

2017). Bar széleskérben megszokott az idegsejtekre mint merev, allando egységekre
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gondolni, a sejtek egyes alegységei nagyfokd funkciondlis autonémiaval mitkodnek, és a
sejttest kivételével a neuron részei plasztikusak (Donato és mtsai, 2019). A fehérjek
transzlacidja nem csak a szomatikus régioban torténhet meg, hanem a tavolabb 1évo
dendritekben és axonvégzddésekben is (Biever es mtsai, 2019; Cioni és mtsai, 2018). Ez
a jelenség — egyutt a nydlvanyokban talalhaté mitokondriumok plaszticitasaval (Cogliati
és mtsai, 2016; Cserép és mtsai, 2018; Misgeld és Schwarz, 2017) — lehet6vé teszi, hogy
az idegsejtek egyes kompartmentumai gyorsan és fuggetlendl tudjanak alkalmazkodni a
lokalisan valtozo kortilményekhez.

A polarizalt idegsejt egyes részei mas-méas feladatok elvégzésére specializalodtak. A
szinapszisok és a dendritagak dinamikusan képesek valtozni a kornyezetiikbdl érkezd
behatasokra reagalva — a szinaptikus plaszticitas, az uj dendritagak képzédése, vagy akar
a dendrittliskék alaki véaltozasanak révén —, mikdzben ezen struktirak morfologiaja
alapvetden hatirozza meg az informacio terjedését (Harnett és mtsai, 2012; Holderith és
mtsai, 2012). A beérkez6 informacio optimalis zajsziirése, integralasa és a sejt kozponti
része felé torténd tovabbitasa mind a dendritek feladata (Bourne és Harris, 2008; Higley
és Sabatini, 2008; Rose eés Call, 1992; Terenzio és mtsai, 2017). Ekozben olyan
folyamatok, amelyek transzkripcids valtozasokat igényelhetnek, mint példaul a
differenciacio, a migrécid, a metabolikus szabalyzas és a tulélés/sejthalal dontések a
sejtmag elhelyezkedése miatt a sejttesthez kothetéek (Aarum és mtsai, 2003; Hobert és
mtsai, 2010; Marin-Teva és mtsai, 2011; Sierra és mtsai, 2014; Ueno és mtsai, 2013). Az
informéacid tovabbitasa, az akcios potencidl generalasa és az ingeriletvezetés az axon
inicidlis szegmentum és az axon feladata (Bender és Trussell, 2012; Clark és mtsai, 2009;
Debanne és mtsai, 2011; Huang és Rasband, 2018; Leterrier, 2018; Salzer, 2003;
Suminaite és mtsai, 2019).

Mivel az itt felsorolt neurondlis funkciok koziil kivétel nélkiil mindrdl bebizonyosodott
mar, hogy a mikroglia valamilyen modon hatassal van ra, igy kézenfekvOnek tiinik a
gondolat, hogy az adott folyamatot lokalisan, az adott idegsejt-kompartmentummal
kialakitott kapcsolaton keresztll szabalyozzak a mikroglia-nyulvanyok (2. abra). Ezzel
Osszhangban nagyjabol egy évtizeddel ezel6tt leirasra keriilt a mikroglia-nyulvanyok és
a szinapszisokat kialakito axonterminalisok, valamint poszt-szinaptikus struktirak kozti
kdzvetlen membran-membran kapcsolat (Tremblay és mtsai, 2010; Wake és mtsai, 2009).

Nagyon fontos kiemelni, hogy a fénymikroszképpal kozvetlen kapcsolatnak latszo
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appoziciok nem minden esetben jelentik azt, hogy a membréanok érintkeznek is, ahogy az
egy 2018-as tanulményban éppen a mikroglia-szinapszis kapcsolat esetében elegéans
bizonyitast nyert (Weinhard és mtsai, 2018). A mikroglia-nyulvanyok és a dendritek kozti
kapcsolat in vivo két-foton mikroszkdppal vizsgalva 5-10 percig figyelheté meg (Wake
és mtsai, 2009), kialakulasuk fligg az adott szinapszis aktivitasatol (Akiyoshi és mtsai,
2018), és a mikroglia-nyllvanyok a dendriteket érintve Uj dendrittiskék kialakulasat
indukaljak (Miyamoto és mtsai, 2016). Szamos molekula szerepe felvetddott ebben a
tipusu kapcsolatban, azonban a legtdbb esetében nem all rendelkezésre nagyfelbontasu
anatémiai bizonyiték ezeknek a kapcsolatban valo elhelyezkedésére. Az idegsejtek
membranjaban talalhaté annexin V és foszfatidil-szerin biztosan szerepet jatszik a
fejlédés soran a mikroglia altal végzett szinapszis eltavolitasban (Scott-Hewitt és mtsai,
2020), ahogyan a fraktalkin-fraktalkin receptor (CX3CL1-CX3CR1) tengely és a
komplementrendszer egyes tagjai (C1qg, C3) is (Hoshiko és mtsai, 2012; Paolicelli és
mtsai, 2011; Schafer és mtsai, 2012; Zhan és mtsai, 2014). Fontos szerep jut tovabba a
szinapszisok szabalyozasaban a mikroglia membranban talalhaté integrineknek és TAM
receptoroknak (Nonaka és Nakanishi, 2019), valamint az ugyancsak membrankotott,
szinapszisok kozelében elhelyezkedd (Shatz, 2009) MHC-I szekvenciék is valoszinileg
az Oket felismerni képes mikroglia kozbenjardsaval szabalyozzédk a szinaptikus
plaszticitast és eliminaciot (EImer és mtsai, 2013; Goddard és mtsai, 2007; Lee é€s mtsali,
2014). Szintén komoly funkcionalis hatdasa van a szinaptikus mikddésekre — pl. a
szinaptikus plaszticitasra és a posztszinaptikus potencialvaltozasokra — olyan mikroglialis
mediatoroknak, mint a BDNF, a TNF-o, az IL-1§ és az IL-33, amelyek nem
membrankotottek, de elképzelhetd, hogy specifikusan, lokalisan szabadulnak fel a
kozvetlen kapcsolat 1étrejottét kovetden (Clark és mtsai, 2015; Nguyen és mtsai, 2020;
Pascual és mtsai, 2012; Stellwagen és Malenka, 2006; Zhou és mtsai, 2019).

Az idegvégzédések mellett a mikroglia-nydlvanyok az axonok més szakaszaival is
képesek kapcsolatot kialakitani, igy példaul az axon inicialis szegmens régiéval (2. bra)
(Baalman és mtsai, 2015). Ez a specialis ioncsatorna-osszetétellel jellemezheto része az
idegsejteknek felelGs az akcios potencial kialakitaséért (Bender és Trussell, 2012; Kole
és mtsai, 2008). A mikroglia-nyulvanyok kozvetlenul befolyasoljak az axonok élettanat
a fejlodés kezdetétdl a kifejlett idegrendszeren keresztul egészen a patoldgiés allapotokig:

a kozvetlen mikroglialis kontaktus gatolja a fejlodé axonok novekedését (Kitayama és
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mtsai, 2011), irdnyitja a névekedését (Squarzoni és mtsai, 2014), a mar fejlett, hiperaktiv
axonok repolarizaciojat segiti (Kato és mtsai, 2016), és hozzjarul a sérilt axonok
remyelinizacidjahoz, vagy eltavolitasahoz (Lloyd és Miron, 2019; Neumann és mtsali,
2008). Mind felnoétt, egészséges egerek agyaban (Cserép és mtsai, 2021a), mind traumas
behatast kovetéen (Benusa és Lafrenaye, 2020) rendelkezésre all elektronmikroszkdpos
bizonyiték a kozvetlen membran-membran kapcsolatrol mikroglia-nydlvanyok és
neuronalis axonok kozétt, azonban a sejtek kozti interakcioban szerepet jatszo molekulak

nem ismertek.

i
_Kompartment-fiiggé
n_éuronélis folyamatok:

Szinaptogenezis

< » Szinaptikus plaszticitas

Szinapszis eliminacié

Dendritagak
kialakulasa

;Jelintegrécié

§
Neuronalis tulélés/
- sejthalal

/:"//‘Sejtaktivitas
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szabalyzasa

. Neuronalis prekurzorok
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differenciacidja

Metabolikus szabalyzas

Genetikai szabalyzas

Axon inicialis szegmens
e
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2. Abra. Kompartment-fiiggé neuronilis folyamatok és a szakirodalombél ismert
kozvetlen mikroglia-idegsejt membrankapcsolatok. Az abra jobb oldalan olyan,
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neuronalis kompartmentekhez kothetd folyamatok vannak felsorolva, melyek
szabalyzasaban a mikroglia részt vesz. A, Konfokalis felvételen egy mikroglia-nydlvany
(CX3CR1:tdTomato, piros) kapcsolata lathatd egy neuron dendritjével (Thyl:EGFP,
z6ld), azonban az elektronmikroszkopos kép bizonyitja, hogy kdzvetlen kapcsolat nem
jott 1étre — ezek a felvételek bizonyitjak, hogy a membréankapcsolat létrejotte kizarolag
elektronmikroszkdpos képalkotassal igazolhato. B, Transzmisszios
elektronmikroszkdppal készilt képen egy olyan mikroglia-nyulvany lathaté (m — Ibal,
sotét DAB-csapadék), amely egy szinapszis mind pre-, mind poszt-szinaptikus oldalahoz
kozvetlenil hozzaér. C, Konfokélis felvételeken mikroglia-nyulvanyokat (CX3CR1-
GFP, okker) figyelhetiink meg pre- és posztszinaptikus markerek altal azonositott
GABA-erg (vezikularis GABA transzporter — piros, gephyrin — kék), valamint
glutamaterg (vezikularis glutamat transzporter-1 — ciankék, Homerl — magenta)
szinapszisok kozvetlen szomszédsagaban. Az elektronmikroszkopos felvételen a sotét
DAB-csapadékkal jel6lt mikroglia-nyulvany (Ibal, m) kézvetlen kapcsolatot alakit ki egy
dendrittorzzsel (d, magenta alszinezés), valamint egy preszinaptikus idegsejtvégzddéssel
(b, ciankék alszinezés). D, Konfokalis felvételen mikroglia-nyalvanyok (P2Y12R, sarga)
figyelhetéek meg, amelyek egy neuron axon inicialis szegmensét (Ankyrin-G, piros)
veszik koril. A nyilak potencidlis kapcsolodasi pontokra mutatnak. A transzmisszios
elektronmikroszkopos felvételeken lathaté a kdzvetlen kapcsolat, ami egy mikroglia-
nyulvany (Ibal-DAB-csapadék, sarga alszinezes) és az axon inicialis szegmens (piros
alszinezés) kozott alakul ki. A fekete nyilak az AlS-re jellemzé membrén-alatti
megnovekedett denzitasra mutatnak. [Atdolgozva: (Cserép és mtsai, 2021a)]

A szomatikus régidhoz kothetd neurondlis funkcidk a legjobban a sejttesttel kialakitott
kapcsolaton keresztill szabalyozhatdk. Egérben in vivo megfigyelések tamasztjak ald,
hogy a mikroglia-nyulvanyok fizioldgias kérilmenyek kézott megkozelitik az idegsejtek
sejttestét (Nimmerjahn és mtsai, 2005). Ugyan patoldgias kortlmények kozott ismert,
hogy a mikroglia-nyulvanyok eltavolitjdk a neuronok sejttestére érkez6, foként
hiperpolarizal6 hatasa idegsejtvégzidéseket (Kettenmann és mtsai, 2013; Trapp és mtsai,
2007; Tremblay és mtsai, 2010), ez nem magyarazza meg, hogy az egészséges
idegrendszerben mieért kdzeliti meg a mikroglia az idegsejtek szomatikus régidjat. Egér
akut agyszeletekben és é16 zebrahalak idegrendszerében az is megfigyelhetd, hogy azt
kovetden, hogy mikroglia-nytlvanyok kozelitenek meg egy hiperaktiv neuron sejttestet,
azoknak csokken az aktivitdsa (Eyo és mtsai, 2014; Li és mtsai, 2012), és ehhez a
hatashoz funkcionalis NMDA receptorokra van sziikség (Dissing-Olesen és mtsai, 2014;
Eyo és mtsai, 2014). A mikroglia teljes eliminalasa, vagy egyes mikroglialis receptorok
(CX3CR1, P2Y12R) szelektiv manipulalasa olyan sejttesthez kotheté neurondlis
folyamatokban idéz elé valtozast a fejl6do idegrendszerben mint a sejtdifferenciacio, -
migracid, apoptozis, felnéttkorban pedig a sziileté neuronok integracidja az

idegsejthaldzatba, az ischemidat, illetve kronikus neuropathiat kovet6 neuronalis aktivitas,

26



DOI:10.14753/SE.2023.2748

illetve a ronamok induklta neurogenezis (Aarum és mtsai, 2003; Bilimoria és Stevens,
2015; Erblich és mtsai, 2011; Gu és mtsai, 2016; Kettenmann és mtsai, 2013; Mo es mtsai,
2019; Sellner és mtsai, 2016; Sierra és mtsai, 2010; Szalay és mtsai, 2016; Ueno es mtsai,
2013; VanRyzin és mtsai, 2019). Annak ellenére azonban, hogy ennyi alapvetd
milkodése, az  egyetlen elektronmikroszkdpos  bizonyitétk a  kozvetlen
membrankapcsolatra a zebrahal koztiagyanak egy Kis részletébdl szarmazik: a zebrahalak
vizudlis ingereket feldolgozé agyi régidjaban a mikroglia szorosan korbe van véve idegi
sejttestekkel, igy a mikroglia-nydlvanyok — akér okkal, akér véletlenil — a neuronokhoz

szorosan hozzéasimulva futnak (Li és mtsai, 2012).

1.6. A P2Y12 receptor kiemelt jelentosége a mikrogliélis fiziolégiaban

A purinerg nukleotidok és azok szarmazékai jol ismert energiaraktarozoi funkciojuk
mellett fontos hirvivé szerepet is betoltenek a szervezetben (Burnstock, 2020; Huang és
mtsai, 2021). A koOzponti idegrendszerben ezen metabolitokat érzékelni képes
receptorfehérjéket klasszikusan két nagy csoportba szokas sorolni: a P1 receptorok {6
aktivatora az extracellularis adenozin, mig a P2 receptorok az adenin- és uracil-
nukleotidokra érzékenyebbek (Burnstock, 2018). Az utobbi csoportba tartozo fehérjéket
tovabb lehet osztani kétfelé aszerint, hogy ioncsatorna funkcidval rendelkeznek, vagy G-
fehérje kapcsolt modon fejtik ki hatasukat. igy beszélhetiink P2X ionotrop-, és P2Y
metabotrop receptorcsaladokrél (Jacobson és mtsai, 2020; Jarvis és Khakh, 2009). Az
eml6sok szervezetében 8 kiilonboz6 P2Y receptor talalhato meg (von Kiigelgen, 2021),
melyek kozil a mikroglidban nagy mennyiségben a P2Y2, P2Y6, P2Y12 és P2Y13
receptorok fejezédnek ki (Kettenmann és mtsai, 2011). A P2Y12 receptor (P2Y12R)
terapias szempontbol kiemelt jelentéséggel birhat, mivel a kdzponti idegrendszerben
kizardlag a mikroglidban talalhatbak meg (Butovsky és mtsai, 2014; Zhang és mtsai,
2014). Emellett ez a receptor egyértelmiien megkiilonbozteti a mikroglidt a szervezet
egyéb makrofag-funkcioval bir6 immunsejtjeitdl, agyi régiotol flggetlendl, homogén
modon fejezddik ki a mikrogliaban és evoliciosan konzervalt, hiszen a ragcsaloktol
kezdve az emberekig megfigyelheté az expresszidja (Mildner és mtsai, 2017; Sasaki és
mtsai, 2003).
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A P2Y12R egy 7 transzmembran szakasszal rendelkez6 fehérje, melynek agonista-kotése
utén az intracellularis oldalon a Gi-fehérjéhez kapcsolddo szignalizécids kaszkad indul be
(Jacobson es mtsai, 2020). Az emberi szervezetben a legismertebb funkcidja, hogy a
gyogyszer van forgalomban, amely a P2Y12R gatldsdval kivanja megelézni a
thrombotikus eseményeket, példaul koszorlUér-elzarodast kovetden. A leggyakrabban
hasznalt P2Y12R antagonistdk (pl. clopidogrel, ticagrelor, prasugrel) irreverzibilis
modon gatoljak a receptor miikodését (Schilling és mtsai, 2020). Ezek a hatéanyagok ép
vér-agy gat mellett nem kerllnek kapcsolatba a mikroglialis P2Y12R fehérjekkel,
azonban megmutatjék, hogy a receptor hatisosan és szelektiven manipulélhat6 terapias
celzattal.

A kozponti idegrendszerben a P2Y12R f6 agonistaja — a periféridhoz hasonloan — a
sejtekbdl felszabaduld6 ATP-b6l szOveti nukleotiddzok hatasara képz6dé ADP
(Hollopeter és mtsai, 2001). ATP kis mennyiségben a neuronok fiziologias aktivitasa
soran is kerul az extracellularis térbe membrancsatorndkon (connexineken,
pannexineken) keresztul, vagy vezikularis ton (Abbracchio és mtsai, 2009; Dahl, 2015;
Kato és mtsai, 2016; Moriyama és mtsai, 2017; Zimmermann és mtsai, 2012), ennél
azonban nagysagrendekkel toébb szabadul fel neuronalis sériilés soran (Farogi és mtsai,
2021; Volonte és mtsai, 2003). Bar ellentmondasosnak tlinhet, hogy vészhelyzetben az
idegsejtek az egyébként energiaforrasként szolgalé molekulat hasznaljak jelzésre,
azonban ez gazdasagosabb a sejt szempontjabdl, mint masféle transzmittermolekulakat
szintetizalni, és emellett szignalizécids célra a sejt teljes ATP-készletének csupan
elhanyagolhatd toredékét hasznaljdk fel (Dowdall és mtsai, 1974; Verkhratsky és
Burnstock, 2014).

A mikroglidban szamos jol dokumentalt szereppel bir ez a receptor. ldegszdveti (pl. 1ézer
indukalta, traumas) sériilés esetén a mikroglia-nyulvanyok célzott mozgast végeznek a
sérilés szinhelyére, amelynek feltétele az intakt P2Y12R funkci6 (Davalos és mtsai,
2005; Haynes és mtsai, 2006). Fiziologias koriilmények kozott ezen receptor miikodése
szabalyozza a dendritekkel valdé kapcsolat kialakulasat (Eyo és mtsai, 2015), és a
mikroglia szinaptikus plaszticitasra gyakorolt hatasat (Sipe és mtsai, 2016). Bar egyes
tanulmanyok szerint fizioldgias korulmények kozott sem a mikroglia morfologiajara, sem

a nyulvanyok mozgasara nincsen hatassal a receptor hianya (Madry és mtsai, 2018a; Sipe
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és mtsai, 2016), a patologias koriilmények kozott bekovetkezé mikroglidlis morfologiai
valtozés, valamint a pro-inflammatorikus citokinek termelése (a reaktiv allapotba ker(ilés)
nem kovetkezik be funkcionalis P2Y12R nélkul (Gu és mtsai, 2016; Jing és mtsai, 2019).
Ez a receptor szintén kulcsfontossaginak bizonyult a mikroglia neuroprotektiv
szerepének betoltéseben szamos patologias folyamatban, igy példaul stroke-ot kovetben,
neurotrop virusfertézés esetén, vagy komplex rohamokban (Fekete és mtsai, 2018; Lou
és mtsai, 2016; Wan és mtsai, 2020; Zrzavy és mtsai, 2018). Mivel a receptor expresszios
szintje a legtobb patoldgias esetben gyorsan csokken (Haynes és mtsai, 2006; Walker €s
mtsai, 2020), és a P2Y12R génkilitott allatok viselkedésbeli eltéréseket mutatnak
(Lowery és mtsai, 2021; Peng és mtsai, 2019), mégis az tlinik a legvaloszintibbnek, hogy
ezek a receptorfehérjék alapvetden hatarozzak meg a mikroglia mikodését es
homeosztatikus feladatanak ellatasat fizioldgias korilmények kozoétt is. A P2Y12R
funkcidjdnak megertése a mikroglia fiziologias folyamataiban elengedhetetlen ahhoz,
hogy terapias célpontként tekinthessiink erre a fehérjére kiilonbozé neuroldgiai

korkepekben.

1.7. Neuronalis sejtalkotok a mikroglia-idegsejt kommunikacié fényében

Bar a mikroglia-nyulvanyok és az idegsejtek szomatikus régidja kdzti kommunikacio
moédja nem ismert, a mikroglidlis szabalyzas alatt allénak bizonyult neurondlis
folyamatok természetéb6l kovetkeztethetiink néhany olyan sejtorganellumra és fehérjére,
amelyek az idegsejtek oldalardl részt vehetnek a kétféle sejttipus kozti kétiranyu

informacidcserében.

1.7.1. Exo- és endocitotikus apparatus

Mint méar korabban emlitettem, a mikrogliat mozgé nyulvanyai és megujulé populécioja
kival6an alkalmassa teszi, hogy a helyhez kotott, osztodasra képtelen neuronok nem
kivanatos anyagcsere-végtermékeit felvegye és elszallitsa. Az idegsejtekben az
endocitozissal felvett anyagok, a fagoszomakon keresztiil a lebontasra itélt anyagok,
valamint a szekréciora szant metabolitok mind a lizoszémaban gytilnek fel, ahonnan a
neuronban le nem bontott anyagok exocitézis Gtjan szabadulhatnak fel (Ferguson, 2019).
Ezen folyamat soran a lizoszomalis, vagy egyéb (pl. mitokondrialis) eredetii vezikulumok

a sejtmembranhoz kotott SNARE fehérjék rendszerének segitségével az extracellularis
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térbe Uritik tartalmukat (Buratta és mtsai, 2020; Rao és mtsai, 2004). Az agykeérgi
pramissejtek esetén ezeket a fehérjekomplexeket a sejtmembran Kitlintetett szakaszain
talalhatjuk meg, amelyekre jellemz6é a Kv2.1 ¢és Kv2.2 fehérjék klaszterezddése
(Feinshreiber és mtsai, 2009; Johnson és mtsai, 2019). Ezek a fehérjék a membranban
egyesével helyezkedve fesziiltségfiiggd K'-csatornaként a sejtek excitabilitasaért
felel6sek, klaszterekben helyezkedve azonban elveszitik K*-csatorna funkcidjukat
(Justice és mtsai, 2017). Ezen Kv-klaszterek rendkivil fontos membranrégiokat jelélnek
ki: a sejtek altal Gjonnan szintetizalt integrans membranfehérjék ezeken a teriileteken érik
el a sejtmembrant (Deutsch és mtsai, 2012), az exocitotikus apparatusba tartoz6 syntaxin
fehérje kotésével kijeldlik az exocitdzis helyszinét a membranban (Feinshreiber és mtsai,
2009; Singer-Lahat és mtsai, 2007), mikdzben a clathrin-fiiggé endocitézis tulnyomod
tobbsége is a Kv-klaszterek mentén zajlik le (Deutsch és mtsai, 2012). Mindezen
folyamatok alapjan elmondhatd, hogy a Kv-klaszterek rendkiviil fontos ,,csomopontot”
jelolnek az idegsejtek membranjaban, hiszen a sejtet elhagyo, a membranba beépiild és a
sejtbe endocitozissal bejutd molekulak jelentés hanyada keresztlilmennek ezen
membranszakaszokon, igy ezen régié megfigyelésével értékes informacid nyerhetd az
idegsejtek aktuélis metabolikus allapotardl, amely kulcsfontossagl a neurondlis

homeosztazis fenntartasahoz.

1.7.2. Mitokondriumok

A mitokondriumok kettds membrannal hatarolt sejtorganellumok. A belso,
invaginaciokkal rendelkezé membranjukban talalhatd fehérjék segitségével az oxidativ
foszforilaci6  folyamatan  keresztil a  bioldgiai  folyamatok  elsédleges
energiahordozojanak, az ATP-nek a termelését végzik (Valiente-Palleja és mtsai, 2022).
A mitokondriumok dinamikus modon tudnak alkalmazkodni a sejtek energiaigényéhez,
tobbek kozott az ATP-termelésben részt vevd fehérjék expresszios szintjének
modositasadval (Devin és Rigoulet, 2007), illetve az egyes mitokondriumok
morfoldgidjanak valtoztatasaval (Liesa és Shirihai, 2013). Ezen utobbi folyamat magaban
foglalja az egyes sejtorganellumok fuzidjat, illetve hasadasat (fisszidjat), amelyet
nagyban befolyasol a sejt tapanyagellatottsaga: boség esetén a mitokondriumok hasadasa

domindl, mig az éhezés és tapanyaghiany a fuzios folyamatokat indukéalja, amely
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hatékonyabb energiatermelést tesz lehetévé (Liesa és Shirihai, 2013; Rossignol és mtsai,
2004; Tondera és mtsai, 2009).

Kevésbé ismert azonban, hogy ezen sejtalkotok funkcidja Iényegesen sokrétiibb, mintsem
hogy kizérdlag ,,erémiivekként” gondoljunk rajuk: szamos jelatviteli és homeosztatikus
folyamat szabalyzéasa torténik a mitokondriumok &ltal, mint példaul az intracelluléris
kalcium-aramok modulalasa, a sejtek proliferaciojanak, morfololdgigjanak és
viabilitdsanak regulalasa (Chandel, 2014; Whelan és Zuckerbraun, 2013) — olyan
folyamatok, melyek a neuronok esetén legalabb részben mikroglialis befolyasolas ala
esnek. Emellett a mitokondriumok szintén kulcsfontossaguak lehetnek a mikroglia, mint
immunsejt felé torténé kommunikacidban, ugyanis szamos olyan metabolit termelése
zajlik ezekben a sejtorganellumokban, amelyet a mikroglia érzékelni képes, mint példaul
reaktiv oxigengyokok, ATP, vagy proapoptotikus agensek (Murphy, 2009; Ruprecht és
mtsai, 2019; Wang és Youle, 2009).

A sejtorganellumok kozil a mitokondriumok funkcionalis fliggetlenségiikkel is
kiemelkednek, ugyanis részben sajat oOrokitdanyaggal, mitokondrialis DNS-sel
rendelkeznek (Taanman, 1999; Wang és Bogenhagen, 2006), ezaltal a sejteket ér6 kiilsd
behatashoz gyorsabban képesek adaptalodni.

Szamos neuroldgiai korképben mutathaté ki mar a korai szakaszban a neuronalis
mitokondriumok megvaltozott mikodése, igy példaul Alzheimer-kérban, Parkinson-
korban, ALS-ben, valamint neuropszichiatriai betegségekben is (Cabral-Costa és
Kowaltowski, 2020; Mattson és mtsai, 2008). A mitokondrialis diszfunkcié kéroki
szerepei  kozott  felmerllhet a  mitokondridlis  membranok  megvéltozott
ateresztoképessége, az intracellularis ionhaztartds zavara, a pro-apoptotikus kaszkad
beinditasa, oxidativ stressz indukalasa, az energiatermelés zavara, illetve a mitofagia
beindulésa is (Norat és mtsai, 2020). Ezen folyamatokeért leggyakrabban a mitokondrialis
genomban bekdvetkez6 mutaciok felelések, melyek az Oregedés soran gyakrabban
figyelhetéek meg (Keogh és Chinnery, 2015; Taylor és Turnbull, 2005). A
mitokondriumok megvaltozott mitkdése patologias folyamatoknak, illetve a neuronok
karosodasanak korai indikatora lehet, melyet a homeosztazis fenntartasara torekvo

mikroglia érzékelhet a mitokondrialis eredetli metabolitok kozvetitésével.
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Osszességében elmondhaté, hogy a kozponti idegrendszerben a neuronok miikddéséhez
elengedhetetlenck a gliasejtek. A mikroglia az agy f6 immunsejtjeként szamos patologias
folyamatban jatszik kiemelt szerepet, emellett azonban a kézelmult kutatasai ramutattak,
hogy az ecgészséges idegrendszer milkodéséhez is clengedhetetlenek. Az agyban
egyedilalloan dinamikus mozgast végzé mikroglia-nyulvanyok az idegsejtek szamos
alegységével kozvetlen membrankapcsolatot létesitenek, melyek révén kiilonb6z6
neuronalis folyamatokat ellenériznek és modositanak. Ahhoz azonban, hogy hatékonyan
és precizen tudjanak beavatkozni a neuronok miikodésébe, 1éteznie kell egy eddig fel nem
tart kapcsolati felszinnek a mikroglia nydlvanyai és az idegsejtek sejtteste kozott,
amelyen keresztil a mikroglia érzekelheti a neuronalis eredetli szignalizacios
molekulékat, illetve kdzvetleniil modosithatja a neuronalis szomaban zajlé folyamatokat.
Tovabba érdemes lehet kozelebbrél megvizsgalni az egészséges idegrendszerben a
ellentmondas all fent a receptor fiziologias kortiilmények kozott megfigyelt nagymértéki
expresszids szintje, a patologias ingerekre adott korai mikroglialis valaszokban bet6ltott
kiemelt szerepe, valamint azon tudomanyos kdzlemények kdvetkeztetése kozott, amelyek

szerint a fiziologias agyban a P2Y12 receptor nincs hatassal a mikroglia miikodésére.
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Il. Célkituzések

A mikroglia a kdzponti idegrendszer rezidens immunsejtje, amely a gyakori neurologiai
korképek nagyon korai stadiumaban megvaltozott mitkodést mutat. Allapotuk jol korrelal
az agy gyulladasos folyamataival és a neuropatoldgiai korképek sulyossagaval, ezért
miikodésiik megértésével és az idegi folyamatokra gyakorolt hatasaik feltarasaval Uj
terdpids tavlatok nyilhatnak meg. A mikroglia szerepe a neurondlis folyamatok
szabalyozésdban az utdbbi évek soran egyre szélesebb korii bizonyitast nyert, és bar a
szakirodalom ismer kozvetett és kdzvetlen kommunikacids Utvonalakat is mikroglia és
neuronok kozott, ezek nem adnak kiclégité valaszt szamos, idegsejtekben lejatszodo

folyamat mikroglialis szabalyzasanak hatterére.
Kisérleteinkben ezért az alabbi kérdésekre kerestik a valaszt:

1. Létezik-e kdzvetlen membran-membran kapcsolat a mikroglia gyorsan mozgd
nyulvanyai, valamint az idegsejtek kdzponti, szomatikus kompartmentje k6z6tt?

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

3. Kilonbozik-e ez a kapcsolat a korabban megfigyelt mikroglia-neuron
kapcsolatoktdl?

4. Milyen a strukturdlis felépitése ezen kapcsolatoknak?

5. Milyen metabolitok atjan folyhat a szomatikus kapcsolaton keresztili
kommunikéacig?

6. Mi lehet ezen kapcsolat szerepe fizioldgias kdrulmények kozott, valamint akut agyi
sériilést kovetden?

7. Felelds lehet-e ez a kapcsolat a mikroglia neuronalis fejlédésre gyakorolt hatasaiért?

A purinerg P2Y12 receptor a kozponti idegrendszerben kizardlag a mikroglidban
fejez6dik ki, mikozben szisztémasan a vérlemezkék aggregaciojaban tolt be kdzponti
szerepet. Mivel a klinikumban szamos farmakon elérhetd, mely a P2Y12 receptort
gatolja, ezért szintén vizsgalni kivantuk,

8. Milyen hatassal van a P2Y12 receptor akut gatlasa, illetve genetikai hianya a

= sz
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I11. Mdodszerek

I11.1. Etikai allasfoglalas

Minden kisérletet a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet (KOKI) Intézeti Etikai
Koédexe és a kisérleti allatok védelmérdl szold hatalyos nemzeti és EU-s torvenyek
alapjan végeztik, melyek megfelelnek az Europai Kozosség altal 1986. november 24-én
elfogadott irdnyelvekkel (86/609/EEC), az allatok védelmér6l és kiméletérél szolo
hatalyos magyar torvénnyel (1998; XXVIII, 243/1998) és az intézeti Munkahelyi
Allatetikai Bizottsag elbirasaival. A KOKI Allatkisérleti Bizottsaga, az Allatkisérleti
Tudomanyos Etikai Tanacs és a Pest Megyei Kormanyhivatal a Kkisérleteket a
PE/EA/1021-7/2019, PE/EA/673-7/2019 szdmokon engedélyezte.

111.2. Allatok

Kisérleteinkhez minden esetben him, C57BI/6J egereket hasznaltunk fel, az adott
kisérletnek megfeleldé korcsoportbol. Fejlodéstani vizsgéalatainkhoz embrionalis
fejlédésiik 15. napjan jar6 (E15) embridkat, sziiletéstik utan 1 (P1), 8 (P8), ill. 15 napos
(P15) fiatal egereket, valamint 90 napos (P90) felnétt allatokat hasznaltunk.

A nem fejlédéstani kisérletekhez minden esetben 12-18 hetes, him egereket hasznaltunk.
Szamos mérésunket végeztik mikroglia-riporter allatok segitségével, amelyekben a
fraktalkin-receptort kddolo allélok kozul az egyiket zold fluoreszcens proteint kodold
szekvencia helyettesiti (CX3CR1®™*, mely 4llatok néstény C57Bl/6] [RRID:
IMSR_JAX:000664] és him CX3CR1GFP/6F"  [B6.129P2(Cg)-Cx3crltmilLitt/J,
RRID:IMSR_JAX:005582] egerek utodai; The Jackson Laboratory Bar Harbor, ME,
USA). A P2Y12 receptor kronikus hianyanak hatasait vizsgald6 méréseinkhez P2Y12
receptor génkiiitott, mikroglia-riporter allattorzset hasznaltunk (CX3CR1C6F*/P2Y 127 a
P2Y 127 egerek forrasa: [B6;129-P2ry12'™MiP%/H] Deltagen Inc., San Matteo, CA, USA).
Az egerek szabadon fértek hozza az ételhez és vizhez, tartdsuk szabalyozott fény-,

paratartalom- és hémérsékleti koriilmények kozott tortént.

111.3. 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
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elvéltozashoz nem kdothetd okbdl elhunyt paciensbdl vételeztiik. A stroke hatasat olyan
agyszoveten vizsgaltuk, amely két ndi (77 és 78 évesek), valamint egy férfi (66 éves),
arteria cerebri media érintettségli ischemids stroke-ot kovetden elhunyt paciensekbdl
(etikai ETT-TUKEB 62031/2015/EKU, 34/2016 és
31443/2011/EKU [518/P1/11]). A péciensek adatait az 1. Tablazat foglalja Gssze. A

szarmazik engedélyek:

szovetek kutatdsi célra torténd felhasznalasa és a vizsgalatokhoz sziikséges orvosi
adatokhoz valé hozzaferés tajékozott beleegyezés alapjan tortént. A szovetmintak

kezelése és felhasznalasa a Helsinki Nyilatkozattal 6sszhangban tortént.

1. Tablazat. A tanulmanyban szerepléo human paciensek adatai

) Stroke-ot
Péciens , Ismert ]
o Nem | Eletkor kovet6 _ A halal oka
azonositoja o komorbiditasok
taléles
) artérias hypertonia,
2011/0092 né 77 év 2 nap ) stroke
T2DM, hyperthyreosis
2003/0029 | férfi 66 év 1 nap artérias hypertonia stroke
2014/0050 né 78 év 1 nap ismeretlen stroke
nem ischemias )
SKO3 nd 59 év ] ) ) kardiogén sokk
alkalmazhato kardiomyopathia
nem - -y - 7 7 7 7
SKO13 nd 60 ev ] kronikus bronchitis légzésleallas
alkalmazhato
o ) nem atherosclerosis, o
SKO16 ferfi 73 év ) légzesleallas
alkalmazhato tidégyulladas

A nem-neuroldgiai okbdl elhunyt paciensek agya 3-5 éraval a halél beéllta utan kerlt
eltavolitasra. Az arteria vertebralis, valamint az arteria carotis interna erek kanulalasat
kovetden az agyak perfuzidja heparint tartalmazo fiziologias sooldattal (kb. 1,51 oldat 30
perc alatt), majd 4% paraformaldehidet, 0,05% glutaraldehidet és 0,2% pikrinsavat
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tartalmazo fixal6 oldattal (4-51 oldat 1,5-2 6ra alatt) tortént. A perfiziot kovetben az
agykérgi eés hippokampdlis régidkat tartalmaz6 szdvetdarabok glutaraldehid-mentes
fixalo oldatban voltak tartva tovabbi egy napig, majd 50um vastag metszeteket
készitettlink egy vibratdm segitségevel (VT1200S, Leica Biosystems, Deer Park, IL,
USA).

A stroke-ban elhunyt paciensek agya 10-15 éraval a halal beéllta utan kerlt eltavolitasra,
majd immerzids fixalast alkalmaztunk, 4% paraformaldehidet tartalmazé fixalo oldattal.
Az ¢érintett agykérgi teriiletekbol kivagott szovetdarabokat paraffinba dgyaztuk, majd
szankés mikrotom (SM2010R, Leica Biosystems) segitségével 6-8um vastag metszeteket
készitettunk.

111.4. In vivo beavatkozasok és mérések

111.4.1. A kisérletek sordn hasznalt plazmidok

pCAG-IRES-tDTomato: A pCAGIG plazmid (#11159 Addgene, Watertown, MA, USA)
GFP-polyA szakaszat kicseréltik tDTomato-polyA (Balla Gyula ajandéka, KOKI)
szakaszra, tompa végi ligacioval (pCAGIG:Pstl-BstXI, pcDNA3 — tDTomato: HindllI-
Pvull), az egyes szakaszok végén a tompa végek Ilétrehozdsa Klenow
emésztéssel/feltltéssel tortént.

Kv2.1-GFP: A citomegalovirus prométere mogé helyezett, teljes human Kv2.1, valamint
z6ld fluoreszcens proteint kodol6 szekvenciakat hordozé plazmidot Federico Sesti
készitette (CMV-hKv2.1-pEGFP-C1, #111538 Addgene) (Cserép, Pdsfai és mtsai, 2020).
DN-Kv2.1: Citomegalovirus promdter mogé helyezett sarga fluoreszcens fehérjével és
myc epitéppal ellatott Kv2.1 dominans negativ konstrukcié (CMV-DNKv2.1-YFP). A
patkdny Kv2.1 1-218. aminosavanak megfeleld, a fehérje N-terminalis és els6
transzmembran régidjat kodolo szekvencia 3’-végéhez a myc epitop lett hozzaadva, majd
ezt a konstrukciét a peEYFP-C1 polylinker BamHI-Xbal régidjaba illesztve a kapott
plazmid &ltal kddolt peptid a Kv2.1 fehérje fragmentalt formajéat fejezi ki, az N-végéhez
fazionalt YFP és a C-végehez fazionalt myc epitdppal (Cserép, Posfai és mtsai, 2020).

111.4.2. In utero elektroporacio

Nostény C57Bl1/6J  (RRID: IMSR_JAX:000664) egereket him homozigota
CX3CR1CFPGFP (B6.129P2(Cg)-Cx3critmiLitt/J, RRID:IMSR_JAX:005582) (Jung és
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mtsai, 2000) egerekkel kereszteztiink, majd a vemhes ndstények hasiiregét az embrionalis
fejlédés 14.5. napjan izofluran-anesztézidban megnyitottuk, a cornu uterit feltartuk. A
bejuttatni kivant expresszios pCAG-IRES-tDTomato vektorbol kb. 1ul-nyit (1ug/ul-es
oldatbol) endotoxin-mentes vizben feloldottunk, és Fast Green festékanyagot (1:10000)
adtunk hozza. Az igy kapott oldatot Uvegkapilléris segitségével az embriondlis
oldalkamrékba juttattuk. Az elektroporéciohoz az In Utero Electroporator SP-3c
(Supertech, London, Egyesult Kiralysag) eszkoz segitsegével 5x50V pulzusokat
alkalmaztunk, egyenként 50ms ideig, 950ms-os intervallumokkal. Az elektroporacio utan
a cornu uterit visszahelyeztik a hasuregbe, a sebet az izomfalak és a bor 6ltésével zartuk,

majd az embridk természetes Uton jottek vilagra.

111.4.3. In vivo mtéti, farmakoldgiai és kemogenetikus kezelések

111.4.3.1. Experimentalis stroke

Az egyoldali arteria cerebri media elzarast intraluminalis filamentum technikaval
hajtottuk végre (Denes és mtsai, 2010). Az egereket izoflurdnnal altattuk, majd a nyaki
régid kipreparalasa utan a bal oldali arteria carotis communison keresztil behelyeztiink
egy szilikon-bevonatd monofilamentumot (210-230um hegyatmérd, Doccol, Sharon,
MA, USA), majd az arteria carotis internan keresztiil egészen az arteria cerebri mediaig
vezetve elzértuk azt 30-45 percen keresztil. A sikeres okkluziot Iézer Doppler (Moor
Instruments, Axminster, Egyesiilt Kirdlysag) segitségével igazoltuk. A mitét soran az
allatok maghdmeérsékletét végig 37+0,5 °C-on tartottuk egy melegitdpad segitségével. A
vizsgalatba bevonds soran a kovetkezd kizdrasi kritériumokat alkalmaztuk: kevesebb

mint 70%-os keringéscsokkenés, verzés, 24 éran bellli elhaldlozas.

111.4.3.2. Kranialis ablak miitét

Az egereket ehhez a beavatkozashoz fentanyllal (100-200ul) altattuk. A 3mm atmér6ji
kranidlis ablakot a bal agyfélteke primer szomatoszenzoros kérgi és szupplementer
motoros kérgi teriletei felett nyitottuk (az ablak kdzéppontja a Bregmatdl szamitva
lateralis irdnyban 3mm-re, posterior iranyban 2mme-re volt), a dura matert intaktan
hagyva. A koponyacsont egy részének eltivolitasa utan egy 3-, illetve egy 5Smm atméréjt
koralaku, egymashoz ragasztott iiveg fedélemezt helyeztiink a dura mater felszinére, majd

Vetbond (3M, Two Harbors, MN, USA) szOvetragasztoval rogzitettiik. Ezutan egy
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egyedi, fémbdl késziilt befogot (Femtonics Ltd., Budapest) erdsitettiink az iiveglemez

koré orvosi cement felhasznélasaval.

111.4.3.3. Mikroglia deplécid

A szelektiv és szinte teljeskorti mikroglia eliminacioét a mikroglia fennmaradasahoz
elengedhetetlen CSF1 receptor szelektiv antagonistajaval érhetjik el. PLX5622-t
tartalmazo tapot (Plexxikon Inc., South San Francisco, CA, USA; 1200mg PLX5622 1kg
tapban) etetve C57BI/6J egerekben 3 hét alatt a mikroglia koriilbeliil 96 szazaléka eltiinik
a kozponti idegrendszerb6l (Fekete és mtsai, 2018; Szalay és mtsai, 2016). A droggal
etetett allatok nem depletalt alomtarsai ezalatt a 3 hét alatt 6sszetételében azonos kontroll
tapot kaptak.

111.4.3.4. Akut P2Y12 receptor gatlas

A P2Y12 receptor akut centralis gatldsanak hatasat célzd vizsgalatainkban az egerek
cisterna magna-jaba Uvegkapillarissal juttattunk 0,6mg/ttkg dozisu (térzsoldat 3mg/ml),
fizioldgias sooldatban oldott szelektiv P2Y12 receptor antagonistat, PSB0739-t (#3983
Tocris, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) (Hoffmann és mtsai, 2009), illetve a
kontroll kisérletekben azonos térfogatt fizioldgias séoldatot. A beadott oldatok agyi
mikroszkopos mérések kezdete el6tt, 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 reperfluzio kezdetekor kaptak
az egerek a PSB0739-¢t.

111.4.3.5. Kemogenetikus kisérletek

Az idegsejtek kemogenetikus aktivacios kisérleteihez CX3CR1°FP* egerek neokortexébe
0,1pl-nyi AVV8-pAAV-hSyn-HA-hM3D(Gq)-MCherry (#50474 Addgene) konstrukciot
injektaltunk. Az adeno-asszocialt virus alap vektor hatadsara azokban az idegsejtekben,
amelyekbe bejutott a kemogenetikus konstrukcio, piros fluoreszcens fehérje (mCherry)
termel6dott, valamint egy Gq fehérje-kapcsolt, 7-transzmembran szakasszal rendelkezo,
specidlis droggal (clozapin-N-oxid, CNO) aktivalhaté receptor fejez6dott ki (Armbruster

és mtsai, 2007). 3 héttel a vektor beadasa utan az egerek intraperitonedlis (ip) fizioldgias
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sooldat- (kontroll), vagy CNO-injekciot (0,1 mg/ml) kaptak, amely aktivalja a bejuttatott
sor, hogy a megndvekedett sejtaktivitds hatasara termelédott cFos fehérje szintje

elérhesse a maximumot.

111.4.3.6. Diazoxid hatasanak vizsgélata

A diazoxid mitokondriumok membranjaban talalhat6 ATP-szenzitiv kalium-csatornak
megnyitasaval csokkenti az ischemias mitokondrium-karosodas mertéket (Korge és
mtsai, 2002; Ozcan és mtsai, 2001). Megvizsgaltuk a hatasat ischemias stroke-ot
kovetben: az okklazidt kovetden, kdzvetlenll az arteria cerebri media Gjbdli szabadda
tétele, vagyis a reperfuzid megkezdése elétt az egerek egy adagban, 10mg/ttkg ip
injekcioban kaptak diazoxidot (#D9035 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 0,4%
DMSO-ba és 0,01 M NaOH-oldatba beoldva).

111.4.3.7. Neurondlis kalcium mérések

Az idegsejtek aktivitasat stroke-ot kdveto reperfuzio soran in vivo 2-foton mikroszkoppal
végeztilk, fluoreszcens Ca?*-szenzor segitségével. Ehhez a kisérletsorozathoz a vad
tipusu C57BI/6J egerek agykérgébe 200nl-nyi AAV1.Syn.GCaMP6fWPRE.SV40
(#100837 Addgene) vektort injektaltunk (vegkapillaris segitségével, 200-300um
mélységben. A beadés a Bregmatol szdmitva laterdlis iranyban 1,5mm-re, és posterior
irdnyban 1,2mme-re tortént. A kranialis ablak miitétre, valamint a rezonans moédban

készitett 2-foton mikroszkopos képalkotasra a beadast kovetd 3. héten kertilt sor.

111.4.4. In vivo 2-foton mikroszkdpia

A méréseinkhez egy Femto2D-DualScanhead mikroszképot (Femtonics Ltd.) és egy
Chameleon Discovery hangolhat6 Iézerrendszert (Coherent, Santa Clara, CA, USA)
hasznaltunk. A vizsgalatokhoz a lézert 920nm-es hullamhosszra allitottuk, mely
egyidejiileg képes gerjeszteni mindegyik altalunk megfigyelni kivant fluoreszcens
fehérjet (GFP, GCaMP6f, tdTomato). A fluoreszcens jel detektalasahoz egy Nikon 18x
viz-immerzids objektivet hasznaltunk, a kepalkotast és exportalast a MES szoftverrel

=77
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fentanyllal ~ végeztik, amely nincs szignifikans hatdssal a  mikroglialis
nyulvanydinamikéara (Cserép, Pdsfai és mtsai, 2020).

111.4.4.1. Mikroglia-neuron kapcsolatok élettartamanak mérése

A mikroglia-neuron kapcsolatok vizsgalatahoz in utero tdTomato elektroporalt,
CX3CR1CFP"* egerek agykérgi teriileteit figyeltiik meg 2-foton mikroszkop segitségével
in vivo — ezekben az &llatokban a tdTomato-pozitiv idegsejteket piros, a mikrogliat z6ld
tartomanyba esO fotonok segitségével észlelhetjiik. A mikroszkop segitségével, Galvano
szkenner hasznalataval az agyfelszint6l 200um mélységben, 25um-es térfogatokrol
készitettlink felvételeket, S5um-enként és két és fél percenként, 167nm/px felbontés
mellett. Az elkészilt 4 dimenziés képsorozatokat a nyilt forraskddu Fiji szoftver

(imagej.net/Fiji) Manual Tracking nevii pluginjével analizaltuk.

111.4.4.2. Neurondlis kalcium-mérés

A penumbra régioban, ischemids stroke-ot koveté reperfuzido soran bekovetkezd
neurondlis Ca-véltozdsokat GCaMP6f és in vivo 2-foton mikroszkdp segitségével
vizsgaltuk. A reperfazié kezdetétdl folyamatos felvételt készitettiink allatonként egyetlen
rétegbdl, rezonans modban, 32,75 Hz-es frekvenciaval. A GCaMP6f-fel toltott sejtek
intenzitasgorbéjét a MES szoftverrel exportaltuk, az adatelemzést sajat fliggvények
segitségével Microsoft Excel szoftverrel végeztik.

111.4.4.3. Mikroglia-nyalvanymotilitas mérés

A P2Y12 receptor mikroglia-nyulvanymotilitdsban betoltott szerepét P2Y 12 kompetens,
mikroglia riporter CX3CR1C% ™ és P2Y 12 génkilitott, CX3CR1™* x P2Y 12" mikroglia

riporter egerek segitségével, in vivo 2-foton mikroszképiaval vizsgaltuk. Az anesztézia

crer
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tartalmud oldatot injektaltunk, a bérmetszést bezartuk. A képalkotas soran 15um vastag,
240x240um alapteriiletli szoveti térfogatot vizsgaltunk, percenkénti mintavételezéssel, a
képsikok kozott 3um lépessel, 0,48um/px felbontés mellett. Az elkésziilt 4 dimenzios
képsorozatokat a Fiji szoftver Manual Tracking nevii pluginjével analizaltuk, az

adatelemzést sajat flggvények segitségével Microsoft Excel szoftverrel végeztik. A
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méréshol kizartuk azokat a nyulvanyokat, amelyeket nem tudtunk legaldbb 30 percen

keresztul kovetni.

111.4.4.4. Mozgasi index (surveillance score)

A mozgasi index egy olyan paraméter, amellyel a mikroglia-nyalvanyok fiziologias
monitorozé mozgasat jellemezhetjiik, 0-3 kozti intervallumon tetszéleges pontértéket
vehet fel. Szamitésa soran figyelembe vettik az egyes nyulvanyok altal bejart territorium
nagysagat, a leghosszabb iranyitott (egy iranyba torténé folyamatos) mozgasuk alatt
megtett tavolsagot, valamint azt, hogy a vizsgalt id6tartam mekkora hanyadaban
mozogtak kiemelt sebességgel (50nm/s-nal gyorsabban). Mindharom paramétert
normalizaltuk a mérés soran kapott maximalis értékekre, igy mindegyik paraméter

esetében 0-1 pont kozti értéket kapott egy-egy nyulvany.

111.5. Hisztologia

Az Allatokat izofluran belélegeztetésével elaltattuk, majd termindlis anesztéziat
indukaltunk a hastiregbe adott altaté keverék befecskendezésével (0,1-0,2ml), mely
20mg/ml ketamint, 4mg/ml xylazin-hidrokloridot tartalmazott fizioldgias séoldatban. Az
egereket transzkardialisan perfundaltuk egy percig fizioldgias soéoldattal, majd huszonot-
harminc percig 4% frissen beoldott paraformaldehidet tartalmazé fixalo oldattal, ezt
kovetden pedig 0,1 molos foszfat-pufferel (0,1M PB) tiz percen keresztiil. A perflizié utan
az agyakat eltavolitottuk, majd a primer szomatoszenzoros kérget tartalmazo
szovetdarabokat vagtunk ki. Ezekbdl koronalis metszeteket készitettiink egy vibratom
segitségével (VT1200S, Leica), 0,1M PB-ben. A metszeteket puffer oldatban, 4°C-on
taroltuk, ha rovid idon beliil felhasznalasra keriiltek, és 30%-0s szacharoz-oldatban, -

80°C-on, ha hosszabb tarolasra volt sziikség.

111.6. Lézi6 méretének meghatarozasa

Az ischemiés stroke altal okozott 16zié méretét koronalis agymetszeteken, krezilibolya-
festés alkalmazéasaval hatdroztuk meg, 24 6ras reperfuzios idot kovetden. A nem festddo,
azaz elhalt teriiletek méretét allatonként 8 kiilonbozé korondlis sikban mértiik (a
Bregmatdl szamitva rostralis 2,9mm és caudalis 4,9mm kdzott), majd ezeket 6sszeadva

kaptuk meg a 1ézié méretét, amelyet a létrejott édéma méretével korrigaltunk.
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I11.7. Trifenil-tetrazolium-klorid (TTC) festés

Az ischemids 1ézi0 és a penumbra meghatarozasahoz fixalatlan agyszovetb6l Imm-es
metszeteket készitettiink, majd 1% 2,3,5-trifenil-tetrazolium-kloridot (TTC, Sigma-
Aldrich) tartalmazo foszfat pufferben inkubaltuk 37°C-os vizflirddben, 20 percen
keresztil. A TTC az aktiv mitokondrialis aktivitassal bird szovetrészeken voros szinii
trifenil-formazanna redukaldodik, mely szinreakcié lehetévé teszi az él6 és az elhalt
szoveti részek szabad szemmel torténd elkiilonitését (Goldlust és mtsai, 1996). A
mintakat ezutan 4% paraformaldehidet tartalmazo (0,1M PB) oldattal fixaltuk 24 6ran at

4°C-on, majd vibratdbmmal Gjrametszettik.

111.8. Egér szdveten végzett immunhisztokemia

111.8.1. SzovetelOkészités és fluoreszcens immunhisztokémia

A vibratdbmmal készitett 50um-es agymetszeteket 0,1M PB oldatban, majd tris-pufferelt
fiziologias séoldatban (TBS) razdkészilekre helyeztik, az oldatokat legalabb 5-szor
cseréltiik, és legalabb egy oran keresztiil mostuk at veliik a szovetmintakat. Ezt kdvetden
a metszeteket egy oran keresztll TBS-ben oldott 1%-0s human szérum albumin (HSA,
Sigma-Aldrich) oldattal blokkoltuk az aspecifikus antitestkotddés csokkentése
érdekében. A blokkold oldatba a HSA-n kivil 0,3% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
detergenst is tettiink, hogy segitsiik az antitest szdveti penetracidjat. Ezen Iépéseket
kovetden a metszeteket az els6dleges antitesteket tartalmazo TBS oldatban inkubaltuk 24
Oran at szobahOémérsékleten, vagy 48 oOran at 4°C-on. A nem Kkotédott elsédleges
antitesteket ezutdn OtszOri TBS-moséssal tavolitottuk el. A hasznalt elsédleges
antitesteket a 2. Tablazat, a masodlagos antitesteket a 3. Tablazat tartalmazza.
Fluoreszcens immunhisztokémiai jel6lés esetén a masodlagos, fluoroférral ellatott
antitesteket TBS oldatba helyeztiik, majd ebben inkubaltuk a mintainkat 24 oran
keresztiil. TBS, majd PB mosasokat kovetden amennyiben sejtmagjelolést is szerettlink
volna alkalmazni, a mintdkat PB-ben oldott DAPI-val (Sigma-Aldrich) kezeltiik, majd
PB-mosasok utan vagy Aqua-Poly/Mount-tal (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA)
fedtik, vagy 0,1 M PB-ben taroltuk a pufferben torténd képalkotasig.
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2. Tablazat. A Kkisérletekhez hasznalt elsddleges antitestek listaja.

Antigén Gazdaallat Koncentracio Forgalmazo Kataldégusszam
c-fos tengerimalac 1:500 Synaptic Systems 226 004
CD206 patkany 1:200 ADbD Serotec MCA2235

DCX egér 1:1000 Santa Cruz sc-271390
Gephyrin eger 1:500 Synaptic Systems 147 021
GFAP csirke 1:1000 Synaptic Systems 173 006
GFP csirke 1:2000 Invitrogen A10262
Homerl nyul 1:500 Synaptic Systems 160 003
Ibal kecske 1:500 Novushio NB100-1028
Ibal nyul 1:500 Wako Chemicals 019-19741
Ibal tengerimalac 1:500 Synaptic Systems 234 004
Kv2.1 egér 1:500 NeuroMab 75-014
Kv2.1 nyul 1:500 Synaptic Systems 231 002
Kv2.2 nyul 1:500 Synaptic Systems 231103
Lampl nyul 1:500 Abcam ab24170
NTPDasel nyul 1:500 Labome rN1-6L
P2Y12R nyul 1:2000 Anaspec AS-55042A
P2Y12R nydl 1:2000 Anaspec AS-55043A
PV kecske 1:2000 Swant PVG 213
PDGFR-p kecske 1:500 R&D Systems AF1042
PECAM patkany 1:500 BioLegend 102 501
RFP patkany 1:1000 ChromoTek 5f8-100
SMA egér 1:500 Abcam ab7817
SMI32 egér 1:500 Covance SMI-32P
TOM20 nyul 1:1000 Santa Cruz sc-11415
VGAT tengerimalac 1:500 Synaptic Systems 131 004
vGIuT1 tengerimalac 1:1000 Millipore AB5905
vGLuUT3 tengerimalac 1:1000 Synaptic Systems 135204
vNUT tengerimalac 1:500 Millipore ABN83
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3. Tablazat. A kisérletekhez hasznalt masodlagos antitestek listaja.

Antitest Gazdaéllat | Koncentrécié | Forgalmazé | Katalégusszam
1.4 nm Nanogold®-Fab’
) ) kecske 1:100 Nanoprobes 2004
anti rabbit IgG
biotinilalt _
Szamar 1:500 BioRad 644008
anti-rabbit
DyL.ight 405
] Szamar 1:500 Jackson 715-475-150
anti-mouse
DyL.ight 405 ;
] ) Szamar 1:500 Jackson 711-475-152
anti-rabbit
DyL.ight 405 )
i Szamar 1:500 Jackson 712-476-150
anti-rat
Alexa 488
Szamar 1:500 Jackson 703-546-155
anti-chicken
Alexa 488
o ) Szamar 1:500 Jackson 706-546-148
anti-guinea pig
Alexa 488 )
) Szamar 1:500 Jackson 705-546-147
anti-goat
Alexa 488
) ) Szamar 1:500 Jackson 711-546-152
anti-rabbit
CF568 -
) Szamar 1:500 Biotium 20802
anti-mouse
Alexa 594 )
) szamar 1:500 LifeTech A11058
anti-goat
Alexa 594 )
o ) kecske 1:500 LifeTech A11076
anti-guinea pig
Alexa 594 .
) Szamar 1:500 LifeTech A21203
anti-mouse
Alexa 594
) ) Szamar 1:500 LifeTech A21207
anti-rabbit
Alexa 594 )
) szamar 1:500 Jackson 712-585-150
anti-rat
Alexa 647
] Szamar 1:500 Jackson 705-606-147
anti-goat
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Antitest Gazdaéllat | Koncentracio | Forgalmazé | Kataldgusszam
Alexa 647 ;
o ) Szamar 1:500 Jackson 706-606-148
anti-guinea pig
Alexa 647
] Szamar 1:500 Jackson 715-605-150
anti-mouse
Alexa 647 anti-rabbit Szamar 1:500 Jackson 711-605-152

111.8.2. Elektronmikroszkopos immunhisztokémia

Az elsddleges antitestek oldatdnak TBS-sel torténd cseréje utan, TBS-ben torténd ismételt
mosasokat kovetden a metszeteket egy oran keresztiil blokkolo oldattal (Gel-BS)
kezeltuk, mely 0,5% hidegvizi hal b6rébdl kivont zselatint (GE Healthcare, Chicago, IL,
USA) és 0,5% HSA-t tartalmaz, TBS-ben oldva. Ezutan a metszeteket 24 éran keresztil
az adott vizsgalatnak megfelel6en biotinilalt-, vagy aranyszemcse-konjugalt masodlagos
antitestek oldataval kezeltiuk, melyek Gel-BS-ben voltak higitva. Alapos TBS-ben és PB-
ben tortént mosasok utan az aranyszemcsék szovetbe rogzitése érdekében a mintainkat
2% glutaraldehidet tartalmazd PB-vel kezeltik 15 percen keresztil. A metszeteket
pufferoldatokkal mostuk at, majd TBS-ben és az antitest-kotott aranyszemcsek
intenzifikalasat el6készito oldattal kezeltiik (ECS, Aurion, Wageningen, Hollandia), majd
az immunarany jelolést ezilistozdoldat (SE-EM, Aurion) segitségével erdsitettiik fel 40-
60 percen keresztiil, szobahémérsékleten. Ezt kovetden TBS-ben higitott Elite ABC-vel
(1:300, Vector Laboratories, Burlingame, Egyesult Kiralysag) kezeltiik a mintakat egy
gjszakan keresztll. Ezutan TBS-ben és 7,6 pH-ju Tris-pufferben (TB) mostuk azokat,
majd az immunperoxiddz reakciot 3,3-diaminobenzidinnel (DAB, Sigma-Aldrich)
jelenitettiik meg. Ez a 1épés addig tartott, amig fénymikroszkoppal lathat6 médon meg
nem jelent a DAB a vizsgalni kivant strukturakban. Tovabbi mosasok utan a metszeteket
0,5%-0s ozmium-tetroxid oldattal kezeltiik 20 percen &t, majd felszall6 alkoholsorral,
illetve acetonitrillel viztelenitettlk, végll pedig epoxigyantaba (Durcupan ACM, Fluka,
Sigma-Aldrich) agyaztuk azokat. A viztelenités sordn a mintakat 1% uranil-acetatot
tartalmazd 70%-os etil-alkohol oldattal kontrasztoztuk 20 percen at. Az
elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a gyantaval atitatott metszeteket aluminiumbol
készitett ont6formakba helyeztiik, gyantat rétegeztiink rajuk, egy éjszakat allni hagytuk,

hogy a gyanta megfelelden atitathassa a szovetet, ezutan targylemezre szedtiik dket és
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lesulyozva 56°C-on Kkisutottik. A polimerizacid utdn hagyoméanyos transzmisszios
elektronmikroszkopiahoz 70, elektrontomogréafiahoz 150nm vastagsdgl metszeteket
készitettink egy EM UC6 ultramikrotom segitségével (Leica), majd a metszeteket

formvar-ral bevont, egynyilasu réz mintatartokra (gridekre) vettuk fel.

111.9. Konfokalis mikroszkopia

111.9.1. Képalkotas konfokélis 1ézer-pdsztazé mikroszkdppal

A fluorofér-konjugalt masodlagos antitestekkel kezelt mintaink konfokalis lézer-pasztazé
mikroszkopos vizsgalatat egy Nikon Eclipse Ti-E forditott mikroszkop (Nikon
Instruments Europe B.V., Amszterdam, Hollandia) segitségével vizsgaltuk. A
nagyfelbontasu képalkotashoz CFI Plan Apochromat VVC 60x olaj immerzios (numerikus
apertdra: 1,4) vagy CFIl Plan Apochromat VC 60x viz immerzios (numerikus apertdra:
1,2) objektivet és A1R konfokalis rendszert hasznaltunk. A gerjesztésre hasznalt lézerek
405, 488, 561 és 647nm hullamhossziak (CVI Melles Griot, Albuquerque, NM, USA).
A felvételek rogzitését és kezelését NIS Elements AR szoftverrel (Nikon Instruments
Europe B.V.), dekonvoluciéjat Huygens Professional szoftverrel (Scientific Volume
Imaging, Hilversum, Hollandia) végeztilk. Az esetleges torzitas elkertlése végett, a képek
kiértékelését minden esetben vak kisérlet Utjan végeztiik, azaz a mérést végzo6 személy
nem ismerte, hogy az adott kép mely csoportba tartozé egyedhez tartozott, illetve a
mérendé populacio kivalasztasakor nem latta a mérni kivant paraméterre vonatkozé
informaciot (pl. mikroglialis boritottsdg mérese esetén a mérendé neuronok kivalasztasa

a mikroglialis jellést tartalmazé csatorna hianyaban tortént) .

111.9.2. Szomatikus és szinaptikus kapcsolatprevalencia mérése

A neuronok sejttestére érkezd mikroglidlis kapcsolatok kvantalasdhoz kettds
immunjel6léssel ellatott mintak konfokalis felvételeit hasznaltuk: az egyik csatornaban
az idegsejt markerének jelét (Kv2.1, PV, vGIuT3, SMI32), mig a masikban a mikroglia
marker jelét lathattuk. Az allatonként/paciensenként legalabb harom kiilonbozd agykérgi
teriiletr6l késziilt felvételeken kizardlag a neurondlis jelet vizsgalva szisztematikus
random modon Kijeldltik a vizsgalni kivant idegsejteket, majd a mikroglia-csatornat
bekapcsolva minden Kijelolt idegsejt esetében 3 dimenzidban, az idegsejt sejttestét

teljesen rekonstrudlva megvizsgaltuk, hogy kap-e mikroglialis kontaktust. A vizsgalat
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soran ,kontaktusként” jeloltik meg azokat az eseteket, amikor a mikroglia-nyulvany
legalabb 0,5um hosszan hozzaért az idegsejt sejttestéhez, vagyis nem volt megfigyelhetd
rés a ket sejttipus kozott. Az idegsejtek akkor keriilhettek be a mérésbe, amennyiben a
sejttestiik a tér minden iranyaban teljesen lathato volt a vizsgalt térfogatfelvételen.

A szinaptikus mikroglia-kontaktus gyakorisdganak vizsgalatdhoz haromszoros
immunjel6léssel ellatott szovetmintékrdl készitett konfokalis felvételeket hasznaltunk.
Ezek a képek minden esetben tartalmaztak egy pre- (vGIuT1l, vGAT) és egy
posztszinaptikus (Homerl, gephyrin) markert, valamint mikrogliajel6lést. Minden
allatban szisztematikus random mddon kivalasztottuk a vizsgélni kivant szinapszisokat —
vagyis olyan kapcsolatokat, ahol a pre- és posztszinaptikus markerek egyértelmiien hézag
nélkdl voltak lathatbak egymas mellett —, majd a mikroglialis jelet bekapcsolva 3
dimenzios vizsgalatot végeztiink, hogy megallapitsuk, a mikroglia-nydlvanyok
megerintik-e a szinapszist.

Mindkét meréstipushoz 50nm/pixel felbontasu képsorozatokat alkalmaztunk; a sejttest-
mérés esetében Z-iranyban 0,3um-enként, a szinapszismérés esetén 0,25um-enként vett
képsikokkal.

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

A Kv2.1 és Kv2.2 fehérjék relativ elhelyezkedését a mikroglialis kapcsolathoz képest
konfokalis felvételekbdl exportalt képsorozatokon végeztiik. Kizardlag az adott fehérjét
jeldld markereket latva FIJT szoftverben egyforma méretii (1,32um?) mérénégyzeteket
helyeztiink el véletlenszerlien az egyes piramissejtek legnagyobb keresztmetszeti képén,
és megmértik ezeken a teriileteken a Kv2.1 vagy Kv2.2 fluoreszcens intenzitasértekét.
Ezutdn a mikroglidlis jelet is tartalmazé képeken megéllapitottuk, hogy melyik
jelolonégyzet esett mikroglidlis kontaktus helyére (kontakt csoport), és ezeket az
értékeket Osszehasonlitottuk a tobbi mérdnégyzetben talalt értékkel (non-kontakt

csoport).

111.9.4. Idegsejtek mikroglidlis boritottsaganak mérése

A mikroglialis boritottsdg méréséhez olyan konfokalis képsorozatokat hasznaltunk,
amelyeken neurondlis és mikroglia jel volt, az XY -iranyu felbontas 50nm/pixel volt, a Z-

iranyd, képsikok kozti tavolsag 300nm. A merni kivant idegsejteket ,,vakon” valasztottuk
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ki, figyelve arra, hogy azok sejtteste hianytalanul latszddjon a mikroszkdpos felvételeken.
A sejttesteket 3 dimenzidban, teljesen rekonstrualtuk, a sejttest kertletét minden képsikon
megmeértilk. Ezutan a mikroglialis jelet tartalmazo képeken szintén minden sikon
megmeértilk, hogy mekkora feluleten érintkezik a ket sejt egymassal. A boritottsagot
ezutan — az esetleges metszetek kozti zsugorodasbeli kiilonbséget kikiiszobolend6 — az

adott sejttest méretének szazalékos aranyaban adtuk meg.

111.9.5. cFos fehérje mennyiségének detektalasa

A cFos fehérje mennyisége megndvekszik, amennyiben egy sejt aktivitasa magasabb. A
kemogenetikus mddon kivaltott megndvekedett sejtaktivitas létrejéttét a cFos szintjének
detektalasaval szerettiik volna ellendrizni: a fehérje expresszidjanak a cstcsa 60-120 perc
kozott van, igy az allatokat 90 perccel az ip. CNO beadést kovetden perfundaltuk. A
sejtaktivitasnovekedés ellenérzéséhez a kontroll és a CNO-kezelt &llatokat teljes
mértékben azonos korilmények (k6zds immunreakcid, azonos lézerintenzitas és
mikroszkdpbedllitasok) kozott vizsgaltuk, a képeken a sejtek intracellularis terében FIJI

szoftverrel mértiik a cFos-jel integralt fluoreszcens intenzitasat.

111.9.6. TOM20 és vNUT fehérjék fluoreszcens intenzitasanak mérése

A mitokondrialis TOM20 fehérje, valamint a vezikularis nukleotid transzporter (vNUT)
idegsejten beltli, mikroglialis kontaktushoz viszonyitott relativ elhelyezkedését az egyes
jelolések fluoreszcens intenzitasgdrbéjének szemiautomatikus elemzésével vizsgaltuk.
Harmas immunjel6léssel (mikroglia, neuron, TOMZ20/VNUT) ellatott mintakrol
konfokalis felvételeket készitettlink (0,1um/pixel felbontas mellett). Az egyes neuronok
esetén kivalasztottuk azt a képsikot, amelyiken a sejttest legnagyobb keresztmetszete és
rajta mikroglialis szomatikus kontaktus volt lathatd, majd ezen a képsikon a Kv2.1-jel6lés
mentén kdrberajzoltuk a sejttest membranjat a FIJI szoftverben. Ezt a kontart ezutan 0,5-
0,5um-rel szlikitettiik, illetve tagitottuk: a mikroglidlis jelolés fluoreszcens
intenzitasgorbéjét az utdbbi, a TOM20 vagy a VNUT jelét az el6bbi mentén exportaltuk
ki a szoftverrel (7. Abra B, E). Ezeket a gorbéket a fluoreszcens jelek maximumara
normalizéltuk, a hosszukat aranyosan valtoztattuk. A szomatikus mikroglia kapcsolatot
azokon a helyeken hataroztuk meg, ahol a mikroglialis jel intenzitasa meghaladta a

detektalt maximalis intenzitasértek 20%-at. A kapcsolat hatarait mindkét iranyba 500nm-
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rel megnoveltik, majd az erre a szakaszra esd (kontakt) TOM20/VNUT
intenzitasértékeket hasonlitottuk dssze a tobbi szakasz (non-kontakt) intenzitasértékeivel.

111.9.7. Stroke-os sztveten végzett anatdmiai vizsgalatok

Ve

agyszovetmintéin vizsgaltuk, amelyek 1 Orés arteria cerebri media elzarésat 4 o6ras

reperfuzids iddszak kovette.

111.9.7.1. Mitokondrium fragmentacio mérése

A mitokondridlis fragmentacié vizsgéalatdhoz kettds fluoreszcens immunjeldléssel
(Kv2.1, TOM20) ellatott metszeteket hasznaltunk. A képsorozatokat a penumbrabdl,
illetve az annak megfeleld ellenoldali (kontralateralis), stroke altal nem érintett régiobol
vettik (kontroll). A Kv2.1 jel6lés segitségével azonositott piramissejtek sejttesteinek
legnagyobb keresztmetszetét tartalmazo képsikon a sejtek membranjanak kérvonalat
hasznaltuk vizsgaland¢ teriiletként. Ezeken a teriileteken beliil a FIJI szoftver ,,Analyze
Particles” funkciojaval automatikusan nagyszamu mitokondriumot azonosithattunk a
TOM20 jelolést hasznalva, és a program az azonositott mitokondriumok tertletét,

valamint leghosszabb atmérdjét is képes automatikusan megadni.

111.9.7.2. Kv2.1 klaszterek mérése

A Kv2.1 Kklaszterek analiziséhez szintén azokat a képsikokat hasznaltuk, amelyeken az
adott, vizsgalni kivant piramissejtek legnagyobb atmetszete volt lathatd. A sejt kérvonala
mentén a Kv2.1 jel intenzitasgorbéjét FIJI szoftver hasznalataval exportaltuk, majd sajat
flggvények segitségével Microsoft Excel szoftverrel elemeztik. Akkor beszéltink
fehérjeklaszterr6l, amennyiben a fluoreszcens intenzitas legalabb harom szomszédos
pixelen  keresztil, legaldbb 25  szirkeségértékkel (egy  8-bites  kép
intenzitastartomanyanak 10%-a) meghaladta az adott sejtre jellemz6 atlagos fluoreszcens

intenzitast.

111.9.8. Mikroglia 3 dimenzids morfoldgiai vizsgalata

A mikroglia 3 dimenzios morfologiai vizsgalatat egy nyilt forraskédu, MATLAB-alapu,

automatikus analizist lehetévé tevo programcsomaggal végeztiik (Microglia Morphology
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Quantification Tool (Heindl és mtsai, 2018)). Az analizishez legaldbb 100um vastag,
kettds immunjeloléssel (sejtmag és mikroglia, a méréseinkben DAPI és CX3CR16F"*
allatokban GFP jeldlés) ellatott metszetek sziikségesek, melyeket pufferoldatban
helyeztiink a mikroszkopba, hogy elkeriiljik a konvencionalis lefedéanyagok altal
okozott szdvetzsugorodds torzit6 hatdsat. A készitett képsorozatok felbontasa
0,2um/pixel volt, a sikok kozott 0,4um-nyi tavolsdg volt. A két immunjeldlés
segitségével a szoftver azonositja az egyes sejtek sejtmagjat, sejttestét, vastag agait és
vékony nyulvanyait, majd a szegmentaciot kovetden azokat a mikroglia-jel6léssel ellatott
szakaszokat elemzi, amelyeket egyértelmiien és hézagmentesen hozza tud kapcsolni egy
mikroglia sejttesthez. Az igy létrejott mikroglia-vazak es a fluoreszcens jel segitségével

minden egyes sejt 59 kiilonboz6 morfologiai paraméterét képes megadni.

111.9.9. Szatellita allapot és mikroglia sejtszdm meghatdrozasa

A mikroglia szdmét, illetve a neuronok sejttestéhez vald viszonyat olyan 100pm
vastagsagu agykergi metszeteken végeztilk, amelyen a mikroglia (CX3CR1-GFP), a
neuronok (Kv2.1) és a sejtmagok (DAPI) is meg voltak jeldlve. A mikrogliaszamot
allatonként tobb kiilonb6z6 régiobol készitett felvételeken, 50x50um-es szamolokeret
segitségével, sztereologiai modszerekkel hataroztuk meg. A szatellita sejtek aranyanak
meghatarozasahoz a mikroglia- és sejtmag jelek felhasznalasaval kijel6ltik a konfokalis
felvételeken a teljesen, a tér minden irdnyaba lathaté mikroglia sejttesteket, majd a neuron
jel6lés csatornajanak bekapcsolasaval megvizsgaltuk, hogy az egyes mikroglia sejttestek
— 3 dimenziodban vizsgalva — piramissejtek sejttestéhez hozzaérve (szatellita), vagy tolik

tavolabb (kulonall6) helyezkednek-e el.

111.10. Sztochasztikus Optikai Rekonstrukcios Mikroszkopia (STORM)

111.10.1. MintaelOkészités és képalkotas

A fluoreszcens immunjeldléssel ellatott mintainkat kozvetleniil a képalkotas el6tt #1,5
boroszilikat fedélemezekre helyeztiik, majd specidlis, a szuperrezolucios képalkotast
lehetdve tevo oldattal fedtiik le. Ez az oldat 5% gliikozt, 0,1 M merkaptoetilamint, I mg/ml
gluko6z-oxidaz enzimet és 1500U/ml katalaz enzimet tartalmaz6 Dulbecco PBS (Sigma-
Aldrich). A vizsgélatokhoz a Nikon N-STORM C2+ szuperrezollciés rendszert
hasznaltuk, amely a Sztochasztikus Optikai Rekonstrukcidés Mikroszkopiat kombinalja
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egy Nikon Eclipse Ti forditott mikroszkdppal. A szuperrezolucids képalkotas lateralis
felbontasa 20nm, Z-iranyu felbontésa pedig 50nm. A STORM képalkotashoz Alexa647-

konjugalt masodlagos antitestet és 15000 képalkotasi ciklust hasznaltunk.

111.10.2. P2Y12 receptor eloszlasa szuperrezollcids felvételeken

Az elkésziilt szuperrezolucids felvételekrdl a specifikus jelként azonositott molekuldk
(fotonszam t6bb mint 2000, stirtiségfilter: legalabb 10 molekula 150nm-en belil, Z-filter:
+300nm a fokuszsiktol) adatait exportaltuk, valamint a konfokéalis felvételeket
dekonvolvaltuk, és a két modalitds eredményét Photoshop CS6 (Adobe Systems,
Mountain View, CA, USA) szoftverrel illesztettik, a mindket képalkotasban felvett,
647nm-es csatorna alapjan. A STORM lokalizaciés pontok mikroglia-neuron
kapcsolathoz viszonyitott elhelyezkedését FIJI szoftverrel vizsgaltuk: az idegsejtet érintd
mikroglia-nyulvany vastagsagat 4 egyenld szélességii régiora osztottuk a kapcsolattal

parhuzamosan, majd az egyes régiokra es6 lokalizacios pontokat kvantaltuk.

111.11. Elektronmikroszképia

111.11.1. Transzmisszids elektronmikroszkopia

A polimerizalodott gyantaval 4titatott metszetekbdl a kivalasztott, vizsgalni kivant
régiokat kivagtuk, Durcupan gyantabol késziilt blokkokra ragasztottuk. Az ezen
mintakbdl ultramikrotdmmal készitett metszetsorozatokat tartalmazo grideket egy Veleta
CCD kameraval (Olympus Soft Imaging Solutions, Minster, Németorszag) felszerelt

Hitachi H-7100 elektronmikroszkdppal vizsgaltuk, 75kV gyorsitofesziltség mellett.

111.11.2. Elektrontomogréafia

Az elektrontomogréfias felvételek el6tt a vizsgalni kivant régiokat kivalasztottuk a
Hitachi H-7100 mikroszkoppal. Ezt kovetéen a metszeteket tartalmazod grideket 10%
HSA-t tartalmazo TBS cseppekre helyeztiik 10 percre. Ezutan desztillalt vizbe martottuk
6ket, majd 10 percre 10nm-es arannyal konjugalt Protein-A-t (#AC-10-05
Cytodiagnostics, Burlington, Kanada) tartalmazo desztillalt viz (1:3) cseppekre helyeztik
a grideket — ezeknek a felszinen megtapado aranyszemcséknek koszonhetéen vagyunk
képesek illeszteni a tobbiranyl felvételeket. Desztillalt vizben torténé intenziv mosast

kovetéen Snm-nyi (11 réteg) szenet adszorbedltattunk a gridek felszinén. Az
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elektrontomogréafids képalkotast egy komputer-kontrollalt preciziés targyasztallal
(CompuStage, FEI, Hillsboro, OR, USA) felszerelt Tecnai T12 BioTwin
elektronmikroszkoppal végeztik, 120kV gyorsitdfesziiltség és 23000x nagyitas mellett.
A felvételek rogzitéset Xplore3D szoftverrel (FEI) hajtottuk végre. A kepalkotas kdzbeni
zsugorodast megel6zendd, a felvétel eldtt a vizsgalni kivant terileteket 4-6 percen at
besugaroztuk. A kéttengelyes sorozatfelvételeket 2-fokonként készitettiik, -65 és +65

fokos szélsoértékek kozott.

111.11.3. 3 dimenzios rekonstrukcio

A sorozatfelvételekbdl a rekonstrukciot az IMOD szoftvercsomaggal (Kremer és mtsai,
1996) végeztik. Az elektrontomografids térfogatok esetén az izotropikus voxelek
¢lhossza 0,49nm volt. A kiilonbozd sejtek, sejtalkotok szegmentdldsdt manudlisan, a
3Dmod szoftverrel végeztilk, a kvantitativ méréseinket az igy készitett 3D modelleken

hajtottuk végre.

111.11.4. Elektrontomogréfias felvételeken véqgzett mérések

111.11.4.1. P2Y12 receptor stirlisége a membranok mentén

A mérés elsé 1épéseként a rekonstrualt, 3D modelleken megallapitottuk, hogy melyik
mikroglia ~membranszakaszok milyen, egyértelmiilen azonosithatd neuronalis
sejtszakasszal allnak kozvetlen kapcsolatban (vagyis a membranok egyméas mentén,
parhuzamosan futnak, és nincsen koztuk mas sejt membrénja). Ez alapjan a
membranszakaszokat két csoportra osztottuk: nem-szomatikusra és szomatikusra, amely
utdbbi azt jelentette, hogy az adott mikroglidlis membranszakasz egyértelmiien egy
idegsejt sejttestével létesit kozvetlen kapcsolatot. Az IMOD szoftvercsomag segitségével
az egyes membranszakaszok felszinét megmeértik, valamint a membréan-asszocialt
(40nm-nél kozelebb 1év6) P2Y 12 receptorokat jelold aranyszemcséket hozzarendeltiik a
hozzéajuk legkozelebb esd membranszakaszhoz. Ezek szamét a felszinnel elosztva
szamitottuk ki az adott membranszakaszra vonatkozo receptorsiiriiséget. Az eltérd
reakciokbol és penetracios kiilonbségekbdl kialakuld eltérések elkeriilése érdekében

parositott 6sszehasonlitasokat végeztiink az azonos mikroglia-nyulvanyokon beldl.
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111.11.4.2. P2Y12 receptor mennyiségének és a kapcsolati rés szélességének

Osszefliggése

A P2Y 12 receptor stirtiségének mikroglia-idegsejt membrantavolsaggal valé kapcsolatat
szintén a szegmentalt és rekonstrualt 3D modelleken végeztik. A vizsgalathoz az IMOD
szoftverrel Kiexportélt koordindtadk segitségével a mikroglidlis membran minden
szomatikus kapcsolatot kialakitdo pontjan megéllapitottuk a legkisebb mikroglia-neuron
tavolsagot, valamint a 40nm-es sugar( kérben talalhaté P2Y12R aranyszemcsek szamat.
Mindkét szamitast egyedi algoritmusokkal vegeztik az R szoftverrel (The R Foundation
for Statistical Computing, Bécs, Ausztria). Mivel a mikroglia-nyulvanyok altal kialakitott
kapcsolatok dinamikusak €s gyorsan valtoznak, erés linearis korrelacié nem varhato el,
ezért a membrantavolsag alapjan két csoportot hoztunk létre: mivel az altalunk vizsgalt
tomogramokban az atlagos mikroglia-neuron sejttest membrantavolsag 13,06nm volt,

ezert ezt az értéket hasznaltuk a két csoportra osztas kiiszobértékekent.

111.12. In vitro technikak és mérések

111.12.1. Mikroglia izolalasa

Az agyhartyak eltavolitasa utdn a Kkinyert szdvetdarabokat szobahémérsékleten
enzimatikusan kezeltiik 0,05%-o0s tripszin és 0,05%-0s DNaz alkalmazéasaval, 10 percen
keresztiil. Ezutan a sejteket poli-L-lizinnel bevont milanyag sejtkultira talakra Ultettlk,
majd 5% CO»-t tartalmazd, nedvesitett kornyezetben, 37 °C-on Minimal Essential
Mediumban (#21090-055 Thermo Fisher Sc., Waltham, MA, USA) neveltik, amelyhez
10% magzati marhaszérumot (#16000-044 Thermo Fisher Sc.), 4mM glutamint (#G3126
Sigma-Aldrich), 40ug/ml gentamicint (Gentamicin Sandoz, 80 mg/ml injekcio) és
2,5ug/ml amfotericin B-t (#A2411 Sigma-Aldrich) adtunk. Az inkubaciés médiumot az
els6 két napon, majd ezt kovetéen minden harmadik napon cseréltiik. A primer mikroglia
sejteket 21-28 napos kevert asztroglia/mikroglia kultarakbdl enyhe tripszinizalassal
izolaltuk (Fekete és mtsai, 2018).

111.12.2. HEK-mikroglia ko-kultira és a Kv2.1-konstruktok transzfektaldsa

A transzfekcidhoz hasznalt ko-kultirakban a HEK?293 sejteket 2,5x10% sejt/cm?2

stiriségben iiltettiik ki, ezek tetejére pedig mikroglia sejteket dltettink ugyanilyen
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stiriségben a transzfekcid el6tt egy nappal. A transzfekciot 1ug Kv2.1-GFP, vagy
DNKv2.1-YFP plazmid DNS-sel, Lipofectamine 3000 reagens (#L3000001 Thermo
Fisher Sc.) és Opti-MEM szérum medium (#31985-062 Thermo Fisher Sc.) hasznalataval
veégeztik: 1,5ul Lipofectamine 3000 reagenst 25ul Opti-MEM-hez kevertlnk, valamint
Ipg plazmid DNS-t 1ul P-3000 reagenssel (a Lipofectamine-készlet egyik reagense) és
25ul Opti-MEM-mel kevertink 6ssze. Az igy elkészilt két oldatot dsszedntottik, 20
percig inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd a keveréket a sejtekhez adtuk. A
génexpressziot a transzfekciot kovetd napon értékeltiik. A mikroglia jeloléséhez 5 pg/ml
izolektin B4-Alexa 488 vagy 594 (#121411 és #121413 Thermo Fisher Sc.) konjugatumot
alkalmaztunk. A képalkotads HEPES pufferelt ACSF-ben (124,5mM NaCl, 2,5mM KCl,
10mM glikéz, 2mM MgCl;, 2mM CaCl;, 8mM NaHCO3z, 20mM HEPES)
szobah6mérsékleten, Nikon A1R konfokalis mikroszkopon tortént, 60x-0s nagyitassal

(Plan Apo VC). A képeket a NIS-Elements AR szoftver segitségével elemeztlk.

111.12.3. Primer neurondlis sejtkultira készitése

A primer hippokampalis neuronkultdrakat 18 napos C57BL/6J embridkbol készitettik el
(Fekete és mtsai, 2018). A sejteket poli-L-lizinnel bevont miianyag sejtkultara talakra
vagy lamininnel bevont iiveg feddlemezekre iiltettiik 1x10° sejt/cm2 stiriiségben, majd

NeuroBasal taptalajon (#21103-049 Thermo Fisher Sc.) novesztettik, melyhez 5%
magzati marhaszérumot, B-27 kiegészit6t (50x) (#17504-044 ThermoFisher Sc.), 0,5mM
GlutaMax kiegészitot (#35050061 Thermo Fisher Sc.), 40pg/ml gentamicint, 2,5ug/ml
amfotericin B-t adtunk. A gliasejtek ndvekedésének gatlasa érdekében az inkubalas 24-
120. 6rdja kozott 10uM citozin-arabino-furanozidot (CAR, #C1768 Sigma-Aldrich)
adtunk a tenyészetekhez. 48 oraval a CAR-kezelés utén a taptalaj felét BrainPhys-SM1
taptalajra (#05792 Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada) cseréltik, majd a
taptalajcserét ezt kdvetéen 3-4 naponta megismételtiik. A primer neurondlis kultarakat 7-

14 napig inkubaltuk 5% CO»-t tartalmazo, nedvesitett kornyezetben, 37 °C-on.

111.12.4. Neuronalis ATP-felszabadulas mérése

A vezikularis ATP-felszabadulas megfigyeléséhez neuronalis kultdrdkat inkubaltunk
20uM quinacrine-dihidrokloriddal (#Q3251 Sigma-Aldrich) 20 percen keresztil, 37 °C-
on. A képalkotas HEPES pufferelt ACSF-ben (124,5mM NaCl, 2,5mM KCI, 10mM
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glikéz, 2mM MgClz, 2mM CaCl,, 8mM NaHCOs3, 20mM HEPES) szobahémérsékleten,
Nikon A1R konfokalis mikroszkdpon tortént, 60x-os nagyitassal (Plan Apo VC).

111.12.5. Extracellularis ATP mérése

Az ATP mennyiségét az inkubacios médiumban nagy teljesitményli
folyadékkromatogréfias (HPLC) modszerrel hataroztuk meg. A primer neuronalis
sejtkultarak feliiluszojat az in vitro inkubalas 7. napjan gyijtottik, 5 percig tartd 40 mM
KClI-dal valo kezelést kdvetéen, amelyet 20 perces inkubacios idészak elézott meg a
kovetkez6 drogok kombinacidjaval: 20uM Nimodipin (#N-150 Alomone Labs,
Jeruzsélem, Izrael), 10uM klodronét-dinatrium (#D4434 Sigma-Aldrich), 100nM omega-
Agatoxin IVA (#STA-500 Alomone Labs), 1uM omega-Conotoxin GVIA (#SNX-124
Alomone Labs). A vizsgalni kivant médiumokbdl 400ul-nyit 50ul homogenizal6 oldatot
(10 uM teofillint tartalmazé 0,1M perklorsav-oldat) tartalmazé hiitétt Eppendorf-
csovekbe mértink, majd a perkloratot a fellluszébél 1M kélium-hidroxiddal
precipitaltuk, a csapadekot centrifugélassal eltavolitottuk. Az adenin-nukleotidok és az
adenozin mennyiségét a vizsgalt médiumban oszlopcserés szeparacioval hataroztuk meg,
Discovery HS C18 50 x 2 mm-es és 150 x 2 mm-es oszlopok segitsegével. A
vizsgalatokhoz hasznélt HPLC rendszer egy Shimadzu LC-20 AD analitikai és
mérdrendszer volt, Agilent 1100 sorozat, 253 nm-re allitott valtozd hullamhosszi
detektorral. Az oldatokban jelenlévé koncentraciokat kétpontos kalibracios gorbe

segitségével szamitottuk Ki.

111.13. Statisztika

Minden kvantitativ mérésiinket vak modszerrel és ahol lehet, elézetes power analizissel
végeztiik. Az adatok tipusanak és eloszlasuknak megfelelden (a normalitasvizsgalatot
Shapiro-Wilks W teszttel végeztiik) valasztottunk statisztikai prébat: a normal eloszlasu
mintakon 2 csoport esetén parositott vagy kétmintas t-tesztet, tobb csoport esetén egyutas
ANOVA probat (Tukey-teszttel kiegészitve) hajtottunk veégre, mig nem parametrikus
vizsgalati mddszerek kozil 2 csoportnyi, egymaéssal kapcsolatban 1évé minta esetén
Wilcoxon probat, fliggetlen csoportok esetén Mann-Whitney U tesztet, mig tobb csoport
esetén  Kruskal-Wallis (és Dunn) tesztet végeztink. A dolgozat sordn a

szignifikanciaszintet minden esetben o=0,05-ben hataroztuk meg. A statisztikai
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analizishez Statistica 13.4.0.14 szoftvert (TIBCO Software, Palo Alto, CA, USA)

hasznaltunk.

A dolgozat abrain a szignifikanciaszint alatti p értékek jelolése a kovetkez6 mddon

tortént: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

A felsorolt kisérleti moddszerek koziil a plazmidok eldallitasaban, az in utero
elektroporacidban, a folyadékkromatografias kiserletekben és a human mintak
elékészitésében kutatocsoporton kiviili segitséget kaptam, mig az in vivo kezeléseket és
képalkotast, valamint az in vitro Kisérletsorozatokat a kutatocsoportunk tagjai végezték.

A dolgozatban bemutatott eredmények kozil kiemelt szerepem volt a kisérletek
képalkotasban (konfokéalis mikroszkopia, STORM, elektonmikroszkodpia és -tomografia),
a képek és az adatok analizisében, a mérési modszerek kidolgozasaban és a 3 dimenzids

rekonstrukciékban.

A dolgozatban szereplé abrak és eredmények az alabbi publikaciokbol szarmaznak:

1-2. Abra: C. Cserép, B. Posfai, A. Dénes. (2021) Shaping Neuronal Fate: Functional
Heterogeneity of Direct Microglia-Neuron Interactions. Neuron 109(2):222-240. (Cserép
és mtsai, 2021a)

3-13.,19-20. Abra, 4-8., 14-15. Téblazat: C. Cserép, B. Pdsfai és mtsai (2020) Microglia
monitor és protect neuronal function through specialized somatic purinergic junctions.
Science 367(6477):528-537. (Cserép, Posfai és mtsai, 2020)

14-16. Abra, 9-12. Téblazat: B. Pdsfai és mtsai, publikélatlan adatok.

17-18. Abra, 13. Tablazat: C. Cserép és mtsai (Elfogadott kézirat) Somatic junctions

connect microglia és developing neurons. Cell Reports (Cserép és mtsai, 2021b)
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V. Eredmeények

IV.1. Mikroglia-neuron kapcsolatok az agykéregben

1IV.1.1. A mikroglia-nyulvanyok kapcsolatot létesitenek a neuronok sejttestével

A neuronalis folyamatok azon széles palettajat figyelve, amelyekre a mikroglia hatassal
van, ugy gondoltuk, hogy az irodalomban ismert mikroglia-szinapszis kapcsolatok nem
nyUjthatnak kizardlagos alapot a két sejttipus kozott zajlo 6sszetett informéacidcserére.
Feltételeztiik, hogy léteznie kell egy kapcsolati felszinnek, amely lehetové teszi a
mikroglia-nyulvanyoknak az idegsejtek kozponti, szomatikus régidjanak kozvetlen
ellenérzését. Ennek vizsgalata érdekében tObbszorés immunfluoreszcens jeldléseket
alkalmaztunk paraformaldehid-fixalt agyszoveten, majd az igy elkészitett mintainkat
konfokalis lézer-pasztdzd mikroszképpal vizsgaltuk. Egerek szomatoszenzoros
agykérgének 2/3. rétegében, illetve a hippokampuszban végzett méréseink soran térfogati
felvételek segitségével 3 dimenzidban rekonstrualtuk a vizsgalni kivant sejteket, és azt
taldltuk, hogy az idegsejtek tdlnyomd tébbsége, korilbelul 90 szazaléka kapott a
sejttestére bemenetet mikroglia nyalvanyoktol, és ez az arany fuggetlen volt az idegsejtek
neurokémiai fenotipusatdl: mind a piramissejtek, mind a periszomatikus kosarsejtek két
nagy populacidjanak esetében igaz volt (3. Abra A-C, F, 4. Tablazat). Annak
bizonyitékaként, hogy a mikroglia szamos funkciojahoz hasonléan az tjonnan megfigyelt
szomatikus mikroglia-neuron kapcsolat is evoliciésan konzervalt, ismert neuroldgiai
betegséggel nem rendelkezé személyek post-mortem agyszOvetmintain is hasonlo
aranyban (86,9+2,6%) figyeltik meg az agykérgi piramissejtek felszinén ezt a kapcsolatot
(3. Abra D, F, 4. Téblazat).

Hasonlé mddszerrel megvizsgaltuk, hogy a szakirodalomban j6l ismert mikroglia-
szinapszis kapcsolatok mennyire gyakran fordulnak el6 az egér agykéregben. Szemben
az idegsejteknél és interneuronoknal tapasztalt koriilbelul 90 szazalékos prevalenciaval,
az egyidejlileg pre- és posztszinaptikus markerekkel is azonositott szinapszisoknak
minddssze 9,25-14,0 szazaléka rendelkezett mikroglialis bemenettel (3. Abra E-F, 4.
Tablazat). Ez a nagysagrendi kilénbség arra enged kovetkeztetni, hogy az idegsejtek
sejttesteiben lezajld folyamatok monitorozasa szorosabb mikroglialis kontrollt igényelhet

az agyszoOvetben fizioldgias kortilmények kdzott.
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3. Abra. Az idegsejtek tilnyomo tobbsége kap szomatikus mikroglialis bemenetet.
A, Az egér primer szomatoszenzoros kérgérdl késziilt konfokalis felvételen szdmos
piramissejt (Kv2.1, magenta) sejttestén figyelhetlink meg mikroglia-nyulvany (CX3CR1-
GFP, okker) altal kialakitott kapcsolatot. A fehér nyilhegyek ilyen szomatikus mikroglia-
neuron kapcsolatokra mutatnak. B, Konfokalis térfogatfelvételbdl készitett 3 dimenzids
rekonstrukcio, amelyen egy piramissejt (magenta), néhany GABAerg (piros) illetve
glutamaterg (ciankék) preszinaptikus termindlis, és egy mikroglia (okker) lathato,
amelynek nyllvanyai a szinapszisokat és a neuron sejttestét is érintik. A szaggatott
négyzetekkel jelolt terliletek a jobb oldali kis képeken a tér 3 iranyabdl lathatéak. C, A
mikroglia nyalvanyok kapcsolatot (nyilhegyek) alakitanak ki vGIuT3 (ciankék, fent) és
parvalbumin (kék, lent) pozitiv kosarsejtek sejttestével is. D, Post mortem human
agyszoveten szintén megfigyelhetd a mikroglia-idegsejt szomatikus kapcsolat. E, A
mikroglia-nyulvanyok kapcsolatot alakitanak ki a preszinaptikus- (fekete nyilhegyek,
VGAT-piros, vGluT1-ciankék) és posztszinaptikus (fehér nyilak, gephyrin-kék, Homer1-
magenta) markerekkel azonositott szinapszisok egy részével. F, A vizsgalt idegsejtek és
szinapszisok koziil azok aranya, amelyek mikroglialis bemenetben részestlnek, a pontos
értékeket a 4. Tablazat tartalmazza. Mérce: 10um az A panelen, 1um a B, 15um a C,
20pum a D és 2um az E panelen. [Atdolgozva: (Cserép, Posfai és mtsai, 2020)].
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4. Tablazat. A mikroglia sejtek rendkivil gyakran alakitanak ki kodzvetlen
kapcsolatot az idegsejtek és az interneuronok sejttestével. Az értékek a mikroglialis
kapcsolattal rendelkezd profilok aranyat mutatjak a teljes vizsgalt mintan beliil. N=155
sejt (57 Pyr, 36 VG3+, 62 PV+) és 800 szinapszis (400 Glu., 400 GABA) két egérbdl és
N=89 sejt két paciens post mortem mintajabol.

. ) Human
Egér agykereg .
agykeéreg
Mikroglialis Pyr VG3+ PV+ Glu. GABA Pyr
kapcsolat sejttest | sejttest | sejttest | szinapszis | szinapszis sejttest
prevalenciaja 91,32 96,15 86,66 9,25 14,0 86,90
(&tlagxszorés) +0,99% | +£3,85% | +4,52% +0,75% +1,0% +2,60%

1V.1.2. A szomatikus mikroglia-neuron kdzvetlen membrankapcsolat bizonyitdsa

elektronmikroszkdpia seqitségével

A fénymikroszkopos technikak természetébdl fakadoan a kezdeti megfigyeléseink arra
nem voltak alkalmasak, hogy teljes bizonyossaggal kijelenthessiik, hogy a mikroglia
nyulvanyai valdban kdzvetlen kapcsolatot alakitanak ki az idegsejtek sejttestével, ezért
kisérleteink kovetkez6 fazisaban elektronmikroszkdppal vizsgaltuk meg ezen szomatikus
kapcsolatokat. Mind egér, mind human széveten immunarany reakcidt végeztink egy-
egy mikroglidlis fehérje, lbal vagy P2Y12 receptor ellen, majd az ultravékony
metszeteket transzmisszids elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. Megfigyeltik, hogy a
mikroglia nydlvanyai valéban képesek kozvetlen membran-membran kapcsolatot

kialakitani neuronok sejttestével (4. Abra).
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T
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4. Abra. A mikroglia-nyulvanyok koézvetlen membran-membran kapcsolatot
Iétesitenek a neuronok sejttestével. A-B, Egér agykérgi mintajan végzett Ibal (A) vagy
P2Y12 receptor (B) ellenes immunaranyreakcioval azonositott mikroglia-nyulvanyok
(ciankék alszinezés) kozvetlenll érintik a neuronok sejttestét (magenta alszinezés). Sarga
alszinezéssel olyan neuritszakaszok lathatoak, melyeket szintén érint a nydlvany, z6ld
alszinezéssel a mitokondriumok vannak jelolve. C, A jelenség post-mortem humaéan
agyszovetben is megfigyelheté (P2Y12 receptor ellenes immunaranyreakcio). Mérce:
300nm. [Atdolgozva: (Cserép, Posfai és mtsai, 2020)].

1V.1.3. Mikroglia-neuron kapcsolatok kialakuldsa és dinamikéja in vivo

Ahhoz, hogy €16 allat kozponti idegrendszerében megfigyelhessiik a mikroglia és az
idegsejtek kapcsolatait, in vivo 2-foton mikroszképos vizsgalatokat végeztink olyan
egerek agykérgében, amelyek mikrogliai z6ld fluoreszcens fehérjét fejeznek ki. A
felhasznalt transzgenikus (B6.129P2(Cg)-Cx3cr1™tt/] (IMSR_JAX:005582) egértorzs
a fraktalkin-receptor (CX3CR1) promdtere mogé helyezett GFP-kddold szekvenciaval
rendelkezik, igy lathatdva téve a kdzponti idegrendszerben a specialis morfologiajukrol
és gyorsan mozg0 nyulvanyaikrol is megismerheté mikrogliat. A neuronok sejttestének
és vastagabb dendritjeinek lathatova tételéhez in utero elektroporacio segitségével
fejeztettink ki piros fluoreszcens fehérjet pCAG-IRES-tDTomato plazmid
transzfekcidjaval agykérgi neuronokba (5. Abra A-B). Felnétt (12-18 hetes) egerek
agykeérgét 2-foton mikroszkdppal vizsgalva megfigyelhettiik, hogy a mikroglia gyorsan
mozg6 vékony nyulvanyai — az irodalmi adatokkal 6sszecsengden — kapcsolatba kertilnek
az idegsejtek dendritjeivel — feltételezhetben az azokon talalhatd szinaptikus
kapcsolatokkal, amelyeket itt nem jel6ltiink. Ugyanakkor a fixalt szdveten végzett
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vizsgalataink eredményével Osszhangban azt is megfigyelhettiik, hogy mikozben a
mikroglia nyulvanyok a neuronok sejttestét is megkozelitik, kapcsolatot alakitanak ki az
idegsejtek kdzponti régidjaval is. Ezen felil a nyudlvanyok a sejttestet nem
véletlenszertien, hanem a szoma specifikus teriiletein tobbszor ugyanott is megérintették,
arra utalva, hogy ezek a mikroglia-neuron kommunikacié szempontjabdl kitiintetett
régiok lehetnek. Tdmogatva ezeket a megfigyeléseket, a kisérlet soran azt talaltuk, hogy
ezek a sejttestre érkezd (szomatikus) kapcsolatok atlagosan haromszor annyi ideig allnak
fenn, mint a mikroglia-dendrit kontaktusok (5. Abra C-D; szomatikus: median 1485s
(also-felsé kvartilis: 1282,5-2430s), dendritikus: 450s (405-750s); N=26 kontaktus, 3
allatbél; p=0,0004, Mann-Whitney U teszt). A szomatikus kapcsolatok némelyike
rendkiviil hosszan megfigyelhetd volt, esetenként 60 percnél is tovabb (5. Abra E). A
lényegesen gyakoribb eléfordulds és hosszabb iddtartam feltételezi, hogy a szomatikus
régioval kialakitott kapcsolaton keresztiil mas jellegli informaciocsere zajlik a két sejt
kdzott, mint a szinapszisokkal vald kapcsolatokon keresztill, igy a két kapcsolattipus
egyértelmii elkiilonitése érdekében az elébbit szomatikus mikroglia-neuron junkcionak

neveztik el.
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5. Abra. A mikroglia nytlvanyai kapcsolatot létesitenek az idegsejtek sejttestének
specialis terdleteivel in vivo. A, In utero elektroporacié sematikus dabrazolasa.
Kisérleteinkhez CX3CR1CF* mikroglia-riporter &llatokat hasznaltunk, melyekbe
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elektroporacio segitségével pCAG-IRES-tdTomato konstrukcidt juttattunk. Az agykérgi
piramissejtek egy csoportja az elektroporacio hatasara kifejezi a tdTomato fehérjét
(piros), amely igy in vivo korilmények kdzott is vizsgalhatd. A konfokalis mikroszkopos
felvételeken a mikroglia z6ld szinnel (CX3CR1-GFP), a sejtmagok kék szinnel (DAPI)
lathatéak. B, In vivo 2-foton mikroszkoppal készilt pillanatfelvétel (fent) és 3 dimenzids
rekonstrukcio (lent), amelyeken megfigyelhetd, ahogy egy mikroglia (z6ld)
nyulvanyaival egy idegsejt (piros) szomatikus régidjaval létesit kapcsolatokat. C, In vivo
2-foton mikroszkoppal késziilt sorozatfelvételeken lathatd, ahogy egy idegsejt tobb,
idében valtozoan jelen 1évé mikroglidlis bemenetet is kap a sejttestére (nyilak). D,
Mikroglia-nyulvanyok id6fiiggd mozgasanak rekonstrukcidja. A szaggatott vonal egy
idegsejt korvonala. Meleg szinekkel a szomatikus kapcsolatot 1étesité mikroglia-
nyulvanyok utvonala, hideg szinekkel a dendritikus kapcsolatot létesitéké keriilt
abrazolasra. A szomatikus kontaktusok iddtartama szignifikdnsan hosszabb, mint a
dendritikusaké. N=26 kontaktus, 3 allatbdl; szomatikus: median 1485s (also-felsé
kvartilis: 1282,5-2430s), dendritikus: 450s (405-750s); p=0,0004, Mann-Whitney U teszt.
E, A szomatikus kapcsolatok idOtartamanak eloszlasa (N=112 kontaktus, 2 allatbol).
Meérce: 500pum az A bal alsé panelén, 50pum az A kdzépso panelén, 25um az A jobb oldali
panelén, 5um a C panelen. [Atdolgozva: (Cserép, Pésfai és mtsai, 2020)].

IV.2. A mikroglia-neuron szomatikus junkcié neurondlis alkotéelemei

1V.2.1. A Kv2.1 és Kv2.2 fehérje-klaszterek szerepe a mikroglialis szomatikus

kapcsolatok kialakulasaban

Megfigyelhettiik az in vivo képalkotas soran, hogy a mikroglia-nydlvanyok szemmel
lathatdoan nem véletlenszertien érnek hozza a neuronok sejttestéhez, hanem bizonyos
membranszakaszokra rendszeresen visszatérnek. Feltételezhet6 tehat, hogy léteznek az
idegsejtek szomatikus membranjaban olyan specifikus tertiletek, amelyek kapcsolddasi
pontként szolgalhatnak a szomatikus junkcidhoz. Az agykérgi piramissejtek
membranjaban talalhaté Kv2.1 fesziiltségfiiggé K*-csatornak eloszlasa nem egyenletes a
membran minden teriiletén, és funkcidja is attdl fugg, hogy egyesével, vagy
fehérjeklaszterekbe tomoriilve helyezkednek el. Elébbi esetben kifelé iranyitott K*-
konduktanciaval rendelkeznek, klaszterezett formajaban azonban a fehérje elvesziti K*-
ateresztd képességét, és feladata az exocitotikus apparatus szamos fehérjéjének, valamint
az endoplazmas retikulum membranhoz torténd kihorgonyzasa ((Deutsch és mtsai, 2012;
Fox és mtsai, 2015; Justice és mtsai, 2017), bévebben a bevezetésben). A mikroglia
szamara fontos informéacioforrasul szolgalhat a neuronok allapotardl az itt, exocitotikus
modon felszabaduld metabolitok mindsége és mennyisége, igy megvizsgaltuk a Kv2.1 és

Kv2.2 fehérje elhelyezkedését a piramissejtek membranjaban.
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Tobbszoros  immunhisztokémiai  jelolést kovetden  konfokalis — 1ézer-pasztazd
mikroszkoppal vald képalkotasunk sorén azt figyeltik meg, hogy az egerek primer
szomatoszenzoros agykérgének 2/3 retegében, és a hippokampusz CAL régidjaban az
Osszes piramissejt kifejezi a Kv2.1 és Kv2.2 fehérjéket — az agykeérgi piramissejtek
98,8+0,2%-a, mig a hippokampélis piramissejtek 94,3+1%-a mindkét fehérjét
tartalmazza (6. Abra A). Nagyobb felbontasu felvételeinken azt talaltuk, hogy a
mikroglia-nyulvanyok preferencialisan azokon a membranszakaszokon alakitanak ki
kapcsolatot az idegsejtek sejttestével, ahol magas a Kv2.1-jel6lés intenzitasa, vagyis ahol
fehérjeklaszterek talalhatdak, és hasonld jelenséget figyelhettink meg a Kv2.2 fehérje
esetében is. Osszességében a mikroglia-nydlvanyok altal kialakitott szomatikus
kapcsolatok tébb mint 98 szdzalékaban figyeltik meg a Kv2.1 és/vagy a Kv2.2 fehérjék
felnalmozddasat (6. Abra B-C).

Funkciondlis szempontbdl fontos kérdés, hogy a Kv fehérjék felhalmozddéasa a
membranban a mikrogliélis kapcsolat hatasara torténik-e meg, vagy ez a klaszterez6dés
a neuronok belsé (intrinsic) tulajdonsaga. Ennek eldontésére transzmisszios
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk a Kv2.1 fehérje eloszlasat az agykérgi neuronok
membranjaban vad tipusu, illetve CSF-1 receptor gatld drog, PLX5622 segitségével
mikroglia-depletalt allatokban (Spangenberg és mtsai, 2019). Ezekben az allatokban 3
héttel a PLX5622-tapra valo atallas utan a mikroglia sejtszama kortlbelul 96 szazalékkal
csokken (Fekete és mtsai, 2018). Azt tapasztaltuk, hogy a Kv2.1 fehérjeklaszterek a
mikroglia-depletalt allatokban is megtalalhatéak, igy jelenlétiik nem fligg a mikroglia
jelenlététdl, illetve a szomatikus junkci6 kialakulasatol (6. Abra D).

Azt is sikeresen megmutattuk, hogy a Kv2.1 fehérjeklaszterek elégséges feltételei a
szomatikus junkcid kialakulasanak. HEK-sejtekbe — amely sejtekben endogén mdédon
nem talalhaté Kv2.1 fehérje (Jiang és mtsai, 2002) — juttattunk kétféle plazmidot: az egyik
csoport sejtbe zold fluoreszcens fehérjével kapcsolt teljes Kv2.1-szekvenciat tartalmazo
plazmidot (Kv2.1-GFP), mig a masikba egy rovidebb, a membranba kihelyezddni
képtelen Kv2.1 szekvenciat tartalmaz6 (DN-Kv2.1) plazmidot juttattunk. Az igy kapott
HEK-mikroglia kokultdrakban a modositott Kv2.1 fehérjét tartalmazé HEK-sejteknek
minddssze 5,4%-a kapott szomatikus mikroglia-bemenetet a vizsgalt id6tartam alatt, mig
a Kv2.1 klasztereket kifejez6 HEK-sejtek 84%-a, raadasul ezek a kapcsolatok 97%-ban a

Kv2.1 klaszterekkel rendelkezé6 membranszakaszokon jottek 1étre (6. Abra E).

63



DOI:10.14753/SE.2023.2748

Kv-fehérjét kifejezo
neuronok aranya (%)

Neocortex Hippokampusz CA1
13 oy 1;) 94.3 [T
0.2 -
% % 1.0
70 70
60 60
50 50
40 40
30 30
§ 20 20 24 32
10 0.7 05 10 0.3 0.6
1 0.0 0.2 0.1 0 o0l =

Fo Mo ¥ S Eo N ¥ Db
05\906‘ "{’::‘W "él’{b &8 °§§e“& “4::{» "’?&9 &
ak ek 100 874
o 180 0 Bl
= 160 NE =
N Nl
< X W
o 140 . s : 80
120 280
c (3
8 100 < 80
g 20 = 50
neuron [ o
S 60 gx 40
= N
= 40 m g2 30
T 20 T“E 20 63 45
g o L_kva1 Kv22  ZFEq ’;.gs 07 #10
= & | o w2 0.
@6$ & S f ol= [
S & N
¢ O

Fo o> dq¥ P
ST A AL S

DN-Kv2.1-YFP

cmv}-{kv2.1}-{GFP}-
V- {YFP kv A

-5
=}
S

-
o

g

mikroglia-nytilvanyok altal
N
(3]

kontaktalt HEK-sejtek aranya (%)

[ 1]
ctrl DN

o

6. Abra. A szomatikus mikroglia-neuron kapcsolat Kv2.1 és/ivagy Kv2.2
fehérjeklaszterek teriletén alakul ki. A, Az egér primer szomatoszenzoros kérgének
minden principalis sejt tartalmaz Kv2.1 (magenta) és/vagy Kv2.2 (ciankék) fehérjét
(N=410 agykérgi és 370 hippokampalis piramissejt, 2 &llatbdl). B, Egy szomatikus
mikroglia-idegsejt kapcsolat konfokalis rétegfelvételein jol lathatd, hogy a mikroglia-
nyalvany (okker) altal kialakitott kapcsolat teriletén (nyilak &ltal hatarolt
membranszakasz) Kv2.1 felhalmozodéas van az idegsejt membranjaban. C, A mikroglia-
nyulvanyok preferencialisan Kv2.1 vagy Kv2.2 klasztereknél alakitanak ki szomatikus
kapcsolatot az idegsejtekkel, amit jol mutat, hogy az emlitett fehérjék atlagos
fluoreszcens intenzitasa szignifikansan nagyobb ezeken a teriileteken, mint az idegsejt
membranjanak mas teruletein. Kv2.1: N=114 mérés, 3 allatbdl, non-kontakt: median 72
intenzitasegység (also-felsd kvartilis: 55,9-96,1); kontakt: 141 (127,3-144,7); p<0,0001,
Mann-Whitney U teszt; Kv2.2: N=107 mérés, 2 allathol, non-kontakt: median 32,4
intenzitasegység (alsd-felsé kvartilis: 21,1-47,0); kontakt: 111,4 (91,4-155,7); p<0,0001,
Mann-Whitney U teszt. Jobb panel: N=111 kapcsolat 2 allatbél. D, A Kv2.1 fehérje
felhalmozodasa (klaszterezOdése, a nyilhegyek kozti szakaszokon) megfigyelhetd
elektronmikroszkoppal is, és ez fliggetlen a mikroglia jelenlététél, ugyanis mikroglia-
depletalt allatokban is kialakul (jobb oldali panel). A képeken az idegsejtek sejtmagja

64



DOI:10.14753/SE.2023.2748

kék, citoplazmajuk magenta alszinezést kapott. E, HEK-mikroglia kokulturardl készitett
felvételeken megfigyelhetd, hogy a Kv2.1 fehérje (z61d) klasztereket képez a Kv2.1-GFP
plazmiddal transzfektalt HEK sejtek membranjaban (bal panel), mig a klaszterképzddésre
alkalmatlan DN-Kv2.1 fehérjével transzfektalt HEK sejteknél a jel nagyrészt homogén
(jobb panel). A mikroglia-nyalvanyok (lektin-tomato — piros) a Kv2.1 klaszterekkel
rendelkez0 membranszakaszokon megérintik a HEK sejteket. Mérce: 100um az A
panelen, 2um a B, C és E, 300nm a D panelen. [Atdolgozva: (Cserép, Posfai és mtsai,
2020)].

1V.2.2. A mikroglia-neuron szomatikus junkcié els6sorban membranhoz kozeli

mitokondriumok teriiletén alakul Ki.

A mikroglia immunsejtként fontos homeosztatikus szereppel is bir a kdzponti
idegrendszerben. A szomatikus junkcio gyakorisaga és kdzponti elhelyezkedése alapjan
feltételeztiik, hogy ezen a kapcsolaton keresztiil a mikroglia informaciot szerezhet az
idegsejtek aktualis allapotardl, miikodésérél, energiahaztartdsardl. A neuronok
sejttestében elhelyezkedd mitokondriumok allapota és a beldliik kivalasztodé medidtorok
j6l tiikrozik az idegsejt altalanos allapotat (Murali Mahadevan és mtsai, 2021; Sugiura és
mtsai, 2014). Megvizsgaltuk ezert, hogy a mitokondriumok eloszldsa a neuronok
citoplazméajaban milyen viszonyban all a mikrogliélis kapcsolatokkal és azt talaltuk, hogy
a szomatikus junkcidk olyan teruleteken alakulnak ki az idegsejtek felszinén, amelynek
kozelében mitokondrium talalhatd. A mitokondrialis kiils6 membranban talalhato
TOM20 fehérje immunfluoreszcens modszerrel torténé megjelolése felfedte, hogy a
mikroglia kapcsolatokkal rendelkezé neurondlis membranszakaszok mentén a TOM20
intenzitdsa tobb mint 5-szérdse (p<0,0001, Mann-Whitney U teszt) a szomatikus
membran egyéb szakaszain detektalhatonak (7. Abra, A-B), igy feltételeztiik, hogy a
sejtekbdl felszabaduld mitokondridlis metabolitok kozvetleniil eljuthatnak a mikroglia-

nyulvanyok kozelsegébe.

1V.2.3. Vezikulék és lizoszémak feldisuladsa a szomatikus junkcio teriiletén

A mitokondriumok kozelsége a mikroglia-neuron kapcsolatokhoz valésziniisitette, hogy
mitokondrialis eredetli molekuldk is informdcidként szolgalhatnak a mikroglia-
nyulvanyok szamara. A mitokondrium-eredetli vezikulak (mitochondrion derived
vesicles) membranjaban megtalalhatdé a mitokondrialis TOM20 membranfehérje.

Transzmisszids elektronmikroszkopia segitségével bizonyitékot talaltunk ra, hogy ezek a
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vezikuldk képesek a sejtmembrannal torténd fuzid utjan az extracelluléris térbe iiriteni a
tartalmukat, adott esetben egy mikroglia-nytlvany jelenlétében is (7. Abra C-D).

A neuronok szomatikus kompartmentjébdl exocitdzissal {iriild6 molekuldk fontos
informécidforrast jelenthetnek a monitorozé mikroglia-nyalvanyoknak. llyen mediatorok
lehetnek példaul a purinszérmazékok, amelyek kozul az ATP-rél ismert, hogy szdveti
sériilés esetén (az extracelluléris térben ADP-veé bomolva) kemoattraktansként szolgél a
mikroglia-nyulvanyok szamara (Davalos és mtsai, 2005; Haynes és mtsai, 2006).
Azonban fizioldgias korulmenyek kozott is, az idegsejtek képesek vezikulaba
csomagoltan ATP-t tarolni a citoplazmajukban, amely vezikuldk felszinén megtalalhato6
a vezikularis nukleotid transzporter (vNUT) enzim (Ho és mtsai, 2015; Moriyama €s
mtsai, 2017). Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a vNUT-pozitivitast mutato vezikulak
koncentracidja jelentdsen magasabb a szomatikus junkcié neurondlis oldalan, mint a
neuronalis membran mas szakaszain: a VNUT-jel6lés intenzitasa a kapcsolat terlletén
majdnem haromszorosa a mas teriilleteken megfigyelhetdnek (p<0,0001, Mann-Whitney
U teszt) (7. Abra E).

Az idegsejtekbdl felszabaduld medidtorok egy része a lizoszomadlis itvonalon keresztiil
jut el az extracelluléaris terbe. Ezért konfokalis mikroszkopiaval és immunhisztokémiai
jelolés segitsegeével megvizsgaltuk egy lizoszomalis marker, a Lampl sejten beldli
eloszlasat is. Azt talaltuk, hogy a Lampl jel tulnyomo tébbsége asszocidciét mutat a
Kv2.1 fehérjeklaszterekkel, amelyek a vizsgalt szomatikus mikroglia-neuron kapcsolatok
83,3%-4ban megtalalhatoak (7. Abra F).

1V.2.4. Mitokondrium-asszocidlt membréan és endoplazmaés retikulum a szomatikus

junkci6 teriiletén

Az idegsejtek Ca?*-homeosztazisanak szempontjabol kiemelt jelentSségii sejtorganellum
a mitokondrium-asszocialt membran (MAM), valamint az endoplazmas retikulum (ER)
(Csordés es mtsai, 2018; Karagas és Venkatachalam, 2019). Utobbinak sejtmembranhoz
torténd rogzitése a Kv2.1 fehérjeklaszterek feladata, igy jelenlétik — amelyet
elektronmikroszkopos képeinken megfigyelhettink (7. Abra G) — a sejttestre érkezd
mikroglialis bemenet kozvetlen kozelében nem meglepé. A junkcidhoz kozeli

mitokondriumot a neuronalis sejtmembrannal ,,0sszek6td” retikuléris sejtorganellumok
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(MAM ¢s ER) lehetdvé teszik, hogy a mikroglia-neuron junkcion keresztuli
informacidcsere kozvetleniil hathasson a neuronalis Ca?*-aramokra.

Osszességében megfigyeltiik, hogy a szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolatok a
neuronalis oldalon specifikus ultrastrukturaval rendelkeznek, amely anatomiai
szempontbdl lehetévé teszi, hogy az idegsejt altalanos allapotat tiikr6z6 mediatorok

célzottan, exocitozis Utjan a sejtkozti térbe Uruljenek.
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7. Abra. A szomatikus junkcié neuronalis alkotéelemei. A, Konfokalis rétegfelvétel
szummacids képén (maximum intensity projection - M.I.P.) megfigyelhetd a neuron
(Kv2.1 magenta) sejttestét érinté mikroglia-nytlvany (CX3CR1-GFP, okker) kdzelében
egy neuronalis mitokondrium (TOM20, zéld, nyilakkal jel6lve). B, A mitokondriélis
TOMZ20-jel atlagos intenzitasa szignifikansan nagyobb a mikroglialis kontakt helyszinén,
mint a neuronalis membran egyéb szakaszain. N=10 sejt, 2 allatbdl; non-kontakt: median
5,81 intenzitadsegység (also-felsé kvartilis: 4,97-6,68), kontakt: 30,01 (23,8-38,75);
p<0,0001, Mann-Whitney U teszt. C, Elektronmikroszképos felvételeken a
mitokondridlis membranfeherje, a TOM20 (fekete aranyszemcsék) eloszldsa figyelhetd
meg egy neuron sejttestében. A TOM20-immunarany jel6lés nem csak a mitokondriumok
felszinén volt megfigyelhetd, hanem citoplazmatikus vezikuldkon is (nyilhegy), valamint
a sejtmembrén bizonyos pontjain is (nyilak). Ezen felvételek bizonyitjak, hogy
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mitokondrium eredetli vezikuldk képesek tartalmukat az extracellularis térbe {iriteni. D,
Kombinalt immunperoxidaz-immunarany reakcié segitségével megfigyelhetd egy
szomatikus mikroglia (micro., s6tét csapadék) - neuron (magenta alszinezés) kapcsolat,
amelynek kozvetlen kozeleben TOM20-jeldlés (fekete aranyszemcsek) lathatd
intracellularis vezikuldk, valamint az idegsejtmembran felszinén (nyilak). E, A
vezikularis nukleotid transzporter (VNUT, ciankék) citoplazmatikus elhelyezkedése is
preferenciat mutat a mikroglia-nyalvanyok altal érintett membranszakaszok felé. N=10
sejt, 2 allatbol; non-kontakt: median 11,67 intenzitasegység (also-fels6 kvartilis: 10,63-
14,21), kontakt: 29,38 (19,94-33,72); p<0,0001, Mann-Whitney U teszt. F, A neuronok
sejttestében a lizoszomak (Lamp1, kék) foként Kv2.1 klaszterek kozelében figyelhetoek
meg, igy exocitdzissal vald Urilésuk soran a tartalmuk éppen a mikroglia-nyulvanyokkal
talalkozhat. G, Egy szomatikus mikroglia-neuron junkcio elektronmikroszkopos képén
megfigyelhetd a mikroglialis P2Y 12 receptor (fekete aranyszemcsék) nagy mennyisége a
kapcsolatban, valamint a specialis, kapcsolat-asszocialt neurondlis ultrastruktura. Szinek:
mikroglia - sarga, neurondlis citoplazma - magenta, sejtmag - lila, mitokondrium - tirkiz,
MAM és ER - z6ld, intracellularis vezikulum - kék, kapcsoldfehérjék - piros. Mérce: 5um
az A panelen, 3um a B és E, 300nm a C és D, 1um az F és 500nm a G panelen.
[Atdolgozva: (Cserép, Posfai és mtsai, 2020)].

IV.3. A mikroglia a szomatikus junkcion keresztiil érzékeli és befolyasolja az
idegsejtek allapotat

A szomatikus junkcio struktarajanak részletes megismerése utan kivancsiak voltunk arra,
milyen uton cserélhet informaciot egymassal ez a két sejt, valamint milyen szerepet
jatszhat ez az Ujonnan felfedezett kommunikaciés forma a mikroglia-neuron

szabalyozésban, ezért szamos funkcionalis kisérletet végeztink.

1V.3.1. A neuronok sejttestébdl ATP szabadul fel a mikroglia-nyUlvanyok irdnyaba

Els6ként arra voltunk kivancsiak, vajon valoban képesek-e az idegsejtek a szomatikus
régidjukban tarolt ATP-tartalmu vezikulak gyors és céliranyos Uritésére. Ehhez in vitro
mikroglia-neuron kokultdrdkat vizsgaltunk: az ATP tartalmu vezikuldkat fluoreszcens
tulajdonsagu quinacrine-hidrokloriddal, a mikroglia-sejteket izolektinnel jel6ltik. Mivel
a quinacrine az intracelluléris purinerg nukleotidokhoz képes kotédni, igy az ATP
tartalm( vezikuldk mellett a neuronalis mitokondriumok is jel6lést kaptak, azonban a
méretbeli kiilonbségek alapjan kdnnyeden szétvalaszthatd egymastol a két populécid. Azt
talaltuk, hogy — a spontan felszabadulé 1-2 vezikulan tal — az idegsejteket azonnal
depolarizal6 KCl-oldat hatasara jelentésen csokken a kisméretii, quinacrine-jel6lt
struktrak szama, ami az ATP-tartalmi szomatikus vezikuldk nagy mennyiségii

felszabadulasat jelzi (8. Abra A-D). Ezt kovetéen a sejtkozti térben taldlhato ATP
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mennyiségét nagyhatékonysagu folyadékkromatogréafidval (HPLC-vel) vizsgaltuk: a KCI
indukalta extracelluléris ATP-szint emelkedés megel6zhetd volt a vNUT miikodését gatld
klodronattal, vagy a neuronalis sejttesteken jelenlévd L-tipusti Ca®*-csatornakat gatld
nimodipinnel el6kezelve. Ezzel ellentétben, a szinaptikus vezikulafelszabadulast lehetové
tevé Ca?*-csatornakat gatlo w-agatoxin és -conotoxin nem befolyasolta szignifikansan
a felszabadult ATP mennyiségét, bizonyitva ezzel az extracellularis ATP tulnyomorészt
szomatikus eredetét (8. Abra E). Az intracelluléris vezikulakbol felszabadulé ATP a

mikrogliara f6ként ADP-vé bomolva gyakorolhat hatast, ugyanis a mikroglia-

nyulvanyokon nagy mennyiségben talalhatd meg a purinerg nukleotidokat defoszforizald
ektonukleotidaz, az NTPDasel (8. Abra F).
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8. Abra. Az idegsejtek depolarizacidjanak hatasara ATP szabadul fel a neuronok
sejttestébol. A, Konfokalis rétegfelvételen megfigyelhetd egy neurondlis Kv2.1
fehérjeklaszterrel (magenta) érintkez6 mikroglia-nydlvany (okker), a neuron
citoplazméajban pedig egy membrankozeli ATP-tartalmu vezikula (quinacrine, zold) és
szomatikus mitokondriumok (TOM20, ciankék). A kis képeken megfigyelhetd, hogy a
quinacrine-jelolés atfed a TOM20 és a VNUT (piros) fluoreszcens jelekkel. B, In vitro
készitett sorozatfelvételeken kivehetd egy neuron korvonala (szaggatott) ¢és
megfigyelhetd, hogy KCl-oldat hozzaadasa utdn szamos quinacrine-jel6lt (z6ld), ATP
tartalmt vezikulum kitiriil a sejtb6l (piros nyilak). C, A KCI, illetve ACSF hatéasara
felszabadult quinacrine-jeldlt vezikulak szama az id6 fiiggvényében. D, A quinacrine-
jelolt vezikulumok meéreti eloszlasa, illetve az immunhisztokémiaval azonositott VNUT-
tartalm( vezikulak és TOM20-pozitiv mitokondriumok méreti eloszlasa. Fent: N=118
quinacrine-pozitiv objektum, a KCI hatasara felszabadult vezikulak median atmérdje
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0,37um, a megmaradtaké 0,59um. Lent: N=83 karakterizalt quinacrine-jelélt objektum:
a VNUT-pozitiv vezikulak median atméréje 0,45um, a mitokondriumoké 1,2pm. E, KCI
hatasara nagymértékii extracellularis ATP-szint emelkedés figyelheté meg HPLC-vel,
amely kontrolloldat (ACSF) hatasara nem kovetkezik be. A KCI hatasara felszabadulo
ATP nem szinaptikus eredetii, ugyanis a szinaptikus Ca?*-csatornakat gitlo ,,szinaptikus
koktél” (SC, w-agatoxin és m-conotoxin keveréke) nincs hatassal ra. Ezzel szemben a
szomatikus exocitozisban szerepet jatszd L-tipusi Ca?*-csatornakat gatlé nimodipin
(NIM), vagy a vNUT mukodését gatld klodronat (CLO) jelenlétében nem figyelhetd meg
megnovekedett ATP-felszabadulas a neuronokbol. ACSF/KCI vs. ACSF/ACSF
p=0,0218, Mann-Whitney U teszt, N=11 mérés; SC/KCI vs. ACSF/KCI p=0,6532, N=11;
SC+NIM/KCI vs. ACSF/KCI p=0,0271, N=10; SC+CLO/KCI vs. ACSF/KCI p=0,0284,
N=10. F, Konfokalis fény-, illetve elektronmikroszkopos felvételeken megfigyelheté a
szoveti ektonuleotiddz, az NTPDasel (piros a fénymikroszkopos, sotét csapadék az
elektronmikroszkopos képen) nagy mennyiségii jelenléte a mikroglia-nyulvanyok (zold)
neuronokkal (Kv2.1, magenta) kozvetleniil érintkez6 felszinén. Az elektronmikroszkopos
felvételen megfigyelhetd a kapcsolat (fekete nyilak) kozvetlen kornyezetében két
mitokondrium (m), vezikulumok és retikularis struktirak (fehér nyilhegyek). Mérce:
500nm az A panelen, 3um a B, 2um az F fénymikroszképos és 200nm az F
elektronmikroszkopos panelen. [Atdolgozva: (Cserép, Posfai és mtsai, 2020)].

1V.3.2. A megndvekedett neurondlis aktivitas mikroglialis valaszt valt ki

Irodalmi adatokbol ismert, hogy az aktiv idegsejtek sejttestéb6l ATP szabadul fel, és hogy
a nagyobb sejtaktivitdst mutaté neuronok kdrnyezetében tébb mikroglia-nydlvany
figyelhet6 meg (Eyo és mtsai, 2014; Fields, 2011; Li és mtsai, 2012). Hogy
megvizsgalhassuk, vajon az intenziv idegsejt-aktivitds befolyasolja-e a szomatikus
mikroglia-neuron junkciot, viralis vektorral egy olyan konstrukciot (AVV8-pAAV-hSyn-
HA-hM3D(Gq)-MCherry) juttattunk az egerek szomatoszenzoros kérgebe, amely
kemogenetikusan aktivalhatd Gq-fehérje kapcsolt receptorfehérje kifejez6dését indukalta
az idegsejtek egy alpopulécidjaban. A konstrukcio tartalmazott egy piros fluoreszcens
fehérjét (mCherry) is, igy a vektort felvevd, és ezaltal a Gq-fehérje kapcsolt receptort
kifejezd sejteket konnyen azonositani tudtuk. 3 hét inkubécios 1d6 utan az egerek egyik
csoportja a receptor szelektiv agonistajat, clozapine-N-oxidot (CNO) tartalmaz6
intraperitonealis injekciot kapott, mig a masik csoport fiziologias sooldatot (9. Abra A-
B).

Az intraperitonealis CNO beadas eléri a kozponti idegrendszert, és tartésan megemeli az
érintett idegsejtek intracellularis Ca?*-szintjét (tonikus aktivacid). A  sejtek
megemelkedett aktivitasat egy ,,immediate early” gén termékének, a cFos megemelkedett

szintjének kimutatasaval detektaltuk (9. Abra C; Kontroll: median 21,88 fluor. intenzitas
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érték (also-felsé kvartilis: 16,70-26,49), CNO: 51,26 (39,23-58,36); p<0,0001, Mann-
Whitney U teszt). Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a neuronok aktivitasanak
novekedésére valaszul a sejttestiik mikroglialis boritottsaga jelentdsen megnd. Ez a hatas
nem magyardzhatd pusztdn a viralis vektor jelenlétével, mivel a jelenség a piros
fluoreszcens fehérjét kifejezo, de megnovekedett cFos-szinttel nem rendelkezd sejteken

nem volt megfigyelhetd (9. Abra D, 5. Tablazat).
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9. Abra. A mikroglia reagal a neuronok megnovekedett aktivitasara a szomatikus
kapcsolatok teriletén. A, A kisérlet sematikus abrézolasa. B, Egy példa a virusinjektalas
(mCherry, piros) helyére. C, A virust felvett sejtek jol azonosithatbak a benniik
kifejez6dé fluoreszcens fehérje (mCherry, piros) segitségével. A kemogenetikusan
aktivalhatd Gg-fehérje a receptor agonista (CNO) hatasara megndveli ezen sejtek
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aktivitasat, amelyet a cFos fehérje (cidnkék) szintjének ndvekedésével detektalhatunk.
N=100 sejt (50 kontroll, 50 CNO). Kontroll: median 21,88 fluor. intenzitas (als6-felsé
kvartilis: 16,70-26,49), CNO: 51,26 (39,23-58,36); p<0,0001, Mann-Whitney U teszt. D,
A megndvekedett aktivitasu sejteken szignifikdnsan névekszik a mikroglialis boritottsag
(okker) mertéke. Ezt biztosan nem az ektdpias fehérjek kifejezése, vagy a CNO beadas
okozza, ugyanis a virust felvett, fluoreszcens fehérjét kifejez6, megnovekedett aktivitast
mégsem mutatd sejtek mikrogliélis boritottsaga mind vivéanyag, mind CNO beadast
kovetéen szignifikansan alacsonyabb. A D panelhez tartozé pontos értékeket az 5.
Téblazat tartalmazza. Mérce: 20um a C és 8um a D panelen. [Atdolgozva: (Cserép, Posfai
és mtsai, 2020)].

5. Tablazat. A mikroglia reagal a neuronok megnovekedett aktivitasara a
szomatikus kapcsolatok tertletén. Az értékek a kontroll boritottsdg szazalékaban
vannak megadva. N=101 sejt, 8 allatbol (4 kontroll, 4 CNO); Kruskal-Wallis és Dunn
préba. LQ — also kvartilis, UQ — fels6 kvartilis.

ctrl vs. ctrl vs. Cc+ vs.

Paraméter Tipus L median | U
P Q Q Cc+ Cc- Cc-

Kontroll | 37,67 100 | 238,90

Mikroglialis CNO
boritottsag cFos+
CNO
cFos-

86,96 | 242,85 | 529,62 | p=0,0055 | p=0,8083 | p=0,0426

32,53 | 125,89 | 227,79

IV.4. A mikroglia-neuron informéciocsere P2Y12R-fiiggo a szomatikus junkcio

teriiletén

1IV.4.1. A mikroglia-specifikus purinerg P2Y 12 receptorok szelektiven

felhalmozddnak a szomatikus junkciok teriiletén

Mivel a neurondlis oldalon kimutattuk ATP-t tartalmazé vezikulék feldisulasat, valamint
aktivitas-fiiggd felszabadulasat a szomatikus junkcié teriiletén (7. Abra E, 8. Abra B-D),
és lathattuk, hogy a mikroglia reagal a nagyobb szomatikus ATP-felszabadulast kivalto
megndvekedett neurondlis aktivitasra (9. Abra D), ezért megvizsgaltuk, hogy milyen
purinerg receptor lehet jelen ezekben a kapcsolatokban a mikroglia-nyulvanyok
membranjaban, amely képes lehet a neuronalis ATP-t érzékelni. Ismert, hogy a mikroglia
nyulvanyok célzott toborzasaéert patoldgias korilmények kozoétt (pl. szoveti sériilés
helyére) egy Gi-fehérje kapcsolt purinerg receptor, a P2Y 12 receptor (P2Y 12R) felelds
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(Haynes és mtsai, 2006). A P2Y 12R f6 ligandja az extracellularisan sériilést jelz6 ATP-
b6l keletkez6 ADP (Hollopeter és mtsai, 2001; Liverani és mtsai, 2016), és
transzkriptomikai tanulmanyok szerint a kdzponti idegrendszerben kizarolag a
mikroglidban talalhaté meg (Butovsky és mtsai, 2014; Zhang és mtsai, 2014), amelyet

anatomiai vizsgalataink is megerésitenek (10. Abra).

" CX3CR1-GFP

| Y

10. Abra. A purinerg P2Y12 receptor a kdzponti idegrendszerben kizarélag a
mikroglidban talalhaté meg. A, A P2Y12 receptor (P2Y12R, ciankék) kolokalizal
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mikroglialis markerekkel (CX3CR1, okker és Ibal, magenta), és a receptorjeldlés teljes
mértékben hianyzik a P2Y12R génkilitott egerekben (P2Y12R7). B-D, A P2Y12R
(ciankék) nem talalhatd meg sem asztrocitdkban (GFAP, z6ld), sem simaizomsejtekben
(SMA, okker), sem endothel sejtekben (PECAM, magenta [B]), sem perivaszkularis
makrofagokban (CD206, magenta, [C]), sem pedig pericitdkban (PDGFR, kék). Mérce:
20pm az A panelen, 10pm a B, 5um a C és 3um a D panelen. [Atdolgozva: (Cserép,
Posfai és mtsai, 2020)].

Megvizsgaltuk, hogy a mikroglia membranjaban hogyan helyezkedik el a P2Y12
receptor. A pontos szubcellularis eloszlas érdekében 3 dimenzids rekonstrukciokat
készitettiink elektron-tomogréfias modszerrel szomatikus junkciokrol, P2Y12 receptor-
ellenes immunarany jelolést kovetéen. Megallapitottuk, hogy a P2Y12 receptor
szelektiven felddsul a mikroglia membranjanak azon szakaszan, amelyik az idegsejtek
sejttestével all kozvetlen kapcsolatban (11. Abra A-C, 6. Tablazat). Az idegsejt sejtteste
felé néz6 mikroglia membranban pedig megfigyelhetd, hogy a neuron szémajahoz

kdzvetleniil hozzaéré6 membranszakaszokon nagyobb a receptorsiiriség, mint az attol par

nanométerrel tavolabb talalhato régiokban (11. Abra D, 6. Tablazat).
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11. Abra. A P2Y12 receptor szelektiven felhalmozodik a szomatikus mikroglia-
neuron kapcsolatokban. A, Elektronmikroszkopos képeken megfigyelheté a P2Y12
receptor (fekete immunarany szemcsék) felhalmozddasa a mikroglidlis membran azon
szakaszan, amelyik a neuronok sejttestével kozvetlenil érintkezik (nyilak). Ugyanazon
nyulvany (sarga alszinezes) méas membréanszakaszain, illetve a szinapszisokkal
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kapcsolatba keriil6 mikroglia-nytlvanyon (kis kép) nem figyelhetd meg ez a fehérje-
felszaporodés. B, Elektrontomografiaval készilt térfogatfelvétel egyetlen, 0.5 nm vastag
virtualis metszete (bal) és a képalkotas utan elkészitett 3 dimenzids modell (jobb), amely
egy mikroglia-nydlvany (sarga) és egy idegsejt sejtteste (magenta) kozott létrejott
kapcsolat ultrastruktarajat mutatja be. A kapcsolat alkotéelemei jol megfigyelhetdek:
mikroglialis oldalrol a P2Y 12 receptor (fekete immunarany szemcseék, illetve a modellen
fehér gombok), retikuléris intracellularis membrénstruktirak (z6ld), a neuron oldalan
mitokondrium (tlrkiz), vezikularis elemek (kék) és membrandenzitasok (piros). C, A
P2Y12 receptor mennyisége jelentésen nagyobb a mikroglia-nyulvany azon
membranszakaszan, amelyik az idegsejtek sejttestével érintkezik (magenta), mint
amelyik mas idegsejtszakaszokkal (axonokkal, terminalisokkal) (z6ld). D, A szomatikus
kapcsolatot létrehozd mikroglidlis membranszakaszon belil megfigyelheté, hogy a
P2Y 12 receptor mennyisége nagyobb azokon a teriileteken, amelyek kdzelebb vannak az
idegsejt membranjahoz. A C és D panelhez tartoz6 pontos értékeket a 6. Tablazat
tartalmazza. Mérce: 250nm az A és 100nm a B panelen. [Atdolgozva: (Cserép, Posfai és
mtsai, 2020)].

6. Tablazat. A P2Y12 receptor szelektiven felhalmozodik a szomatikus mikroglia-
neuron kapcsolatokban. Elektrontomografias felvételeinken megfigyelhet, hogy a
P2Y12R mennyisége jelentdsen nagyobb a mikroglia-nytlvany azon membranszakaszan,
amelyik az idegsejtek sejttestével érintkezik; N=24 membranrészlet, parositott mintas
Wilcoxon-proba. A szomatikus kapcsolatokon beliil pedig jellemz6 tendencia, hogy a
mikroglidlis membranszakaszon belil a P2Y12R mennyisége nagyobb azokon a
terlileteken, amelyek kdzelebb vannak az idegsejt membréanjahoz. N=3 szomatikus
kapcsolat. 1.: N=4414 membranrészlet, 2.: N=915 membranrészlet, 3.: N=7726
membranrészlet; Mann-Whitney U teszt. LQ — also kvartilis, UQ — felsé kvartilis.

Paraméter Tipus LQ median uQ p érték
Szomatikus 607,98 | 703,13 | 926,89
P2Y12R jel6lés
p=0,0012
stirlisége (db/pum?)
Non-szomatikus | 361,61 | 516,35 | 672,87
1.d < 13nm 5 7 11
p<0,0001
1.d>13nm 3 5 7
Immunarany
2.d <13nm 2 4 5
szemcsék szama p<0,0001
2.d>13nm 1 2 4
40nm-en beliil
3.d<13nm 2 5 8
p<0,0001
3.d>13nm 1 2 5
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1IV.4.2. A P2Y12R gétlédsa esetén rovidil a szomatikus junkcidk fennalldsanak

id6tartama

Korabban 2-foton mikroszkdpiaval megfigyeltik, hogy a szomatikus mikroglia-neuron
kapcsolatok id6tartama in vivo atlagosan kordlbelul haromszor annyi, mint a mikroglia-
Osszetettebb, hosszabb 1d6t igénylé kommunikéci6é miatt van igy a sejttest esetén, amely
kapcsolatban lathattuk, hogy a kézponti idegrendszerben mikroglia-specifikus P2Y12
receptor szelektiven felhalmozodik. Kisérletesen igazoltuk, hogy a szomatikus mikroglia-
neuron kommunikéacioban fontos szerepet toltenek be az ezen terileteken felhalmoz6dd
P2Y12 receptorfehérjék. PSB0739-nek (PSB), a P2Y12 receptor szelektiv gatloszerének
ciszterna magna-ba torténé beadasaval a mikroglialis P2Y12 receptorok szelektiven
gatolhatok. Azt taldltuk, hogy a PSB-kezelés hatadsara a szomatikus kontaktusok
id6tartama jelent6sen, 45%-kal lecsokken, mig a dendritekkel (szinapszisokkal) vald
kapcsolatok idétartama nem valtozik szignifikansan (12. Abra, 7. Tablazat).
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12. Abra. Akut P2Y 12 receptor gatlas hatasara megvaltozik a szomatikus mikroglia-
neuron kommunikéacio A, A kisérlet sematikus abrézolasa. 1 6ras kontroll 2-foton
mikroszkopias mérés (alapvonal) utan a CX3CR1GFP/+ mikroglia-riporter, tdTomatoval
elektroporalt egerek cisterna magna-jaba PSB0739-et injektaltunk, majd ismét 2-foton
mikroszkopias kepalkotds kovetkezett. B, A konfokalis felvételen megfigyelhet6 ezen
egerekben is a mikroglia-nytlvanyok (CX3CR1-GFP, zéld) kapcsolata az idegsejtek
(tdTomato, piros) sejttestével (fehér nyilhegyek), valamint dendritjeivel (fekete
nyilhegyek). C, Az akut, centralis P2Y12 receptor gatlas eredményeképpen
szignifikansan megrovidul a szomatikus mikroglia-neuron kapcsolatok iddtartama,
mikodzben a dendritekkel kialakult kapcsolatok id6tartama nem valtozik szamottevéen. A
pontos értékeket a 7. Tablazat tartalmazza. Mérce: 5um a B panelen. [Atdolgozva:
(Cserép, Posfai és mtsai, 2020)].
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7. Téblazat. A P2Y12 receptor szelektiv akut gatldsa hatasara a szomatikus
mikroglia-neuron Kkapcsolatok idétartama lecsokken, mig a dendritikus
kapcsolatoké valtozatlan. Az értékek a kontroll szomatikus kapcsolatok iddtartamanak
szdzalékaban vannak megadva. N=54 kapcsolat, 6 allatbol (3 kontroll, 3 PSB), Mann-
Whitney U teszt. LQ — also kvartilis, UQ — felsé kvartilis

ctrl som ctrl som ctrl dendr PSB som
Tipus LQ | median | UQ VS, VS, S S
ctrl dendr | PSB som | PSB dendr | PSB dendr
Kontroll
) 86,36 100 163,64
szomatikus
Kontroll
27,27 | 30,30 | 50,51
dendritikus
SsE p=0,0004 | p=0,0332 p=0,4067 p=0,3210
; 27,27 | 5455 | 90,91
szomatikus
PSB
- 30,30 | 40,40 | 50,51
dendritikus

1V.4.3. Funkciondlis P2Y12R hianyaban a mikroglia-nyulvanyok nem képesek

reagélni a fizioldqgias idegsejtaktivitas ndvekedésére

Tovabbi kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a kemogenetikus mddszerrel kivaltott
neuronalis aktivitas-indukalta mikroglialis boritottsag novekedés is P2Y12 receptor
fiigg6-maddon zajlik. Azt talaltuk, hogy mind a receptor teljes hianya (P2Y12R génkiutott
allatban), mind a receptor miikodésének akut centralis (PSB0739-cel torténd) gatlasa
megakadalyozta a mikroglialis reakciot, vagyis a megnovekedett boritottsagot a
szomatikus kapcsolatok teriiletén (13. Abra, 8. Tablazat). Ezen eredmények azt mutatjak,
hogy a P2Y12 receptor alapvetd szerepet jatszik a fiziologiads mikroglia-neuron

kommunikéciéban.
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13. Abra. Funkcionalis P2Y12 receptor hianyaban a mikroglia nem képes reagalni
a megndvekedett neuronalis aktivitasra. A, CNO beadas hatasara a kemogenetikus
konstrukciot kifejez6 neuronok (mCherry, piros) nagy részében megnovekszik a
sejtaktivitas (cFos, ciankék), amely azonban a P2Y 12 receptor génkittdtt egerekben nem
valt ki megndvekedett mikroglialis boritottsdgot (CX3CR1-GFP, okker, a szomatikus
kapcsolatokat nyilhegyek jelzik) a vivéanyagot kapott kontroll allatokhoz képest. B, Az
akut P2Y 12 receptor gatlasra iranyuld kisérlet sematikus abrazolasa. Az intraperitoneélis
CNO beadas utan kozvetlenil az egerek cisterna magnajaba PSB0739, vagy vivéanyag
(kontroll) kertilt beadasra. C, A PSB-vel injektalt allatokban a magasabb aktivitast mutatd
(cFos, ciankék), kemogenetikusan ingerelhetd receptort kifejez6 neuronok (mCherry,
piros) sejttestén szignifikdnsan kisebb a mikroglialis boritottsag, mint a vivéanyaggal
(veh.) injektalt egerek esetében. Az A és C panelhez tartozo pontos értékeket a 8. Tablazat
tartalmazza. Mérce: 8um az A és 5pum a C panelen. [Atdolgozva: (Cserép, Pésfai és mtsai,
2020)].
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8. Tablazat. Funkcionalis P2Y12 receptor hianyaban a mikroglia nem képes
reagalni a megndvekedett neuronalis aktivitasra. Az értékek a kontroll szazalékaban
vannak megadva. P2Y 12 KO egerek vizsgalata: N=85 sejt, 6 &llatb6l (3 kontroll, 3 CNO),
Kruskal-Wallis és Dunn préba; PSB hatés vizsgalata: N=124 sejt 5 allathol (2 vivéanyag,
3 PSB), Mann-Whitney U teszt. LQ — also6 kvartilis, UQ — fels6 kvartilis.

) ) . ctrl vs. ctrlvs. | Cc+vs.
Paraméter Tipus LQ | median| UQ
Cc+ Cc- Cc-
Kontroll | 26,53 100 265,50
mikroglialis
o CNO
boritottsag 97,72 | 133,06 | 224,69 | p=0,7497 p=1 p=1
cFos+
(P2Y12 KO)
CNO
53,58 | 127,70 | 197,69
cFos-
. CNO +
mikroglialis L 53,92 100 154,17
. i vivoanyag
boritottsag p=0,0001
CNO +
(PSB0739) 0 27,66 | 108,89
PSB

IV.5. AP2Y12 receptor szerepe a mikroglia motilitas és morfoldgia szabalyozasaban

Eddigi eredményeinkbdl jol latszik, hogy a purinerg P2Y 12 receptor alapvetd szerepet
jatszik a fizioldgids mikroglia-neuron kommunikacioban. Felmer(lt azonban a kérdés,
vajon milyen szerepet tolt be ez a receptor a mikroglialis fiziologidban, amelyre
vonatkozéan nem rendelkezink ismeretekkel. Ennek érdekében megvizsgaltuk
egerekben a receptor farmakoldgiai és genetikus blokkolasanak hatasat a mikroglia
alapvet6 tulajdonsagaira. Az akut farmakoldgiai gatlas hatasait centralisan adagolt PSB-
vel vizsgaltuk, mig a kronikus receptorfunkcié hidnya okozta valtozasok megfigyeléséhez
P2Y12 receptor genkiltdtt egereket hasznaltunk.

IV.5.1. A P2Y12 receptor genetikus delécidja meqgvaltoztatja a mikroglialis

sejtszamot és a szatellita sejtek aranyat az agykéregben

Mint a korabbi eredményeinkbdl lathattuk, a mikroglia-nyulvanyok altal kialakitott
szomatikus junkcion keresztil zajl6 kommunikéacioban kiemelt szerep jut a P2Y12
receptornak. Ezzel a modszerrel egy-egy mikroglia a szamos nyulvanyan keresztil

nagyszamu idegsejttel kommunikalhat egy idoben. Amennyiben azonban a receptor nem
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all rendelkezésre, a mikroglia-nyulvanyokon keresztill zajlo informaciocsere zavart
szenvedhet, és az akut gatlas esetén rovid, illetve a krénikus delécié esetén hosszabb
tavon érvényesiildé kompenzatorikus mechanizmusok Iéphetnek életbe. A P2Y12
génkiltott egerek szomatoszenzoros kérgében azt figyeltik meg, hogy a mikroglia sejtek
kapcsolatai megvaltoznak, és nagyobb ardnyban (WT: 74,71%, KO: 92,68%; p=0,0076,
Kruskal-Wallis és Dunn proba) helyezkednek gy a szOvetben, hogy sejttestiikkel
érintkeznek egy, vagy tobb idegsejt szomajaval (14. Abra A-B, 9. Téblazat). Belathatd
azonban, hogy ily modon egy-egy mikroglia lényegesen kevesebb idegsejtet tud
egyidejlileg ellendrzése alatt tartani, mint a nyulvanyain keresztiil, igy nem meglepd
mabdon azt talaltuk, hogy a P2Y12 receptor kronikus hianyat ugy probalja kompenzalni a
génkiltott allat szervezete, hogy 47%-kal tobb mikroglia van az agykéregben, csokkentve

ezzel a neuron/mikroglia aranyt (14. Abra C-D, 9. Téblazat).
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n.s.

X
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14. Abra. A P2Y12 receptor genetikus deléciéja kompenzatorikus folyamatokkal
jar. A, A konfokalis rétegfelvételeken a mikroglia (CX3CR1-GFP, okker) idegsejtekhez
(Kv2.1, ciankek) viszonyitott elhelyezkedését 3 dimenzidban vizsgalhattuk — ez alapjan
megallapithattuk, hogy a mikroglia sejttestek hozzaérnek-e neuronok sejttestéhez
(szatellita, magenta szin a jobb panelen), vagy nem (kulonallo, z6ld szin a jobb panelen).
B, A P2Y12 KO 4llatokban a szatellita mikroglia ardnya jelentdsen nagyobb, mint a
receptorral rendelkezé allatokban. C, A P2Y12 receptor kronikus hidnya magasabb
mikroglia sejtszamot eredményez. D, A mikroglia sejtszam névekedésével parhuzamosan
aP2Y12 KO egerekben alacsonyabb az egy mikrogliara juto idegsejtek atlagos szama. A
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B-D panelhez tartozo pontos értékeket a 9. Tablazat tartalmazza. Mérce: 10um az A
panelen. [Publikalatlan adatok].

9. Tablazat. A P2Y12 receptor kronikus hianya megvéltoztatja a mikroglialis
sejtszamot és a szatellita sejtek aranyat az agykéregben. N=898 vizsgalt mikroglia és
N=1196 vizsgalt neuron, 14 allatbol (4 WT, 5 PSB, 5 KO), Kruskal-Wallis és Dunn proba.
LQ — alsé kvartilis, UQ — fels6 kvartilis.

WT vs. WT vs. PSB vs.

Paraméter | Tipus L median U
P Q Q PSB KO KO

Kulonallo WT | 22,58 25,29 26,67
mikroglia PSB 18,18 28,30 34,38
aranya (%) KO 4,65 7,32 8,51
Szatellita WT [ 73,33 74,71 77,42
mikroglia PSB 65,62 71,70 81,82
aranya (%) KO 91,49 92,68 95,35
Mikroglia WT 7,153 7,629 10,252
sejtek szdama | PSB 5,960 7,868 9,775 | p=0,9015 | p=0,0418 | p=0,0418
(x 103/mm?) KO 10,252 | 11,206 | 11,921
Neuron/ WT 21,33 22,93 25,00
mikroglia PSB 19,90 23,76 35,50 p=1 p=0,1447 | p=0,0712
arany KO 14,40 17,36 23,02

p=1 | p=0,0076 | p=0,0311

1V.5.2. Funkcionalis P2Y12R hianyaban megvaltozik a mikroglia morfolégiaja

A mikroglia morfoldgiaja dinamikusan képes valtozni és szoros 6sszefliggést mutat a
sejtek citokinprofiljaval (Althammer és mtsai, 2020; Cogut és mtsai, 2018; Smith és
mtsai, 2013). Azt talaltuk, hogy a P2Y12 receptor miikodésének hianya befolyasolja a
sejtek nyulvanytérfogata megnd. Emellett a receptor akut vagy kronikus zavardnak
hatasara lecsokken a sejttestek térfogata, és megné ezekben az allatokban a
nyalvanyelagazasok és a nyulvanyvégzddések szama (15. Abra, 10. Tablazat), vagyis az
egészseges egérhez képest a P2Y12 receptor-deficiens sejtek Kiterjedtebb

nyulvanyrendszert tartanak fent.
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15. Abra. A P2Y12 receptor miikodésének hidnya befolyasolja a mikroglia
morfologiajat. A, A bal oldali panelen egy 100um vastag szOvetdarab konfokalis
felvételének projekcios kepe lathatd (a mikroglia (Ibal) okker, a sejtmagok (DAPI) kék
szinnel), a jobb oldali panelen pedig ugyanezen térfogatban az analizis soran azonositott
mikroglia sejttestek és nyulvanyok. A kiilonb6zd sejtek kiilonbozd szinekkel jelennek
meg. B, Egy mikroglia sejt 3 dimenzids rekonstrukcidja. C, A P2Y12 receptor
mitk6désének hianya jelentés morfologiai valtozasokat okoz a mikroglidban. A pontos
értékeket a 10. Tablazat tartalmazza. Mérce: 10um az A panelen. [Publikélatlan adatok].
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10. Tablazat. A 3 dimenziés morfoldgiai vizsgalat eredményei. N=352 sejt, 14 allatbol
(4 WT, 5 PSB, 5 KO); Kruskal-Wallis és Dunn préba. LQ — alsé kvartilis, UQ — fels6
kvartilis.

WT vs. WT vs. PSB vs.

Paraméter | Tipus L median U
P Q Q PSB KO KO

Sejttest WT | 284,01 | 33557 | 389,33
térfogata PSB | 252,29 | 283,30 | 319,30 | p<0,0001 | p<0,0001 | p=0,2609
(Hm?) KO | 246,87 | 274,63 | 320,02
Nyulvanyok WT | 989,05 | 1170,10 | 1520,80
Ossztérfogata | PSB | 1160,16 | 1450,45 | 1856,01 | p<0,0001 | p=0,2457 | p=0,0009
(um?) KO | 876,97 [ 1269,72 | 1621,95
wT | 0117 | 0130 [ 0,148
Kompaktséag | PSB | 0,101 | 0,109 | 0,118 | p<0,0001 | p<0,0001 | p<0,0001
KO | 0109 [ 0,119 | 0,134

Nyulvany- WT 33 46,5 63,5
elagazasok PSB 54 69 92 p<0,0001 | p=0,0001 | p=0,0019
szama KO 46 61 77
Nyulvany- WT 44 60 76
végzidések PSB 64 82 108 p<0,0001 | p<0,0001 | p=0,0132
szama KO 56 75 95
WT 6 7 9
Fonyulvanyok
) PSB 6 8 9 p=0,2289 | p=0,0056 | p=0,2036
szama
KO 7 8 10

1IV.5.3. A P2Y12 receptor fizioldgias koriilmények kozott is szabalyozza a

mikroglialis nyllvanymaotilitast in vivo

Két korabbi tanulméany foglalkozott korabban a P2Y12 receptor hianyanak hatasaval a
mikroglia-nyulvanyok mozgésara. Mindkét vizsgélat arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy a
génkiltott egerek agyszovetében nem valtozik meg a mikroglia-nyulvanyok mozgasa a
vad tipust allatokkal 6sszehasonlitva (Madry és mtsai, 2018a; Sipe és mtsai, 2016).
Figyelembe véve azonban az Aaltalunk megfigyelt valtozasokat a mikroglia
nyulvanyrendszerében és elhelyezkedeseben a P2Y 12R génkiutott allatokban, valamint a

receptor kiemelt szerepét a mikroglia-neuron kommunikéaciéban, nehezen képzelhetd el,
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hogy a receptor akut és/vagy kronikus funkciovesztése ne lenne hatassal a mikroglia-
nyulvanyok fizioldgiés koértlmények kdzo6tt mutatott mozgasmintézatara.

Célunk tehat az volt, hogy nagy id6- és térbeli felbontassal megvizsgaljuk a harom
kisérleti csoportban a mikroglia-nyalvanyok mozgasat in vivo, 2-foton mikroszkopiaval.
Ehhez percenként készitettink 3 dimenzidés térfogatfelvételeket €16 egerek
szomatoszenzoros kérgi teriileteir6l. Azt talaltuk, hogy az akutan P2Y12 receptor gatolt
egerekben szignifikdnsan csokken mind a nyulvanyok atlagos, mind pedig a maximalis
sebessége (11. Tablazat, 16. Abra A-C).

11. Téblazat. Akut P2Y12 receptor funkcidvesztés esetén csokken a mikroglia-
nyulvanyok atlagos és maximalis sebessége in vivo. N=247 nyulvany, 14 allatbdl (4
WT, 5 PSB, 5 KO); Kruskal-Wallis és Dunn proba. LQ — alsé kvartilis, UQ — fels6
kvartilis.

WT vs. WT vs. PSB vs.

Paraméter | Tipus L median U
P Q Q PSB KO KO

Atlagos WT | 2464 | 27,32 | 30,39
sebesség | PSB | 21,55 | 23,79 | 26,33 | p<0,0001 | p=0,1333 | p=0,0001
(nm/s) KO | 2366 | 2636 | 287
Maximalis | WT | 66,00 | 80,00 | 90,88
sebesség | PSB | 59,90 | 66,00 | 75,50 | p<0,0001 | p=0,1226 | p=0,0002
(nm/s) KO | 6523 | 73,76 | 85,05

Részletesebben megvizsgalva a vad tipust allatban a nydlvanyok mozgasat, az
irodalomban eddig ismeretlen heterogenitast figyelhettink meg. Az egyes nydlvanyok
altal bejart territorium nagysdga alapjan kétfelé valaszthattuk a nyulvanyokat: a
megfigyelt nyulvanyok 70,8 szazaléka egy kisebb teriileten végezte ,,6rjaratat”, azonban
a nyalvanyok majdnem 30 szazaléka 20pum-nél nagyobb atmérdji teriileten mozgott a
vizsgalt idOtartam alatt. Ez utdbbi irdnyitott nytlvanytoborzasra utalhat, amely a fenti,
mikroglia-neuron szomatikus kapcsolatokat targyalé eredményeink alapjan lokalis ATP
(ADP) forrasok esetén biztosithatja a mikroglia-nytlvany kemotaxisat. Figyelemremélto,
hogy ez a mozgasforma markansan gatolt volt a P2Y 12 kronikus és akut gatlasa esetén is
(16. Abra D; P2Y12 KO, a nyulvanyok 11,27%-a, PSB, 4,60%, N=247 nyudlvany, 14
allatbol [4 WT, 5 PSB, 5 KO]). Ezen eredmények alapjan arra kbvetkeztethetiink, hogy a

fiziologids agyban is vannak olyan szolubilis hirvivd molekuldk, amelyek a P2Y12
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receptoron keresztill képesek nagyobb tavolsdgu, irdnyitott mozgasra 6szténdzni a
mikroglia-nyulvanyokat.

Tovabb erdsiti ezt a hipotézist, hogy azok a nyulvanyok, amelyek a vizsgalt idOtartam
legalabb 10 szazalékaban kiemelten nagy sebességgel (tébb mint 50 nm/s) mozogtak, a
P2Y 12 receptor-kompetens allatokban lényegesen gyakrabban végeztek hosszutava, egy
iranyba végzett, feltehetdleg célzott mozgast (16. Abra E-F; WT: a vizsgalt nyulvanyok
atlagosan 35,4%-a, PSB: 6,9%, KO: 17,6%).

Vizsgalataink soran létrehoztunk egy Un. mozgasi indexet (surveillance score), amely azt
irja le minden egyes mikroglia-nyulvany esetében, hogy mennyire végez lokalis mozgast,
sok iranyvaltassal, kis sebességgel (alacsony pontszam), illetve célzott Kinyulast,
nagyobb tavolsagra és sebességgel (magasabb pontszdm). A vad tipust allatokban a
vizsgalt nydalvanyok 38,20 szazalékénak pontszama a 0-3-ig terjed6 skalan meghaladta
az 1,5-6t, vagyis nagy mennyiségben talalhatdak olyan mikroglia-nydlvanyok ezekben az
egerekben, amelyek ezt a célzott mozgast végzik. Az akut P2Y 12 receptor funkcidvesztés
hatdsdra ez a mozgas szinte teljesen eltlinik, és a receptor kronikus hidnya is azt
eredményezi, hogy az ebbe a csoportba tartoz6 nyulvanyok aranya kevesebb, mint a felére
esik (12. Tablazat, 16. Abra G).

12. Téblazat. A vad tipusu éallatban a mikroglia-nyulvanyok mozgasi indexe
magasabb, mint a P2Y12R-deficiens egerekben. N=247 nyulvany, 14 allatbol (4 WT,
5 PSB, 5 KO); Kruskal-Wallis és Dunn proba. LQ — alsé kvartilis, UQ — fels6 kvartilis.

Paraméter | Tipus| LQ | median | UQ | WTvs.PSB | WT vs. KO [ PSB vs. KO

WT | 1,06 | 1,36 | 1,61
PSB | 0,79 | 093 | 1,22 | p<0,0001 | p=0,0050 | p=0,0072
KO | 093 | 1,07 | 1,36

Mozgasi

index

Osszességében elmondhatjuk, hogy fiziologias korilmények kozott a mikroglia
nylUlvanyai heterogén mozgést végeznek: egy kisebb teriileten, lokalisan veégzett
monitoroz6 mozgast, valamint egy nagyobb hat6tavolsagu, iranyitott mozgast, amely
feltehetden lehetdvé teszi nekik a tdvolabb helyezkedd sejtek mitkddésében bekdvetkezd
valtozasokra torténd reagalast. Ez az utobbi mozgas szinte teljesen elveszik a P2Y12

receptorok gatlasaval.
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16. Abra. A P2Y12 receptor fontos szerepet tolt be a mikroglia-nytlvanyok
fiziologias mozgasaban. A, A kisérlet sematikus abrazolasa. B, A P2Y12 receptor akut
centralis gatlasa szignifikansan csokkenti a mikroglia-nyulvanyok atlagos és maximalis
sebességét is. A panelhez tartoz6 pontos értékeket a 11. Tablazat tartalmazza. C,
Ugyanazon optikai sik pillanatfelvétele harom kiilonb6z6 idépontban (0-30-60 percnél),
illetve egymasra vetitve. A képeken jol megfigyelhetd6 a mikroglia-nyalvanyok
helyzetének dinamikus valtozasa. D, A P2Y 12 receptor kronikus és akut funkciovesztése
is az egyes nyulvanyok altal bejart tertilet csokkenéséhez vezet. Az alsé panelen a harom
felsO panelen zold szinnel jelolt teriiletnek (20pum-nél nagyobb territériummal rendelkezd
mikroglia-nyulvanyok) megfelelé aranyok keriiltek megjelenitésre. E-F, A P2Y12
receptor hianyaban csokken a mikroglia-nyulvanyok célzott és gyors mozgasanak aranya.
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Az abrakon az egyes nyulvanyok altal dsszefiiggben (megszakitas nélkil egy irdnyba
torténd) megtett legnagyobb kinyulas (E) és leghagyobb visszahuzodas (F) van brazolva
az 50nm/s-nal gyorsabban torténé mozgassal toltott id6 (kiemelt sebességli mozgas)
hanyadanak fliggvényében. Az als6 panelen a harom fels6 panelen z6ld szinnel jel6lt
tertletnek (15um-nél nagyobb kinytlas/visszahtizodas és a vizsgalt idtartam legalabb
10%-aban kiemelt sebességii mozgas) megfeleld aranyok keriiltek megjelenitésre. G, A
nyulvanyok altal bejéart territoriumbol, a leghosszabb egyiranyd (célzott) mozgashbol és a
kiemelt sebességgel torténd mozgasbol képzett mozgasi index értéke szignifikdnsan
alacsonyabb mind a P2Y12R génkiltott, mind a PSB-vel kezelt allatokban. A panelhez
tartoz0 pontos értékeket a 12. Tablazat tartalmazza. Mérce: 10um a C panelen.
[Publikalatlan adatok].

Osszefoglalva az eredményeinket kijelentheté, hogy a kozponti idegrendszerben
mikroglia-specifikus purinerg P2Y 12 receptor alapveté szereppel bir mind a mikroglia

fiziologias miikodésében, mind pedig az idegsejtekkel folytatott kommunikécidban.

IV.6. A szomatikus junkci6 funkcionalis jelentésége

A szomatikus junkcié kdzvetlen kapcsolatot teremt a mikroglia-nyalvanyok és az
idegsejtek altalanos mitkddése szempontjabodl legfontosabb régidja, azok sejtteste kozott.
Ez az interakci6 kivalé alapot nyGjthat a mikroglia szdmara, hogy befolyasolja a neuronok
sorsat az idegrendszer fejlodése soran, ahogy arra is lehetéség nyilik a szomatikus
kapcsolaton keresztiil, hogy az idegsejteket érd karos behatdsok okozta elvaltozasokat
érzékelje a mikroglia patolégias korulmények kozott. Megvizsgaltuk ezért, hogy a
szomatikus junkcié megtalalhato-e a posztmitotikus, még éretlen neuronokon, illetve azt

is, hogyan véltozik ez a specialis kapcsolat akut idegrendszeri patoldgia soran.

1V.6.1. A szomatikus junkci6 jelen van az éretlen neuronokon is

A fejlédd idegrendszerben a mikroglia szamos olyan folyamatért felel, amelyek nem
magyarazhatok meg az irodalomban eddig ismert mikroglia-szinapszis kapcsolatokkal.
Ilyen folyamatok példaul a neurondlis differenciacié és migrécid, vagy a programozott
sejthalal szabalyozasa, amelyet a mikroglia végez (Mosser és mtsai, 2017). Ahhoz, hogy
megvizsgaljuk, a fejlodo idegsejtek kapnak-e szomatikus mikroglia bemenetet,
tobbszords fluoreszcens immunhisztokémiai jeldlést alkalmaztunk, mely soran a poszt-
mitotikus, éretlen idegsejtekben kifejez6d6 mikrotubulus-asszocialt feherjét, a
doublecortint (DCX) is megjeldltik (Gleeson és mtsai, 1999). Mivel az Uj idegsejtek

.....
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keresztiil felndtt, érett egerekig 6t kiillonbozd korcsoportbdl gylijtottiink agyszovetet,
minden korban a legintenzivebb neurogenezissel jellemezhetd teriiletet vizsgalva. A
poszt-mitotikus neuronok felszinén a korral elére haladva egyre nagyobb aranyban
talaltunk szomatikus mikroglidlis kapcsolatot (17. Abra, N=654 sejt, 10 allathol
(csoportonkeént  2), szomatikus, vagy proximalis dendritre érkez6 mikroglialis
kapcsolattal rendelkez6 DCX-pozitiv sejtek ardnya: E15 — 35,2%, P1 — 36,4%, P8 —
61,9%, P15 — 97,2%, P90 — 92,5%).

! ™
4./ E

proxi
tuft

DCX-pozitiv sejtek
mikroglialis kontaktussal:

[ soma & prox. tuft
W csak soma
csak prox. tuft

egyik sem

17. Abra. A mikroglia-nydlvanyok kapcsolatot létesitenek fejlédé neuronok
sejttestével is. A, A konfokalis mikroszkoppal készilt felvételen a mikroglia sejtek (Ibal,
okker) eloszlasa figyelhetd meg az intenziv neurogenezist mutatd (DCX, ciankék)
embriondlis (E15) palliumban. A mikroglia sejtek féleg a mélyebb rétegekben
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helyezkednek el. B, Feln6tt egérben a gyrus dentatus subgranularis zonajaban fejlodo
neuronok kozelében is megfigyelhetéek mikroglia sejtek. C-G, A kiilonb6z6 koru
allatokban mind megfigyelhetdek mikroglia-kapcsolatok a fejlédd idegsejtek sejttestén,
illetve a proximalis, vastag dendritszakaszaikon (proximal tuft). H, A sejttest és a
proximalis dendrit (proximal tuft) egy fejlddd idegsejt esetén. |, Az adott idépillanatban
mikroglialis bemenetet kapod fejlédé idegsejtek aranya az allat koraval egyiitt
folyamatosan n6, 15 napos egérben mar hasonld az arany a fejlédé idegsejtek esetében
is, mint az érett neuronok esetében. Mérce: 200um az A panelen, 100um a B, 15um a C,
az E és a G, 10um a D és F panelen. [Atdolgozva: (Cserép és mtsai, 2021b)].

1V.6.2. A mikroglidlis P2Y 12 receptor kapcsolat-fiiggd mddon feldisul a fejl6dd

idegsejtekre érkez0 szomatikus junkciokban

A fejlédé idegsejtekre érkezé szomatikus mikroglia-neuron kapcsolatokban szintén
megfigyelhetdé a mikroglia oldalan a purinerg P2Y12 receptor kontaktus-fliggd
felnalmozddasa, amely jol lathato a szuperrezollcios felvételeken (18. Abra, 13.

Tablazat; N=35 kontaktus, 5 allatbol).
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18. Abra. A mikroglialis P2Y12 receptor kapcsolat-fiiggé médon feldusul. A-E,
Korrelalt konfokalis es szuperrezoluciés képeken mindegyik vizsgalt kord mintan
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megfigyelhetd, hogy a fejlodé idegsejtek (DCX, ciankék) sejttestével kapcsolatot
kialakito mikroglia-nyualvanyokban (lbal, z6ld) a P2Y12 receptorok (konfokalis jel —
sérga, STORM szuperrezolucids lokalizaciés pontok — piros) nagy mennyiségben
talalhatoak meg a kapcsolatot 1étesit6 membranszakaszokon. F, A P2Y 12 receptor-jel6lés
specifikussagat genkitott allat szdvetén végzett reakcidval igazoltuk. G, Mindegyik
vizsgalt korcsoportban szignifikansan nagyobb mennyiségben van jelen a P2Y12 receptor
a mikroglia-nyulvanyok kapcsolatot kialakito felszinén, mint ugyanezen nytlvanyok mas
teruletein. A panelhez tartozé pontos értékeket a 13. Tablazat tartalmazza. Mérce: 2um
az A-F paneleken. [Atdolgozva: (Cserép és mtsai, 2021b)].

13. Téablazat. A mikroglidlis P2Y12 receptor kapcsolat-fiiggé modon feldisul.
Szuperrezollcids vizsgélatainkban a P2Y12R eloszlasat vizsgaltuk a mikroglia-
nyulvanyok keresztmetszete mentén (az 1-es régié a kapcsolathoz legkozelebbi
membranteriilet, a 4-es a legtdvolabbi). A tablazatban szerepl értékek a P2Y12R
lokalizacids pontok eloszlasanak szazalékos ertékét mutatjak. N=35 kontaktus, 5 allatbdl.
LQ — also kvartilis, M — median, UQ — fels6 kvartilis.

1-es régid 2-es régio 3-as régio 4-es régio
LQ[ M |[UQ|LO| M [UQ|LO| M [UQ|LQO| M | UQ
E15 | 394|525 |812| 81 | 28,7 |436] 29 | 150 | 21,9 0 0 6,5
P1 | 340|440 | 496 140 | 243 | 394 | 3,5 92 | 211 0 75 | 221
P8 | 357 | 38,2 | 100 0 26,3 | 42,4 0 15,8 | 18,9 0 04 | 16,6
P15 | 45,7 | 53,4 | 72,0 | 27,3 | 30,3 | 36,4 0 83 1212 02 | 04 | 19
P90 | 36,5 | 45,7 (513|278 | 320|376 10,0 182 | 27,1 0 1,1 ] 95

1V.6.3. Akut neurondlis sériilés hatasa a szomatikus mikroglia-neuron kapcsolatokra

kisérletes stroke-ot kovetden

A mikroglia neuroprotektiv tulajdonsaga ischemias stroke-ot kdvet6en ismert (Szalay és
mtsai, 2016), azonban ennek mechanizmusa ezidaig felderitetlen. Mivel a sejtek sorsat
(talélés vagy sejthalal) befolyasold6 mechanizmusok zémmel a neuronok sejttestében
zajlanak, ezért ugy gondoltuk, hogy a szomatikus junkcié kivald strukturalis alapot
biztosithat a mikroglianak, hogy értesulljenek ezen idegsejti folyamatokrol, és adott
esetben befolyasolni is tudjédk azokat. Kisérletesen eldidézett ischemids stroke hatasara
megfigyeltik, hogy az elhalt agyterilletek hatarzonajaban (penumbra) — ahol a sérilt, de
potencialisan még menthetd idegsejtek talalhatdbak — megvaltozik a szomatikus junkcio
felépitése: az 1degsejtek membranjaban eltinnek a Kv2.1 csoportosulasok,
citoplazméjukban a mitokondriumok fragmentalodnak, a sejttest felszinén pedig kozel

négyszeresére né a mikroglialis boritottsag. Ez az utdbbi jelenség megfigyelhetd stroke-

90



DOI:10.14753/SE.2023.2748

ban elhunyt paciensek post mortem agyszoveti mintain is (19. Abra, 14. Téablazat). Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy a mikroglia aktivan reagél az idegsejtekben ischemia

hatasara bekovetkezd valtozasokra.
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19. Abra. Ischemias stroke penumbrajaban megvaltozik a szomatikus junkcio
szerkezete A, A kisérlet sematikus &brazolasa: 1 6ras egyoldali arteria cerebri media
elzarast kovetden 4 ora reperfiizids iddszak kdvetkezett, majd az egerek perfuzidja. TTC
festéssel fehér régiokent tinik fel az elhalt agyterilet. Tobbszords immunhisztokémiai
jeloléssel a stroke hatarzonajaban megfigyelhetd az ischemias mag, az atmeneti zOna
(penumbra) és az egészséges agyterilet. B, A penumbra régiéban a mitokondriumok
(TOM20, magenta) fragmentacioja figyelheté6 meg. C, A penumbréban a piramissejtek
membranjaban eltlinnek a Kv2.1 (ciankék) klaszterek, ahogy az a konfokalis felvételeken
¢s a neuronok keresztmetszeti képérol késziilt, a Kv2.1-jel intenzitdsat bemutatd
hotérképeken is megfigyelhetd. D-E, A penumbraban talalhatd neuronok sejttestének
felszinén mind egérben (C panelen lathatd, a mikroglia jel6lés okker szinben), mind
humanban (E) megndvekszik a mikroglialis boritottsag. F, Egér agyszovetben a
penumbrarol  készult elektrontomografias felvételbol készitett 3  dimenzios
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rekonstrukcion egy neuron sejtteste lathatd (cidnkék), amelyben a mitokondriumok
(magenta) fragmentaltak, és a sejt felszinének nagy részet mikroglia-nydalvanyok boritjak.
G, Post mortem human agyszoveten megfigyelhet6 az ischemias mag és a penumbra
hatara: a mag régioban az elpusztult neuronok piknotikus sejtmagjai és a mikroglia szinte
teljes hianya szembedtls. A B-D panelekhez tartozd pontos értékeket a 14. Tablazat
tartalmazza. Mérce: 100um az A panelen, 4um a B, 2um a C, 8um az E és 12um a G
panelen. [Atdolgozva: (Cserép, Posfai és mtsai, 2020)].

14. Téblazat. Akut ischemias stroke penumbra régiojaban bekovetkezo valtozasok.
N=189 mitokondrium (2 allatbdl), Kv2.1 méréshez N=58 neuron (2 allatbdl), boritottsag
méréshez N=36 neuron (2 egérbdl) és N=249 neuron (6 paciensbdl). A mikroglialis
boritottsag értékek a kontroll szazalékaban vannak megadva; Mann-Whitney U teszt.. LQ
—also kvartilis, UQ — fels6 kvartilis.

. i y kontroll
Paraméter Tipus LQ median uQ
vs. stroke
Mitokondrium Kontroll 1,14 1,97 3,67
. p<0,0001
teruilete (um?) Stroke 0,46 0,71 1,16
Mitokondrium Kontroll 1,58 2,19 3,16
legnagyobb p<0,0001
atmérOJe (um) Stroke 0,91 1,18 1,58
Kv2.1 klaszter / Kontroll 3 4 6
p<0,0001
keresztmetszet Stroke 0 0 1
Kontroll 0,0743 | 0,0947 | 0,1365
Kv2.1 klaszter/um p<0,0001
Stroke 0 0 0,0296
Mikroglialis Kontroll | 74,85 | 100 | 163,27
boritottsag p<0,0001
(egér, %) Stroke 186,95 384,10 567,68
Mikroglialis Kontroll | 4478 | 100 |213,11
boritottsag p<0,0001
(human, %) Stroke 66,99 | 153,16 | 273,38

1V.6.4. A mikroglia neuroprotektiv hatdsa P2Y 12 receptor-fiiggd

Az akut neuronalis karosodas kialakulasanak gatlasaban kisérletes stroke-ot kovetéen
fontos szerepet jatszik a mikroglia, amit kutatocsoportunk korabbi kisérletei szelektiv
mikroglia deplécidval igazoltak (Szalay és mtsai, 2016). Ezért megvizsgaltuk, hogy a
neuroprotektiv hatasok kialakulasaban szerepet jatszik-e az Ujonnan felfedezett

szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolat és specifikusan, a junkcidékban szelektiven
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felhalmoz6dd P2Y12 receptor. Annak érdekében, hogy a P2Y12 receptort szelektiven
csak a kozponti idegrendszerben befolyasoljuk, a receptor szelektiv gatloszerét,
PSB0739-¢et a cisterna magnaba juttattuk a stroke indukalasat megel6zden.

Fentebbi eredményeinkben mar lathattuk, hogy ischemias stroke-ot kovetden a sériilt, de
morfologiailag intakt idegsejtek felszinén az infarktus hatarzonajdban ndvekszik a
mikroglialis boritottsag (19. Abra C-E). Ez a vélasz P2Y12 receptor-fiiggé folyamatnak
bizonyult: a receptor akut gatlasat kovetéen nem figyelheté meg a boritottsag novekedés
hypoxia hatasara (15. Tablazat, 20. Abra A). Erdekes mddon szintén nem kdvetkezett be
a boritottsdg novekedés, ha a stroke-ot megeléz6en a mitokondriumokat azok
membranjaban talalhatdé ATP-szenzitiv kéalium-csatorndk megnyitasaval védé
diazoxiddal (Korge és mtsai, 2002; Ozcan és mtsai, 2001) kezeltlik az egereket, vagyis a
mikroglidnak kozvetitett neuronalis informéacié fontos eleme lehet a mitokondrialis
sériilés is (15. Tablazat, 20. Abra A).

15. Tablazat. PSB0739 vagy diazoxid alkalmazédsa mellett nem tapasztalhato

“ s =7

sejt, 3 allatbdl (diazoxid). Az értékek a kontroll szazalékdban vannak megadva; Mann-
Whitney U teszt. LQ — also kvartilis, UQ — fels6 kvartilis.

Paraméter Tipus LQ | median | UQ | PSBvs. KO

Mikroglialis | wontron | 12,71 | 100 | 168,02
boritottsag p=0,7952

(PSB0739) Stroke | 27,94 | 84,37 | 249,82

Mikroglialis | \ontroll | 5441 | 100 | 24226
boritottsag 0=0,0529
(diazoxid) Stroke | 27,11 | 68,60 |137,99

Tovabbi bizonyitékaként a mikroglia P2Y12R-figgd neuroprotektiv szerepének
megfigyeltik, hogy a PSB-kezelt, azaz P2Y12R-deficiens egerek penumbrajaban a
neuronalis Ca?*-szint patologias modon megemelkedik a stroke-ot kovetd reperfuzio
soran (20. Abra B). Mindezeken tdl pedig azt is kimutattuk, hogy a mikroglialis P2Y12R-
gatlas hatasara arteria cerebri media elzarast kovetéen korulbelil masfélszer nagyobb
lézioméret alakul ki egerekben (20. Abra C).

Ez az eredménysor jol mutatja, hogy a P2Y12 receptornak kiemelt szerepe van a

patologias koriilmények kozott megfigyelhetd mikroglialis neuroprotekcidban is.
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20 Abra. A P2Y12 receptor az ischemids stroke-ot kéveté mikroglialis
neuroprotekcié fontos mediatora. A, A penumbra régidban megfigyelt mikroglia-
boritottsag ndvekedés a neuronok felszinén nem kdvetkezik be, ha a mikroglialis P2Y12
receptort akutan gatoljuk, vagy ha a mitokondriumokat védd, Karp-csatorna agonista
diazoxiddal kezeljik az egereket. A panelhez tartozé pontos értékeket a 15. Tablazat
tartalmazza. B, GCaMP6f-injektalt egerek penumbrajarol készitett in vivo 2-foton
mikroszkopias felvételeken megfigyelhetd, hogy a reperfiizié soran az idegsejtek Ca?*-
szintje korosan emelkedik a mikroglialis P2Y12 receptor gatlasa eseten. N=96 sejt, 6
allatbol (3 kontroll, 3 PSB); p<0,0001, Kruskal-Wallis proba. C, A P2Y12 receptor akut,
centralis gatlasa esetén az egyoldali arteria cerebri media okkluzié szignifikansan
nagyobb teriileten okoz sériilést, mint a funkciondlis P2Y12 receptorral rendelkezd
kontroll egerekben. N=20 allat (10 kontroll, 10 PSB); stroke: 14,96+0,95mm?3
(4tlag+SEM), stroke+PSB: 23,06+2,52mm?3; p=0,008, kétmintas t-proba. Mérce: 20um a
B panelen. [Atdolgozva: (Cserép, Pdsfai és mtsai, 2020)].
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V. Megbeszeéles

A mikroglia a kdzponti idegrendszer {6 rezidens immunsejtjekent kiemelt szereppel bir
nemcsak a legtdbb idegrendszeri korfolyamatban, de a kozponti idegrendszer
homeosztazisanak fenntartdsdban is. Szamos olyan neuronalis folyamatra vannak
hatassal, amelyek az idegsejtek altalanos allapotanak ismeretét, illetve esetenként az
idegsejtekben zajlé transzkripcid és fehérjeszintézis befolyasolasat igénylik. A
szakirodalomban széles korben ismert, szinaptikus profilokat érinté mikroglia-
nytlvanyokon keresztiil azonban kevésbé valdszinli, hogy ezek a folyamatok
lejatszodhatnak, hiszen a sejtek kozpontja, ahol a beérkezd informacidk 6sszegzddnek, és
a neuronok sorsa szempontjabol kulcsfontossagu dontések sziiletnek, az a sejttest.
Kutatdbmunkank soran feltartuk, hogy valoban létezik kdzvetlen membrénkapcsolat a
mikroglia-nyulvanyok és a neuronok sejtteste kozott, amely rdadasul sejttipustol
flggetlendl rendkivil gyakori jelenség mind az egér, mind a human agykéregben,
emellett pedig a posztmitotikus neuronok felszinén is megtalalhat6. Ezen szomatikus
kapcsolatok sajatos ultrastruktdraval rendelkeznek, amely kétiranyd kommunikaciot tesz
lehetdve a sejtek kozott: az idegsejtek oldalan a kapcsolat kdzelében mitokondriumok,
purinerg metabolitokat tartalmazd vezikulumok és membranhoz kihorgonyzott
endoplazmas retikulum szakaszok talalhatéak, a neuronalis membranban a szomatikus
junkci6 teriiletén Kv2.1 és Kv2.2 fehérjék, mig a mikroglidlis membranban P2Y12
receptorok felhalmozodéasa figyelhetd meg. A kapcsolat kiemelt jelentdséggel birhat a
mikroglia-neuron kommunikaciéban mind fiziologias-, mind patoldgias kortlmények
kdzott, ugyanis a mikroglia egyarant reagal a neuronalis aktivitas ndvekedésére, valamint
az idegsejtek sérilesére is. A mikroglidlis valasz mindkét esetben P2Y12 receptor-
fliggbnek bizonyult, amely fehérje mikroglia-specifikussaga és szomatikus junkciékban
megfigyelhetd szelektiv felhalmozodasa miatt idedlis terapids célpont lehet ujfajta
kezelések kidolgozasanal. Nem szabad ugyanakkor figyelmen kiviil hagyni azt sem, hogy
a P2Y12 receptor kiemelt szerepet jatszik a mikroglia fiziologias mikodésében is,
befolyasolva a sejtek morfologiajat és nyulvanyaik mozgasi mintazatat.
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V.1. A szomatikus junkcié kitlntetett szereppel bir a mikroglia-neuron

kommunikécidban

A neuronok rendkiviil polarizalt sejtek, amelyekben az egyes feladatok sokszor térben és
idében is tavol egymastol, kompartment-fliggd modon szabalyzddnak (Misgeld és
Schwarz, 2017). Amennyiben feltételezzilk, hogy a mikroglia az agyi homeosztazis
fenntartasa soran ellendrzi, valamint szabdlyozza az idegsejtek mulkodését,
kézenfekvonek tiinik a gondolat, hogy a neuronok kiilonb6z6 részeivel kiilon-kulon
alakitson ki kapcsolatokat, amelyek célzottan az adott kompartmentben lezajlo
folyamatok szabalyzasat teszik lehet6vé (Cserép és mtsai, 2021a). Egy-egy idegsejtnek
tobbezer afferens és ugyanennyi efferens szinaptikus kapcsolata lehet. Ezek a
szinapszisok sok esetben nagy tavolsagra talalhatdak a sejttesttdl, rendkiviil rugalmasan
képesek valtoztatni méretiiket és receptortartalmukat az aktualis igényeknek megfeleléen,
és adott esetben feleslegessé valhatnak, eltiinhetnek (Brown és mtsai, 2008; Citri €s
Malenka, 2008). A mikroglia képes befolyasolni az idegsejtek kozti szinaptikus
Osszekottetések keletkezését, eliminacidjat, plaszticitasat és receptorkészletét, amelyhez
a szinapszist alkotd profilokkal alakitanak ki kapcsolatot a mikroglia-nyulvanyok (Ji €s
mtsai, 2013). Ugyanakkor a teljes idegsejt altalanos allapotarél nem adhat teljes képet
egy-egy szinapszisanak miikodése, €s ugyanigy az idegsejt miikodésének modulalasa sem
lehet hatékony valamely szinaptikus profiljan keresztiil. A szomatikus régiot érintd
mikroglia-nyulvanyok alkalmasak lehetnek a sejt transzkripcids profiljanak, energetikai
allapotanak vagy anyagcsere-végtermékeinek érzékelésére, melyekbdl a sejtek altalanos
allapotat lesziirhetik, patologias esetekben pedig a sériilés mértékére kovetkeztethetnek.
A szomatikus kapcsolat kivald lehetéséget teremt a mikroglianak arra, hogy
beavatkozzon a neuronok élettani folyamaiba. A homeosztazis fenntartdsdhoz szikséges
folyamatokon tal nyilvanvaléan patologidas korilmények kozott is szikséges a
mikroglidlis beavatkozés, azonban az, hogy ez elonyds, vagy hatranyos az idegsejtek
szamara, komoly vita targyat képzi. Rangos tanulményok szilettek, melyek eredményeit
felliletesen szemlélve a mikroglia kartékonynak tinhet: Alzheimer-kér modellallatokban
példaul mikroglialis jelatviteli Utvonalak gatlasa csokkenti a szinapszisvesztés és a
mikroglialis fagocitozis mértékét (Hong és mtsai, 2016), valamint a mikroglia
farmakoldgiai Gton torténd deplécioja megeldzi a betegségre jellemzd perineuronalis halo

elvesztést (Crapser és mtsai, 2020), az idegsejtszam-csokkenést (Spangenberg és mtsai,
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2016), tovabbé jobb funkcionalis kimenetelt eredményez agyallomanyi vérzést kovetéen
(Li és mtsai, 2017). Ekdzben — ahogy tobbek kdzott a mi eredményeink is jelzik — a
mikroglia szamos patologias folyamatban neuroprotektiv szereppel bir (Cserép, Pdsfai és
mtsai, 2020; Fekete és mtsai, 2018; Szalay és mtsai, 2016). A mikroglia ezen heterogén
hatasainak hatterében rendkivili transzkripcids flexibilitdsa allhat: korilményektol
fiiggéen mind pro-, mind anti-inflammatorikus mediatorok termelésére képes (Franco és
Fernandez-Suérez, 2015). A mikroglia transzkriptomikai profilja nagyfoku id6- €s térbeli
heterogenitast mutat az agyban fizioldgias korilmények kozott is, és a legtébb
mikroglialis fehérje expresszios szintje a sejteket éré kornyezeti ingerek alapjan valtozik
(Masuda és mtsai, 2020). Korébban a tdlnyoméan pro-inflammatorikus citokineket —
mint az IL-1, az IL-6 vagy a TNF-a — termel6 mikroglia sejteket a makrofag
szakirodalomban meghonosodott kategoriak alapjan M1, az anti-inflammatorikus (pl. IL-
4, IL-13) mediatorokat szekretal6 mikroglia sejteket M2 elnevezéssel illették (Orihuela
és mtsai, 2016; Tang és Le, 2016). Ez a rugalmatlan, binaris kategorizalas azonban —
hasonléan az évtizedek folyamén torténelmileg berdgzilt, mikroglialis allapotokra
hasznélt reaktiv (,activated”), illetve nyugvo (,resting”) elnevezésekhez, melyek
hamisan inaktivnak lattatjak a fizioldgias sejteket (Kierdorf és Prinz, 2017) — félrevezetd,
és elfedi annak a spektrumnak a valos szélességét, amelyen a mikroglia transzkriptomikai
szempontbdl elhelyezkedhet (Ransohoff, 2016b). Az egészséges idegrendszer
fenntartdsanak kulcsa kétségteleniil a megfeleld, jol szabalyozott egyensily megléte,
mely esetben a mikroglia bizonyosan protektiv funkcidval rendelkezik. Kronikus
gyulladas fennallasa esetén azonban, ha a gyulladast kivaltd tényezdk perzisztalnak —
pédaul folyamatosan keletkez6 fehérjeaggregatumok, plakkok forméjaban — a mikroglia
szabalyozasa is zavart szenvedhet, és 6rdogi korbe ragadva raerdsithet a gyulladas negativ
kovetkezmenyeire (Sarlus és Heneka, 2017). Ebb6l azonban hiba lenne azt a
kdvetkeztetést levonni, hogy a mikroglia karos lenne az idegrendszer szamara, mert akut
sériilés, pl. virusfertézés vagy stroke esetén megmutatkozik a mikroglia neuroprotektiv
természete. Ezeknél a korképeknél kozos jellemzd, hogy nem globalis, nagy
neuronpopuléciot érintd altalanos miikddési zavarrol beszélhetlink, hanem lokalisan
izolalhato az érintett terlilet. A szomatikus junkcio az idegsejtek fiziologias allapotanak
helyreallitasan tul kivalé alapot jelent a mikroglia szdméara ahhoz is, hogy a sulyosan

sérult sejteket azonositsa, és terminalis esetben ebbdl a kapcsolodasi pontbol inditva

97



DOI:10.14753/SE.2023.2748

fagocitélja. Ezt az elméletet szintén alatdmasztja az a kdzelmdaltbeli felfedezés, miszerint
a pusztuld neuronok fagocitozisat a mikroglia és az asztrocitak dsszehangoltan végzik
olyan modon, hogy a mikroglia felelOs a sejttestek fagocitozisaért, mig az asztrocitak az
idegsejtek nydlvanyait kebelezik be (Damisah és mtsai, 2020). A neurodegenerativ
ezek alapjan az az allapot lehet, amikor még csak elszortan talalhatoak zavart szenvedett
idegsejtek.

A szomatikus illetve a szinaptikus régiokban létrejové mikroglia-neuron kapcsolatok
egymastol eltérd funkcidjara kovetkeztethetiink in vivo megfigyeléseinkbdl is: a
szomatikus kapcsolatok fennallasanak id6tartama atlagosan haromszor olyan hosszu,
mint a szinaptikusoké. A hosszabb kapcsolat alapjan feltételezhet6, hogy Osszetettebb
kommunikacid is kialakulhat a sejtek kozott, és a néhany esetben két dranal hosszabban
is megfigyelt szomatikus junkciokon keresztiul komoly beavatkozas is torténhet az
idegsejtek mikddésébe. A kapcsolaton keresztiil ionok, molekuldk cserélddhetnek, de a
kdzvetlen membran-membran kontaktus kialakitasa utan akar lizoszomalis, vagy egyéb
vezikuldba csomagolt tartalmak is atadasra kerllhetnek a sejtek kozott, patoldgias
kortlmények kozott pedig akér sejtorganellumok cseréje is széba johet, ahogy azt mas
sejtek esetén mar felvetették (Hayakawa és mtsai, 2016; Spees és mtsai, 2006).

Szintén a szomatikus junkcio kiemelt szerepére utalhat az a tény, hogy a vizsgalt
agyterlleteken sejttipustdl fuggetlendl volt megtalalhat6 adott pillanatban a neuronok és
interneuronok kordlbelul 90%-a sejttestének felszinén. Hasonld aranyt talaltunk a post
mortem human mintékban is, amely — figyelembe véve a szakirodalomban kilonféle
fajokban leirt azonos mikrogliélis funkciokat (Posfai és mtsai, 2019) — a szomatikus
junkciod evolucids megdrzottségére utal. Az evollicio soran egyre komplexebbé, és ezzel
parhuzamosan egyre energiahatékonyabba valé kozponti idegrendszerben egy sejtek
kozti kapcsolat csakis gy maradhatott meg, ha haszna meghaladja energiaigényét. A
szomatikus mikroglia-neuron kapcsolat eddig feltart ultrastruktiraja ezzel 6sszhangban
azt mutatja, hogy bar dinamikusan 1étrejovo és eltlind kapcsolatokrdl beszéliink, azok
kialakulasa nem véletlenszeriien torténik. Mar hosszabb idejt in vivo felvételeinken is
megfigyelhetd volt, hogy egyes, neuronok sejttestét megérinté mikroglia-nyulvanyok
t6bbszor is pontosan ugyanarra a pontra nyulnak vissza az idegsejtek membranjan, majd

anatomiai vizsgéalataink megerdsitették a kapcsolat kitlintetett morfologiajat. A neuronok
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oldalan az exocitotikus apparatus — a Kv2.1 és Kv2.2 fehérjeklaszterek, vezikulak —
jelenléte, a kalcium-homeosztazis szempontjabdl kulcsfontossagu  endoplazmas
retikulum szakaszok sejtmembranhoz torténd kihorgonyzodasa, valamint a szomatikus
mitokondriumok kozelsége mind arra mutatnak, hogy a mikroglia-nyulvanyok
»tudatosan” ezeket a kapcsolddasi pontokat keresik a neuronok felszinén.

A szomatikus junkci6 kivalo lehetdséget teremt a mikroglia szdmara, hogy informaciot
nyerjen a neuronok aktualis allapotarél. A Kv-klaszterek mentén szabadulnak fel az
idegsejtekbdl az exocitdzissal kivalasztodo anyagok (Feinshreiber és mtsai, 2009; Singer-
Lahat és mtsai, 2007), amelyeket azonnal érzékelhet, vagy akar fel is vehet a kdzelben
tartézkodé mikroglia-nyalvany. A felszabadulé anyagok kodzott lehetnek anyagcsere-
termékek, nem kivanatos fehérjék, mitokondrialis metabolitok, vagy akar patogén
agensek (Ibata & Yuzaki 2021), amelyek jelenlétébdl és aranyabdl fontos informaciokat
tudhatunk meg az azokat lead6 idegsejtekrdl. Az igy kapott kép alapjan a mikroglia sejtek
intervenciora is képesek lehetnek, mellyel segitik a neuronalis homeosztazis megtartasat,
visszaallitasat. Ezt erdsiti az a megfigyelésiink, hogy a mikroglia-nyulvany érintése utan
mitokondrium aktivitasa (Cserép, Posfai es mtsai, 2020). Hipotézisiunk szerint minden
neuronban léteznek ilyen ,.kapcsolodasi pontok”, amelyeket a mikroglia-nyalvanyok
,jarérozés”  kozben megtalalnak, €s amelyeken keresztil az idegsejtek
megszabadulhatnak felesleges vagy karos tartalmuktél, amit aztan a mikroglia érzékel, és
azok hatasara beavatkozhat a neuronalis folyamatokba. A specidlis ultrastruktarajd
kapcsolddasi pontok mikroglia-kapcsolattol valé fliggetlenségének bizonyitéka, hogy
mikroglia-depletalt &llatokban is megmaradnak az idegsejtek felszinén a Kv-klaszterek,
valamint a hozzajuk lehorgonyzott intracellularis retikularis sejtalkotok (Cserép, Pésfai
és mtsai, 2020).

V.2. A Kv-fehérjék extraszinaptikus exocitozisra és ionaramokra gyakorolt hatasa

A szomatikus junkcio molekularis alkotoelemei koziil érdekes lehet megvizsgélnunk a
Kv-fehérjék potencidlis jelentOségét. Ezek a fehérjék a neurondlis sejtmembranban
elszértan helyezkedve a rektifikal6 K*-aramokért felelnek az idegrendszer fizioldgias
miikodése soran (Murakoshi és Trimmer, 1999). Ezen felll, a principalis sejtek
membranjaban  klasztereket is formalnak, amelyekben elhelyezkedve K*-
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konduktanciajukat elvesztik, és leginkabb strukturdlis feladatuk van: az endoplazmas
retikulum részeit sajat foszforilacios allapotuk fuggvényében horgonyozzék ki a
sejtmembranhoz, valamint a SNARE-fehérjék kotOpartnereiként szolgalva a neuronalis
sejttestbdl torténd exocitozis szinhelyét biztositjak (Deutsch és mtsai, 2012; Fox és mtsai,
2015; O’Connell és mtsai, 2010; Singer-Lahat és mtsai, 2007). Az idegsejtek
mitkodésében bekovetkezé valtozasok — példaul korosan megndvekedett aktivitas,
hypoxia sth. — hataséra a Kv-fehérjék defoszforilacidja kovetkezik be, a klaszterek
megszlinnek, a fehérje homogén modon oszlik el a sejtmembranban és a sejtekbdl torténd
K*-kidramlas Kv2.1-fiigg6 modon megnovekszik (Misonou és mtsai, 2006; Mulholland
és mtsai, 2008; Shah és mtsai, 2014; Yeh és mtsai, 2017). A Kv2.1 fehérjeklaszterek
tovabbi két funkcioja is fontos szerepet jatszhat a szomatikus junkcidban: egér agykeérgi
principlis sejteken kimutattdk, hogy a Kv2.1 fehérjekomplex része az AMIGO
elnevezésii neuronalis adhézios fehérje (Peltola és mtsai, 2011), emellett az idegsejtek
szomatikus membranjaban megtalalhatd clathrin fehérjék mintegy 75%-a is Kv2.1-
klaszterekkel asszocialddik (Deutsch és mtsai, 2012), vagyis ezek a molekularis
komplexek a transzcellularis kapcsolat stabilizalasdban, valamint a szomatikus
endocitdzisban, azaz a neuronokba juttatanddé metabolitok transzportjaban is kiemelt
jelentéségiick. Azzal, hogy a szomatikus junkciok éppen a Kv-klaszterek teriiletén
alakulnak ki, a mikroglia nytlvanyai konnyedén ellendrzés alatt tarthatjak az idegsejtek
endo- és exocitotikus folyamatait, illetve észlelhetik a Kv-fehérjék eloszlasanak
véltozasat. Erdekes kérdés lehet, hogy a neuronalis aktivitas megndvekedésére, valamint
az oxigénhianyos allapotra megfigyelt mikroglialis boritottsdgnévekedés kozvetlen
Kivaltd oka lehet-e a Kv-klaszterek eltiinése, és amennyiben igen, vajon ez pusztan
anatomiai informacioként szolgal a mikroglia szdmara, esetleg az exocitozis megsziinése,
a sejtadhézids molekulak eltiinése, vagy egyéb neuron-eredetii faktorok vesznek-e részt a
kommunikécidban.

Nem tisztazott tovabb4, hogy a korabbi klasztereket alkotd, a membranban a megvaltozott
koriilmények hatasara egyesével elhelyezkedd Kv-fehérjék visszanyerik-e K*-ateresztd
képességiiket. Az idegsejtek apoptozissal torténd elpusztulasahoz 0sszetett molekularis
kaszkad vezet, melynek folyaman megnévekszik a K -kiaramlas a sejtekbdl (Yu és mtsai,
1997). Ezen folyamat legfébb mediatorai a Kv2.1-csatornafehérjék (Pal és mtsai, 2003;

Yao és mtsai, 2009), melyeknek megndvekszik a mennyisége a sejtmembranban a
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proapoptotikus féazisban, és ezen csatorndk farmakoldgiai, vagy genetikai gatlasa
meggétolja a neuronok apoptozisat (Zaks-Makhina és mtsai, 2004). Bar bizonyitott, hogy
a megnovekedett Kv2.1-fehérje mennyiségéhez hozzajarul Uj csatorndk sejtmembranba
valé Kkihelyezése (Pal és mtsai, 2006), a klaszterekb6l ,kiszabadulo” fehérjék
konduktanciaja sem zarhat6 ki. A neuroprotekcio célja az apoptozis késleltetése lehet,
melynek egyik kulcsa a sejtek K*-vesztésének lassitasa, megakadalyozasa, marpedig a
mikroglia aktivan szabalyozza az extracellularis tér K*-koncentracidjat patologias
korulmények kozott: mikroglia-depletalt allatokban az extracellularis K*-szint
csokkenése figyelhetdé meg terjed6 depolarizaciot (spreading depolarization-t) kovetéen
(Varga és mtsai, 2020). Mint lattuk, a mikroglia nydlvanyai neuroprotektiv feladatuk
ellatasa kdzben nagyobb felszinen érintkeznek az idegsejtek sejttestével, mint fiziologias
koriilmények kozott. Feltételezésem szerint akar kétféle mechanizmus is elképzelhetd,
amelyen keresztiil a mikroglia befolyassal lehet a neurondlis K*-vesztésre patoldgias
koriilmények kozott: egyrészt elképzelhetonek tartom, hogy a megnovekedett érintkezési
felszin mentén lokalisan olyan magas K*-koncentraciot hoz létre sajat intracellularis
ionjainak kiengedésével a mikroglia, amely az iongradiens mddositasaval megforditja a
neurondlis K*-aramlas iranyat, masrészt a kornyezetében 1évé Kv-fehérjék
foszforilaciojaval elveheti azok K'-ateresztGképességét. Ezen mechanizmusok

megfejtése rendkivil fontos a neuroprotektiv folyamatok megértése szempontjabol.

V.3. A mitokondriumok mint a neuronalis aktivitas és sértlés kozponti

integratorai

A mitokondriumok tébb szempontbdl kiilonleges szerepet toltenek be az intracellularis
sejtorganellumok kodzott. A legismertebb feladatukon — a sejtek szdméara sziikséges
energiaforras biztositasan — tal szamos létfontossagu folyamatért felelnek, igy példaul a
sejtek kalcium-homeosztazisanak szabalyzasaért, a sejtproliferacioért, a migracioért, a
sejtmorfologia alakitaséért, valamint a viabilitasért és az apoptotikus folyamatok
beinditasaért (Chandel, 2014; Whelan és Zuckerbraun, 2013). Konszenzusos vélemények
szerint az eukariota sejtekben taldlhatdé mitokondriumok évmilliardokkal ezel6tt
bakterialis forrasbol endoszimbidzissal valtak a sejtjeink allando organellumaiva (Martijn
és mtsai, 2018; Roger és mtsai, 2017). A bakteridlis eredet miatt a velesziletett

immunrendszernek ki kellett alakitania egyfajta toleranciat a mitokondriumokkal
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szemben (Rongvaux, 2018), azonban sz&mos jel mutat arra, hogy az immunsejtjeink mind
a mai napig Kitlintetett figyelemben részesitik ezeket a sejtroganellumokat (Breda és
mtsai, 2019; Jin és mtsai, 2017; Soltys és Gupta, 1999). Az immunolodgiai szempontokon
talmenden, a mikroglia, mint az agy rezidens immunkompetens sejtje, szamos
mitokondrialis miikddéssel szoros Osszefiiggésben termelddd metabolitot képes
érzékelni, melyek neurondlis stresszre utalhatnak, példaul ATP-t, proapoptotikus
szignélokat és reaktiv oxigéngyokoket. Ezeken tal bizonyitottan modositjak a
mikroglidlis nyulvanyok mozgéasat olyan mitokondrialis eredeti molekulak is, mint a
citokrom-c vagy mtDNS fragmensek (Bajwa és mtsai, 2019; Davalos és mtsai, 2005; Eyo
és mtsai, 2014; Galluzzi és mtsai, 2012; Gouveia és mtsai, 2017; Gulke és mtsai, 2018).
Figyelembe véve ezen informécidforrasul szolgal6 metabolitok széles spektrumat, a
mitokondriumok kdzponti szerepét a sejtek mitkddésében, a sejtek aktudlis allapotat hiien
tiikr6z6 mitkodésiiket (Gao és Zhang, 2018; Sugiura és mtsai, 2014), kdzponti szerepliket
a patologids valtozasok beinditdsaban és jelzésében, megvaltozott miikddésiiket a
leggyakoribb neuropatolégiai  korképekben (Norat és mtsai, 2020), valamint az
immunsejtek kitlintetett figyelmét a mitokondriumok irant, magatol értetédonek tlinik,
hogy a szomatikus junkciok a neuronalis mitokondriumok kozvetlen kdzelében alakulnak
Ki. In vitro eredményeink alapjan a mikroglia egy-egy szomatikus junkcio kialakitasat
kovetéen P2Y 12 receptor-fliggé modon képes modositani a neuronalis mitokondriumok
mitkodését (Cserép, Posfai és mtsai, 2020), marpedig a mitokondriumok aktivitasukkal
olyan alapvetd neuronalis tulajdonsagokat is képesek befolyasolni, mint a depolarizacios
kiisz6b (Styr és mtsai, 2019), igy a mikroglia-mitokondrium parbeszéd finom részleteinek
megértése kulcsfontossagu lehet a fizioldgias és a patoldgias idegrendszeri folyamatok

megismeréséhez.

V.4. A purinerg jelatvitel 6sszetett szerepe az intercellularis kommunikaciéban

Az egyik legizgalmasabb felderitetlen kérdés jelenleg, hogy a mikroglia-nyalvanyok
hogyan talaljak meg ezeket a specifikus kapcsolodasi pontokat. Azt a gondolatot, hogy a
nyulvanyok mozgasa véletlenszerli lenne, gyorsan elvethetjiik, hiszen a rendszer ilyetén
szabalyozatlansaga rengeteg felesleges energiat emésztene fel és adataink is iranyitott,
kommunikacion alapulé nyulvanymozgasra utalnak. A mikroglia-nyalvanyok egy

rendkiviil stiri extracellularis térben mozognak, ahol az extracellularis matrix elemeit
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feltehetéen folyamatosan emészteniiik kell maguk el6tt (Barros és mtsai, 2011). A
mikroglia-nyulvanyok bizonyitottan képesek egy kémiai gradiens mentén irdnyitott
mozgasra, hiszen a sejtekbdl sériilés esetén felszabaduldé ATP hatdsara nagy tavolsagrol
is gyorsan a sérilés helyére nyulnak (Davalos és mtsai, 2005). Ezen kemotaxis nem jon
létre a mikroglialis P2Y12 receptor hidnyaban (Haynes és mtsai, 2006), amely, mint
eredményeinkbdl lathattuk, a szomatikus junkcion keresztiil megvalosuld mikroglia-
neuron kommunikacidban is esszencialis szereppel bir: funkcionalis P2Y12 receptor
hianyaban rovidebb lett a szomatikus junkcié id6tartama, valamint sériilt a mikroglialis
valasz is a neuronalis valtozasokra. Azonban a szomatikus junkcié kialakuldsaban a
P2Y 12 receptor bizonyosan nem tolt be kizardlagos szerepet, ugyanis a P2Y 12 génkiltott
allatokban is megfigyelhettink ilyen kapcsolatokat. A lerdvidilt idétartamt
kapcsolatokbol, valamint a neuronalis valtozasokra adott mikroglialis reakciok
sériilésébol sokkal inkabb arra kovetkeztethetiink, hogy a P2Y 12 receptor a megfeleld
sejtek kozti kommunikacio létrejottében jatszik fontos szerepet.

Az eukaridta sejtek szamara a purinerg metabolitok nélkil6zhetetlenek a
fennmaradashoz. Az adenozin, valamint az adenin-nukleotidok fontos hirvivé molekulak
mind intra-, mind intercellularis kommunikacio soran, az ATP pedig a biol6giai oxidacid
sorén keletkezve a sejtekben lejatszodo folyamatok legfébb energiahordozdja (Bonora és
mtsai, 2012). Az ATP, illetve bomlastermékei kozll az adenozin modulatoros szerepet
toltenek be a szinaptikus jelatvitelben (Evans és mtsai, 1992; Sebastiao és Ribeiro, 2009),
valamint a neuron-glia kommunikécioban is részt vesznek: a mikroglia nytlvanyainak
kemotaxisat az extracellularis ATP iranyitja (Davalos és mtsai, 2005; Haynes és mtsali,
2006), mig az adenozinnak a mikroglia neuronalis aktivitast modul&lé hataséban lehet
kdzponti szerepe (Badimon és mtsai, 2020). Emellett foként karos behatasra, mintegy
vészjelzésként n6 meg mind az ATP, mind az adenozin mennyisége az extracellularis
térben (Latini és Pedata, 2008; Rodrigues és mtsai, 2015), nem feltétlenil egymastol
fliggetleniil, hiszen a nagy mennyiségben megjelené ATP-t a sejtkozti térben nukleotidaz
enzimek ADP-, és AMP-n keresztiil adenozinna alakithatjak (Zimmermann, 2000).

Els6 pillantasra az ATP jelatviteli célra torténé hasznalata — kulondsen patologiés,
energiahianyos  allapotok  kozepette, mint ,veszély szignal” — felesleges
energiapazarlasnak tlinhet, azonban barmilyen mdas neurotranszmitter molekula

szintetizalasa tobbszords energiabefektetéssel jar a neuronok szaméra, mint a mar
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eredetileg is rendelkezésre all6 ATP hasznélata ilyen célokra. Példanak okéért a kozponti
idegrendszer leggyakoribb neurotranszmitterének, a glutamatnak a létrehozasahoz
nagyjabol 9 ATP molekula szintetizalasanak energiaigényét kell befektetni (Agostinho és
mtsai, 2020). Az intracellularisan talalhatdo ATP szintje nagyjabol allando, és a teljes ATP
készletbd] elhanyagolhaté mennyiséget — szamitasok szerint megkdzelitdleg annak 1/1012
részét — raktaroznak az idegsejtek vezikuldkban, felszabaditasra készenlétben (Dowdall
és mtsai, 1974). Mivel az extracellularis térben az intracellularis ATP-koncentraciohoz
(3-10 mM) képest 7-8 nagysagrenddel kisebb az ATP-szint (Agostinho és mtsai, 2020;
Verkhratsky és Burnstock, 2014), igy a sejtekbdl felszabaduldé ATP robusztus hatést
idézhet el6. Az ATP felszabaditasara tobbféle metddus is kifejlédott az evoluciod soran az
idegsejtekben: torténhet membrancsatorndkon keresztiil, és vezikularis titon is. El6bbire
kiilonb6z6 anion csatornakon (pl. térfogat-regulalt anion csatornan), pannexin, vagy
connexin hemicsatorndkon keresztiil van lehetdség, mig utobbi csoportba tartozhat a
lizoszomalis-, szekretoros-, vagy szinaptikus vezikulakba csomagolt ATP sejtkozti térbe
urulése (Verkhratsky és Burnstock, 2014). Ezen utébbi forméaja az ATP-felszabadulasnak
nagy valosziniiséggel szerepet jatszik a szomatikus junkcion keresztiil zajlé mikroglia-
neruon kommunikacioban, ahogy arra eredményeink kovetkeztetni engednek.

A purinerg metabolitok altal a mikroglidra kifejtett hatas tobbrétii lehet. Egyik oldalrol a
kivaltott hatds sokszinliségét a mikroglia altal kifejezett szdmos, purinerg ligandokra
érzékeny receptortipus biztositja: megtalalhatoak ezekben a sejtekben féként adenozinra
érzékeny metabotrop receptorok, valamint elsdsorban adenin-nukleotidokra érzékeny
ligand-fiiggd ioncsatonak és G-fehérje kapcsolt receptorok (Kettenmann és mtsai, 2011).
Ezek a receptorfehérjék nem csak az altaluk beinditott intracellularis kaszkadokban
kilonbdznek, hanem expresszids szintjuk is nagyfokd heterogenitast mutat mind
agyteriilettél-, mind pedig allapottdl fiiggd modon —a P2X4 receptor kifejez6dése példaul
jelentdsen megnd idegi sériiléseket kovetden, mig a P2Y 12 receptor szintje mikroglia-
aktivacio soran erdsen lecsokken (Lin és mtsai, 2020; Masuda és mtsai, 2020). Ezen tal
az adenin-nukleotidokra is eltérd érzékenységgel reagalnak: a P2X7 és a P2Y2 receptorok
6 agonistaja az ATP, mig a P2Y 12 receptoré az ADP, mi t6bb, az ATP jelenléte gyengiti
a receptoraktivacio hatasait (Kauffenstein és mtsai, 2004; von Kiigelgen, 2021; Rodrigues
és mtsai, 2015). Mivel a mikroglia-nyulvanyok felszinén kimutattuk az NTPDasel enzim

(korabbi elnevezése CD39) jelenlétét, amely az ATP, valamint az ADP hidrolizisét végzi,
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konnyen elképzelhetd, hogy a fizioldgids neuron aktivitds soran szabdlyozottan
felszabadulo, kisebb mennyiségi ATP (Fields, 2011; Menéndez-Méndez és mtsai, 2017)
eltér6 hatast valt ki a mikroglian, mint a patoldgias allapotban felszabadulo
nagymennyiségiit ATP (Rodrigues és mtsai, 2015). A kétféle — fizioldgias és patoldgias —
ATP-jel mikroglidra gyakorolt hatdsa kozott az lehet a l1ényegi kiillonbség, hogy a kis
koncentracioban megjelené ATP-t a mikroglia felszinén megtalalhaté nukleotidazok —
NTPDasel és CD73 (NT5E) — rendkivil gyorsan és hatékonyan képesek ADP-vé
alakitani (Matyash és mtsai, 2017; Rahmaninejad és mtsai, 2020), mig ha nagyobb
mennyiségben van jelen ATP, akkor annak hatésa érvényesul. Erre enged kdvetkeztetni
a patoldgids ATP-koncentracid jelenlétében megfigyelheté P2Y12 receptor
fehérjemennyiség csokkenése (Walker és mtsai, 2020), valamint a mikrogliaban beinduld
pro-inflammatorikus folyamatok, melyek a P2X7 receptoron keresztil hatd ATP

eredményei (Rodrigues és mtsai, 2015).

V.5. A P2Y12 receptor szerepe a mikrogliélis fiziologidban, valamint a szomatikus

junkcidban

A kozponti idegrendszerben talalhatd tébb mint 150 milliard sejt, a koztuk kialakuld
kapcsolatok milliardjai, valamint az agy kiemelkedd energiafogyasztasa megkoveteli a
hatékony mitkddést — azaz nehezen képzelhetd el, hogy olyan folyamatok maradtak fenn
az evolucio soran, melyek energetikailag ne ,,érnék meg” a szervezetnek. A mikroglia
nyulvanyainak folyamatos mozgasa, a sejtek nyulvanyrendszerének dinamikus atépulése
elsd ranézésre hatalmas energiaigénnyel rendelkezik, igy feltételezhetéen ezen
folyamatok rendkivili haszonnal is jarnak — ezt bizonyitja az is, hogy korlatozott
energiahozzaférés mellett, példaul agyi ischemia esetén vagy traumas sériilést kovetden
is megmarad a mikroglia nyulvanyainak mozgasa (Ohsawa és Kohsaka, 2011; Szalay és
mtsai, 2016).

A nyulvanyok mozgasanak alapjat az aktin citoszkeleton-elemek folyamatos atépulése
adja (Franco-Bocanegra és mtsai, 2019). Ezt szamos olyan fehérje befolyasolja, amelyek
Osszessegeben a mikroglialis ion-&ramokra, membranpotencialra és jelatviteli
folyamatokra gyakorolnak hatéast. gy példaul bizonyitottan kisebb-nagyobb szerepet
jatszanak a nyulvanymotilitdsban purinerg receptorok (P2X4R, P2Y12R, P2Y13R,
adenozin receptorok), ioncsatornédk (pl. THIK-1), kalciumkoté fehérjék (Ibal), kemokin
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receptorok (CX3CR1), valamint horgonyz6 fehérjék (B1-integrin) (Haynes és mtsai,
2006; Hristovska és Pascual, 2016; Madry és mtsai, 2018a). Bar ex vivo vizsgalatok
alapjan felvetdédott, hogy a purinerg metabolitoknak nincsen szabalyoz6 szerepe a
nyugalmi nyulvanymozgasokra (Madry és mtsai, 2018b), az egyértelmii, hogy a
patologiasan felszaporod6 extracellularis ATP irdnyitotta mikroglialis kemotaxis 6
mediatora a P2Y12R (Haynes és mtsai, 2006). Ezen receptor kiemelt figyelmet érdemelt
ki a tudomanyos kozdsségtél, ugyanis a kozponti idegrendszerben Kkizarolag a
mikroglidban talalhatd meg (Butovsky és mtsai, 2014; Zhang és mtsai, 2014), valamint
azért is, mert a klinikai mindennapokban rutinszerlien alkalmaznak ezen receptorokat
gatlé farmakoldgiai készitményeket véralvadasi profilaxis céljabol (Damman és mtsai,
2012; Saito és Kobayashi, 2020). Mindezeken tul szelektiv felhalmozo6dasa a mikroglia-
neuron kapcsolatok kozott kiemelkedd szerepet betdlteni 1atszd szomatikus junkcidban
tovabb erdsiti a P2Y12 receptor funkciondlis jelentdségét az idegrendszeri
folyamatokban. Vagyis ezen receptorok szelektiv modositasa jelentés és — mas szoba
johet6 célpontokkal 6sszehasonlitva — gyors transzlacids potenciéllal rendelkezik.
Kimondottan ezen receptornak a ,,nyugalmi” nyulvanymozgéasokra gyakorolt hatasaval
ezidaig két tanulmany foglalkozott, mindkett6 arra a kovetkeztetésre jutva, hogy
fiziologias kortlmények kozott a P2Y12 receptor gatlasa nem okoz valtozast a
nyulvanyok motilitdsaban (Madry és mtsai, 2018a; Sipe és mtsai, 2016). Azonban
mindkét tanulmany esetén elhamarkodott ezen kdvetkeztetés levonasa, ugyanis az egyik
tanulmany nem hasznalt elegendden nagy iddébeli felbontdst a mozgas pontos
kovetéséhez, hiszen 5 percenként készitettek képeket az agyszovetrdl (Sipe és mtsai,
2016), a masik pedig ex vivo akut agyszeletekben vizsgalta a nydlvanymotilitast (Madry
és mtsai, 2018a), amely egy olyan, kornyezeti behatasokra rendkivil érzékeny sejt esetén,
mint a mikroglia, semmiképpen sem nevezhetd fizioldgias allapotnak (Berki és mtsai,
2022). Ezen kisérletekhez képest az altalunk végzett vizsgalatok in vivo késziltek, 3-
dimenzidban, nagyobb id6- és terbeli felbontassal, és egyértelmiien kimutattak, hogy a
receptor akut gatlasa, illetve kronikus hidnya alapvetéen modositja a mikroglia-
nyulvanyok mozgasi mintazatat, amely minden bizonnyal negativ hatassal van a
homeosztatikus, finomhangolt mikroglialis ellendrzésre.

Energetikai szempontbol szintén hatrdnyt jelenthet a receptor gatldsira bekdvetkezd

morfolodgiai valtozas a mikroglia nytlvanyrendszerében. Az idegsejtek esetén széleskorli
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ismereteink vannak arr6l, hogy a dendritfa morfologidja hatarozza meg példaul az
ingerlletvezetés és jelfeldolgozas folyamatait (Aizenman és mtsai, 2003; Zhu és mtsali,
2016). A mikroglialis nyalvanyrendszer esetén egy sokkal dinamikusabban atépiil
rendszerrél beszéliink, mégis a fentebb taglalt energetikai szempontbdl nyilvanvalonak
latszik, hogy a mikroglialis morfolégianak van egy idealis formdja, ahol a nydlvanyok
altal végzett munkabol fakado haszon fellilmdlja a sejt aktualis alakjanak fenntartdsahoz
szlikséges befektetett energiat. Az akut P2Y 12 receptor gatlas hatasara bekovetkezd
nyulvanyelagazodasok €s nyulvanyvégzddések szamaban is megfigyelhetd novekedés
feltehetden egy gyors kompenzacids valasz a mikroglia részér6l. Mint lattuk, funkcionalis
P2Y12 receptorok hianyaban a mikroglia nem képes reagélni a neuronalis fizioldgias és
patoldogias valtozasokra, tovabba a nyulvanyok mozgasa is véletlenszerlibbé, kevésbé
celzotta valik — a képi hasonlattal élve ,,megvakult” mikroglia sejtek azon igyekeztiikben,
hogy homeosztatikus funkciojukat elldtva tovabbra is minél tobb sejtet tudjanak
nyulvanyaikkal megérinteni, hirtelen megndvelik a nydlvanyok szaméat. Ez azonban
olyan energiaigény novekedéssel jarhat, mely hosszabb tadvon nyilvanvaléan nem
fenntarthatd.

Ezzel 6sszhangban a receptor kronikus hianyaval 1étez6 génkilitott egerek eltérd
kompenzaciot mutatnak. A P2Y12 receptor hianyaban serll a mikroglia-nyalvanyokon
keresztlil megvaldsul6 kommunikécid, egy-egy mikroglia kevésbé hatékonyan képes
nagyszamu idegsejt ellendrzésére, igy ezekben az egerekben a Kkérgi részeken
megndvekedett szamu mikroglia sejtet, ezzel egyutt lecsokkent neuron/mikroglia aranyt
figyeltink meg. Ezzel parhuzamosan gyakoribba valt azon mikroglia-neuronalis sejttest
kapcsolatok aranya, ahol a mikroglia sejttestével érinti az idegsejtek szomatikus régiojét.
Ezek a szakirodalomban szatellita sejteknek nevezett mikroglia sejtek — amellett, hogy
konnyen belathatéan kevesebb idegsejtet tarthatnak ellendrzésiik alatt a sejttest-sejttest
kapcsolatokon keresztlil, mint a szamos nyulvanyuk segitségével — eltéré elektromos
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint a nem-szatellita tarsaik (Wogram és mtsai, 2016),
és evolucios szempontbol egy 6sibb, kevésbé hatékony kommunikécids format
képviselnek a kozvetlen sejttest-sejttest kapcsolattal. Hasonlé szatellita gliasejtek
gyakran figyelhetéek meg a gerincveldi gyokerekben (Zhang és mtsai, 2007), valamint a
periférids idegrendszerben (Rozanski és mtsai, 2013), ahol a megfigyelt kapcsolatok

idében késedelmet szenvedd €s zajos informacidcserét tesznek csupan lehetové.
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Ezen eltérések, amelyek funkcionalis P2Y12 receptor hianyaban a mikroglialis
fiziologiaban, a mikroglia-neuron kapcsolatokban, valamint a stroke-ot kovetd
mikroglidlis valaszban bekdvetkeznek egyértelmiien bizonyitjak ezen fehérje alapvetd
fontossagat az idegrendszeri folyamatokban. Az ischemias stroke-ot kovetd
neuroprotektiv mikrogliélis folyamatok sériilésének komoly klinikai relevanciaja lehet,
ugyanis az érelzarodast kovetéen (Bernardo-Castro és mtsai, 2020; Nian és mtsai, 2020),
vagy barmilyen egyéb okbdl ateresztévé valo vér-agy gat (Profaci és mtsai, 2020) legfébb
funkciojat nem tudja ellatni, és a szisztémasan alkalmazott farmakonok bejuthatnak az
idegszOvetbe. Példanak ok&ért a P2Y12 receptort gatldo antithrombotikus szerek,
amelyeket éppen vaszkularis katasztrofakat kovetéen alkalmaznak profilaktikus
szandékkal, a sérilt vér-agy gaton keresztil negativ hatast fejthetnek ki a mikroglialis
mikodésre, tobbek kozott rontva a stroke hosszutdvi kimenetelét — erre utalnak
legaldbbis a penumbrdban tett megfigyeléseink. Ezeket a szempontokat a jovében a

Klinikai dontéshozas soran ajanlott lenne figyelembe venni.

V.6. Az eredmények klinikai jelentosége

Mint alapkutatési kisérletsorozat, munkank talan legégetobb kérdése, hogy miként tudna
hasznosulni a megszerzett tudas a mindennapi gyogyaszatban. Az idegrendszer rendkiviil
specifikus, a szervezet tobbi részétdl elzart kdrnyezet, melyben a legkisebb valtozas is
komoly kdvetkezménnyel jarhat. A neuronok a szervezet szdmos sejtjével ellentétben
csak minimalis valtozasokon mennek keresztll az egyed élete soran, helyhez kotottek,
nem osztddnak és a felndttkori neurogenezis is elhanyagolhatdo mértékii az idegsejtek
szamdhoz viszonyitottan, igy a dinamikusan mozgd nyulvanyokkal rendelkezd,
folyamatosan megujulé mikroglia-populécié a homeosztazist fenntarté feladatok
elvégzésére lényegesen alkalmasabb. Az idegsejtek poétlasa, ijonnan sziiletdé neuronok
halozatba valé integraldsa egy-két specialis esettdl eltekintve nem lehetséges, igy a
gliasejtek esszencialis feladata a neuronok tAmogatésa, potencialisan karos anyagcsere-
vegtermékeinek atvétele, elszallitdsa. A mikrogliat kilonosen alkalmassa teszi erre a
feladatra harom tulajdonsaga: folyamatosan megujulé populécioja, magas fagocitotikus
aktivitasa, valamint rugalmas metabolikus képessége. A mikroglia sejtek kortlbelll 28%-
a minden évben lecserélédik (Réu és mtsai, 2017), és a kdzponti idegrendszer egyéb

sejtjeitdl eltérden kevésbé érzékenyek a biologiai oxidacio feltételeinek megsziinésére,
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ugyanis glutamint is képesek felhasznalni energiaigényik fedezésére (Bernier és mtsai,
2020), amely pedig az agyban leggyakoribb ingeriiletatvivé anyagbol, a glutamatbol
eléallithato, igy gyakorlatilag kifogyhatatlan utdnpotlassal rendelkezik (Zhou és Danbolt,
2014). Ezaltal az altalunk is vizsgalt stroke-ot kovetd kornyezetben a mikroglia tartalékai
kimerUléséig képes lehet timogatni a neuronok életben maradasat, akar azon az aron is,
hogy magat ,,felaldozza”. Hasonl6 elven miikddhet a mikroglialis fagocitozis fertézések
(Fekete és mtsai, 2018), vagy apoptotikus neuronok esetében (Sierra és mtsai, 2010): a
mikroglia begyljti a sejttormeléket, amely a sejtkozti térben maradva gyulladast okozna,
majd fagoszomaiban lebontja azokat (Villani és mtsai, 2019). Amennyiben egyidejiileg
nagymennyiségli tormelékkel kell megbirkoznia egy-egy mikroglianak, szintén
valaszthatja az 6nfelaldozast. Mindkét esetben a kulcs a mikroglia sejtek gyors potlasa,
amelynek sebességére kdvetkeztethetlink azokbdl a tanulméanyokbol, melyekben CSF1R-
utan két héten beliil ismét a fiziologias szamu és térbeli elrendezédésti mikroglia talalhat6
az agyban (Elmore és mtsai, 2015). Kronikus idegrendszeri betegségek esetén terapias
szempontbol megfontolandonak tlinik az a megkodzelités, melyben a kdros gyulladasos
allapotot fenntartd, vagy egyéb modon karos folyamatokat stimuldlé mikroglia
megfékezésére a szinte teljes mikroglia deplécidval jaro CSF1R gétlast vetjiik be — ehhez
szamtalan, a vér-agy gaton atjutni képes gatlészer van jelen a kutatasi gyakorlatban, mint
példaul a PLX3397, PLX5622, BLZ945, GW2850, Ki20227 vagy a JNI-40346527
(Beckmann és mtsai, 2018; Du és mtsai, 2020; Gerber és mtsai, 2018; Liu és mtsai, 2019;
Mancuso és mtsai, 2019; Zhang és mtsai, 2020). A mikroglia-depletalt ragcsalokban
kisérletek soran nem figyelhetd meg nagymértekii, irreverzibilis elvaltozas a kognitiv
funkcidkban, sem viselkedési vizsgalatok soran (Elmore és mtsai, 2015). A deplécios
drog megvonasat kovetden napok alatt helyredll az eredeti sejtszam, illetve a mikroglia
eloszlasa is az eredetihez hasonldva valik (ElImore és mtsai, 2015, 2018).

Elssorban olyan neurologiai korképekben lehet opcid a mikroglia teljes eltavolitasa,
Nasu-Hakola betegség, vagy a CSF1R-fliggé leukoenkefalopatia (Konno és mtsai, 2018;
Neumann és Takahashi, 2007). Ezeken a korképeken tal is biztatd eredményeket mutat
ez a terapias megkdzelités: 1dds egerekben a repopuldciot kovetden megnédtt a

hippokampalis neurogenezis és a szinaptogenezis mértéke, emellett javult az allatok
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térbeli tanuloképessége is (Elmore és mtsai, 2018). Ex vivo agyszeletben van ra
bizonyiték, hogy a mesterségesen indukalt proinflammatorikus koérnyezet mikroglia
deplécio és repopulacié hatasara normalizalodik (Barnett és mtsai, 2021). A repopulacio
forrasaul a CSF1R gatlasat talélo rezidens mikroglia sejtek szolgalnak, keringdé myeloid
sejtek a korabban gondoltakkal ellentétben nem vesznek részt ebben (Huang és mtsai,
2018). Ebbdl fakaddan, amennyiben ezek a rezidens sejtek is hordoznak valamilyen
genetikai mutécidt, gy nem véarhato javulas a deplécios terapiatdl, azonban ezekben az
esetekben a repopulacié torténhet kiilsé forrasbol is: elképzelhetd lenne heterolég donor-
mikroglia bevitele, vagy akar pluripotens dssejtekbdl differencidltatott sejtek hasznalata
is. Természetesen ezek a kutatasok kezdeti fazisban tartanak, és alkalmazasuk széleskori
korlltekintést fog igényelni, kiemelt figyelemmel a deplécié idegrendszeri
kovetkezményeire. Szintén kiemelt jelent6ségli a deplécio iddzitése, ugyanis kdzvetlendl
traumas agysériilést kovetden patkanyokon végzett deplécios-repopulacios beavatkozas
rontotta a kognitiv kimenetelt (Hanlon és mtsai, 2019).

A teljes idegrendszerre kiterjedé mikroglia-deplécional szofisztikaltabb terapias
lehetdséget kindlhat a lokalis bevatkozés. Ennek egy rendkiviil fontos 1épése lehet a jelen
dolgozatban bemutatott kutatasunkban feltart szomatikus mikroglia-neuron kapcsolat,
amely kiemelked6 kommunikacios felszinnek bizonyult a neuronélis szabalyzéasban.
Természetesen hosszl Ut vezet még a szomatikus junkciot érintd ismereteink transzlacios
hasznosulasaig — tobbek kozott az agykérgen és a hippokampuszon tul a toébbi agyi
régidban is szlikséges megvizsgalni ezen kapcsolatokat —, azonban a jelatviteli Utvonalak
feltarasa, valamint a neurologiai korképekben torténd valtozasok feltérképezése a

személyre szabott, célzott terapia igéretét hordozza.
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V1. Kovetkeztetések

A mikroglia az agy rezidens immunsejtjeként a kozponti idegrendszer elsddleges
vedvonalat jelenti patoldgias behatasok esetén. Emellett szdmos idegrendszeri folyamat
szabalyzasaban is részt vesz, azonban a szakirodalomban fellelheté adatok alapjan ismert
kdzvetlen, valamint kozvetett mikroglia-idegsejt kommunikaciés dtvonalak nem
szolgalnak kielégit6 magyarazattal a mikroglia idegsejtekre gyakorolt preciz és szoros
kontrolljara. Kisérleteink soran feltartuk, hogy a sokszinli mikroglia-neuron
kommunikacioban létezik egy, a szinaptikus profilokat érint6 kdzvetlen mikroglialis
kapcsolatokndl robusztusabb beavatkozasra lehetéséget ado interakcios felszin, mely a
mikroglia dinamikusan mozg6 nyulvanyai és az idegsejtek sejtteste kozott alakul ki. In
vivo méréseink szerint ezek a kapcsolatok Iényegesen hosszabb ideig allnak fent, mint az
idegsejtek neuritjait érintd mikroglialis kapcsolatok, és adott id6pillanatban — mind
egérben, mind emberi idegszovetben, fenotipustol fliggetlenil — az agykérgi idegsejtek
mintegy 90%-an jelen vannak, és mar a fejl6d6 idegrendszerben, a poszt-mitotikus
neuronok felszinén is megtalalhatéak. A szomatikus junkcionak a neuronalis oldalat
specialis ultrastruktara jellemzi: a principélis sejtekben az exo-, illetve endocitdzis helyét
biztositd Kv-fehérjeklaszterek, membrénhoz horgonyzott endoplazmés retikulum
szakaszok, purinerg metabolitot tartalmazd, valamint lizoszomalis vezikulumok, illetve a
szomatikus mitokondriumok kozeli jelenléte figyelheté meg. A kapcsolatot kialakito
mikroglia-nyulvanyok membrénjdban a purinerg P2Y12 receptor kapcsolat-fiiggd
felddsulasat is megmutattuk, csakdgy, mint a purinerg metabolitok extracelluléris
bontasat biztosité ektonukleotiddzok jelenlétét. A P2Y12 receptorok akut gatlasa a
szomatikus junkci6 fennallasanak idejét lerdviditi, a mikroglia P2Y12 receptor-fiiggd
maodon reagal az idegsejtek megndvekedett aktivitasara, tovabba akut ischemias stroke-
ot kévetd neuroprotektiv hatdséahoz is elengedhetetlen ez a receptor. Erdekes (ij eredmény
tovabba, hogy a P2Y12 receptor a mikroglia-neuron kommunikéciéban betoltott kiemelt
szerepén tul a mikroglidlis fiziologidra is alapvetd hatassal bir, akut gatldsa ugyanis
nagymértékben csokkenti a nydlvanymozgasok iranyitottsagat, valamint mind az akut,
mind a kronikus receptorfunkcié-hiany néveli a mikroglia-nyalvanyok szamat. A

receptor kronikus hianyaban megfigyelhetd kompenzaciés mechanizmusok — tébb
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mikroglia az agykéregben, valamint a szatellita mikroglia aranyanak novekedése —
tovabb erdsitik a P2Y 12R fiziolGgias szerepét.

Osszességében ez a rendkivil gyakori, emberben is megtalalhat6 kozvetlen kapcsolat a
mikroglia és az idegsejtek legfontosabb szabalyzo régidja kozott alapvetd fontossagiinak
tinik az idegrendszeri folyamatok szabalyozasaban. A neurodegenerativ betegségekben
ismert mikroglilis érintettséget figyelembe véve a kozeljovo kutatasainak legfontosabb
kérdese, hogy valtoznak-¢ ezek a kapcsolatok a kiilonboz6é patologias allapotokban, és
amennyiben igen, gy az adott valtozas egy reakcio a kéros folyamatokra, vagy éppen a

korfolyamatok beindulasanak fontos eleme.

112



DOI:10.14753/SE.2023.2748

V11. Osszefoglalas

Az elmult években robbanasszeriien bdviiltek ismereteink a mikroglianak, a kdzponti
idegrendszer rezidens immunsejtjeinek fiziologias idegrendszeri folyamatokra gyakorolt
hatasarol. Ezek a funkciok az idegsejtek feletti szoros mikroglialis kontrollt feltételeznek,
azonban a szakirodalomban fellelhet6 kozvetett, valamint szinaptikus struktarakat érint6
kdzvetlen mikroglia-neuron kapcsolatok nem alkalmasak ennek megvaldsitasara.
Munkéank soran feltartunk egy eddig ismeretlen kapcsolatot a mikroglia dinamikusan
mozgd nyulvanyai es az idegsejtek sejtteste kozott. Ezen kapcsolatok lényegesen
hosszabb ideig allnak fenn, mint a szinaptikus profilokat érint6 mikroglia-nyulvanyok
esetén, es mind emberben, mind egerekben az agykérgi idegsejtek mintegy 90%-an
megtalalhatéak adott idépillanatban. A szomatikus junkcidnak nevezett kapcsolat sajatos
ultrastruktaraval bir, mely lehetové teszi a kétiranyl kommunikaciot a mikroglia és az
idegsejtek kozott, valamint lehetdséget nyujt a mikroglia szamdra, hogy kozvetleniil
monitorozza a neuronokban lezajlo aktudlis torténéseket. Kisérleteink soran azt is
bebizonyitottuk, hogy a mikroglia képes érzékelni a neuronok megnévekedett aktivitasat,
és akut agyi keringési zavart kovetéen neuroprotektiv szerepet télt be ezen kapcsolatokon
keresztil. A szomatikus junkcion keresztul megvalosul6 intercellularis kommunikéacié a
mikroglia idegrendszeri fejlddésre gyakorolt hatdsaiért is felelés lehet, ugyanis a
posztmitotikus idegsejteken is megtalalhato.

A kozponti idegrendszerben mikroglia-specifikus P2Y12 receptor célzottan
felhalmozddik a szomatikus junkcioban, és a neuronalis valtozasokra adott mikroglialis
reakcio fontos regulatoranak bizonyult. Emiatt ezen fehérje manipulalasa terapias
potenciallal birhat, azonban rendkiviil koriiltekintéen kell eljarni, ugyanis megmutattuk,
hogy a P2Y12 receptor akut és kronikus gatlasa alapvetéen befolyasolja a mikroglia-
nyulvanyok mozgasat, a sejtek morfologidjat, valamint a mikroglia-idegsejt
kapcsolatokat is, valtozatos kompenzacids mechanizmusokat kivaltva.

Osszességében munkank soran feltartunk egy olyan specialis kommunikacios felszint,
melyen keresztiil a mikroglia mind fiziologias, mind patoldgids korilmények kozott
befolyasolhatja az idegsejteket. A kapcsolat megértése Uj frontot nyithat az idegrendszeri

rendellenességek terapias megkozelitésében.
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VIIl. Summary

In recent years, our knowledge about the effect of microglia, the resident immune cells
of the brain on physiological neuronal processes increased explosively. These require a
strict microglial control of neuronal functions, however, formerly discovered indirect, and
synaptic profile-related direct microglia-neuron interactions do not provide sufficient
basis for these actions.

During our work we uncovered a formerly unknown contact type, established between
rapidly moving microglial processes and the cell body of neurons. These connections
exist for a substantially longer time, than those established by microglial processes on
synaptic profiles, and are present on about 90% of cortical neurons at a given moment of
time in both human and mice. These contact sites, termed somatic junctions, possess a
specific ultrastructure that enables bidirectional communication between microglia and
neurons, and provides the opportunity for microglia to directly monitor ongoing neuronal
processes and actions. Our experiments also proved that microglia are able to sense
increased neuronal activity, and exert neuroprotective roles through these contacts
following acute cerebral ischemia. Intercellular communication at somatic junctions
might also serve as the basis for microglial influence on the developing nervous system,
as these type of contacts are also present on post-mitotic neurons.

P2Y 12 receptors are microglia-specific in the central nervous system, and were found to
accumulate in somatic junctions, where they mediate microglial modulatory responses on
neurons. Therefore, manipulation of this protein may carry therapeutic potential, but
should be used prudently, since we showed that acute and chronic inhibition of P2Y12
receptors fundamentally alters the movement of microglial processes, the morphology of
these cells, and microglia-neuron interactions itself, triggering diverse compensatory
mechanisms.

In summary, our research uncovered a specific communication site, through which
microglia are able to modify neuronal activity and responses under both physiological
and pathological conditions. A better understanding of these contacts may facilitate the

identification of novel therapeutic targets for common neurological disorders.
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XI. Kdszonetnyilvanitas
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gyakorolt ram az elmdlt tébb mint 10 évben. Halasan készéndm Dénes Adamnak, hogy
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j6 hangulatu kérnyezetben dolgozhatok naprél napra.
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