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1. Bevezetés

Az emberi agy, amely koriilbeliill 86 milliard neuronbdl és hasonldé szami nem-
neuronalis sejtbdl épiil fel, a természet egyik legdsszetettebb rendszere. Bar a neurologia
tudomanyteriilete az elmult évtizedekben jelentds fejlédésen ment keresztiil, a
neurologiai betegségek tovabbra is sulyos orvosi és tarsadalmi kihivast jelentenek. A
leglijabb kutatasok arra engednek kdvetkeztetni, hogy az agymiikddés és patologias
folyamatainak megértéséhez nem elegend6 kizardlag a neuronokra Gsszpontositani. A
gliasejtek, kiilondsen a mikroglia, alapvetd szerepet jatszanak az idegrendszer
integritasanak és mikodésének fenntartasaban, igy egyre inkabb eldtérbe keriilnek mint
potencialis terapias célpontok. A kozponti idegrendszer rezidens immunsejtjeként a
mikroglia a fejlédéstdl az 6regedésig folyamatosan alakitja és szabalyozza az idegsejtek,
gliasejtek és az érrendszer fejlodését, biztositja a kdzponti idegrendszer homeosztazisat
¢és kulcsszerepet jatszik a szinaptikus plaszticitdsban, valamint az agyi integritas és a
sejtek egészséges miikddésének fenntartasdban. Sokoldali funkcidjanak kdszonhetben a
mikroglia kdzponti szerepet tolt be a neurodegenerativ betegségek kialakulasdban és
lehetséges terapias megkdzelitéseiben is.

A mikroglia sejtek rendkiviil dinamikus nyulvanyaikkal folyamatosan pasztazzak
az agyi parenchimat, alland6 kapcsolatot tartva a mneuronokkal, asztrocitakkal,
oligodendrocitakkal és a neurovaszkularis egység minden elemével. Kozvetlen
membrankapcsolataikon keresztiil célzottan és kompartment-specifikusan képesek
szabalyozni a sejtek miikodését: az oligodendrocitakkal egyiittmiikddve iranyitjak a
mielinizaciot, az asztrocitakkal kdzosen részt vesznek a sejttérmelékek eltavolitasaban
és a szinaptikus kapcsolatok finomhangoldsdban, mig az érrendszeri elemekkel
fenntartjak a vér-agy gat integritasat és szabalyozzak az agyi véraramlast. Mindazonaltal
ezeknek a kapcsolatoknak a szerkezeti és funkciondlis sajatossdgai még mindig
hianyosan feltartak az irodalomban. Az 6regedéssel azonban, akarcsak a szervezet mas
sejtjei, a mikroglia is fokozatosan kimeriil, és funkciondlis hatékonysaga csokken.
Tobbek kozott gyengiil a proliferacids, fagocitotikus képességiik, morfologiai
valtozasokon mennek keresztiil, és nytlvanyaik mozgékonysaga mérséklodik. A
kornyezetiik folyamatos monitorozasa lelassul, ami gyengébb valaszkészséget
eredményez a karosodasokkal és gyulladasos folyamatokkal szemben.

Bar az idegsejtek és a mikroglia sejtek kapcsolatait illetéen az eddigi kutatasok
féként a szinaptikus kapcsolatokra fokuszaltak, azonban nehezen elképzlehetd, hogy a
mikroglia az idegsejtek allapotat alapvetden befolyasold szabalyozasi feladatait képes
volna kizardlag a tavoli szinapszisokon keresztiil ellatni. A kdzelmultban
kutatocsoportunkkal azonositottuk egy kiilondsen specializalt és gyakori kapcsolattipust
amikroglia nyulvanya és az idegsejtek iranyit6 kdzpontja a sejttestje kozott a felnétt egér
¢s human agyszovetben, amelyet szomatikus purinergikus kapcsolatnak neveziink. Ezek
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a kapcsolatok nagyon specifikus szerkezeti jellemzokkel rendelkeznek tobbek kozott
azonositottuk, a sejtsor meghatarozadsaban kritikus fontossagii neuronalis
mitokondriumok felhalmozodasat, az ATP vezikulumokba szallitasaért felel6s
vezikularis nukleotid traszporterek jelenlétét és az egzocitotikus felszin biztositasaban
szerepet jatszo6 Kv2.1 fehérjék csoportosulasat. Mikroglialis oldalrél az ATP/ADP
érzékelésében szerepet jatszo purinerg mikroglia specifikus P2Y12R felhalmozodasat
figyeltik meg. Tovabba az elektronmikroszkopos felvételeink igazoltak e kapcsolat
rendkiviil Osszetett ultrastrukturajat, amelyet a kiilonféle membranstruktirak és
vezikulumok gazdag jelenléte jellemez. A szomatikus kapcsolatok lehetdvé teszik, hogy
a mikroglia folyamatosan monitorozza a neuronok éallapotat, szabalyozza aktivitasukat és
sziikség esetén neuroprotektiv hatas kifejtésére is képesek P2Y12 receptor kozvetitette
utvonalon keresztiil (Cserép és Posfai et al., 2020).

A felnétt agyszovetben azonositottunk egy mikroglia—idegsejt kapcsolodasi
forropontot, amely lehetOséget teremthet a mikroglia célzott szabalyozasi
mechanizmusaira. Mivel a mikroglia az agymiikddés kulcsszerepldje a fejlodéstdl az
Oregedésig, e¢ szomatikus kapcsolatok jelentdsége ezekben az allapotokban még
ismeretlen. Részletesebb feltarasuk hozzajarulhat a neurodegenerativ betegségek
molekularis mechanizmusainak jobb megértéséhez.

2. Célkitiizések
Fejlodésben
1. Rendelkeznek-e kozvetlen mikroglialis szomatikus membran kapcsolattal a fejlddo
idegsejtek, mind a fejlédés, mind a felndttkori neurogenezis soran?

2. Az érett neuronok szomatikus kapcsolataiban korabban azonositott specifikus
ultrastrukturalis €s cellularis komponensek megtalalhatok-e az éretlen
neuronokban is?

3. Mi lehet a szomatikus kapcsolatok szerepe a fejlédés soran fiziologias
koriilmények k6zott?

Oregedés soran:

4. Viltozik-e a sejtek eloszlasa?

5. Milyen tipusu és gyakorisagu kapcsolatok vannak a mikroglia és mas agysejtek
kozott a felnétt agykéregben, €s hogyan valtoznak megaz dregedés soran?

6. Valtoznak-e a szomatikus kapcsolatok?

7. Van-e funkcionalis valtozas a kétirany mikroglia-neuron kommunikaciéban?



3  Moddszerek
3.1  Etikai dallasfoglalas

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

3.2  Post mortem human mintak

A human agyszoveten végzett kisérleteinkhez a mintat kdzépkoru (55-60 éves), illetve
id6s (79-86 éves), ismert neurologiai betegséggel nem rendelkezd és agyi elvaltozashoz
nem kothetd okbol elhunyt paciensbdl vételeztiik, a HUN-REN KOKI Humén Agyszovet
Laboratérium munkatarsainak segitségével. A kutatashoz sziikséges etikai engedélyeket
az ETT-TUKEB biztositotta (62031/2015/EKU, 34/2016 ¢és 31443/2011/EKU
[518/PI/11]). A szovetmintak kutatasi célu felhasznalasa, valamint az orvosi adatokhoz
vald hozzaférés kizardlag tajékozott beleegyezés alapjan tortént, mikdzben a vizsgalat
teljes id6tartama alatt a betegek személyazonossdga anonim maradt. A szdvetmintak
kezelése, tarolasa és felhasznaldsa a Helsinki Nyilatkozat eldirasainak megfeleléen
zajlott. Az elhunyt betegek agyat a haldl beallta utan 3—5 oraval tavolitottuk el. Ezt
kovetden a vertebralis és a belsd carotis artériak kantilalasat végeztiik el, majd az
agyszoveteket heparint tartalmazo fiziologids sooldattal perfundaltuk (kb. 1,5 liter oldat
30 perc alatt). A perfuziot ezt kovetden 4% paraformaldehidet, 0,05% glutaraldehidet és
0,2% pikrinsavat tartalmaz6 fixald oldattal folytattuk (45 liter oldat 1,5-2 ora alatt). A
perfuzié utan a kérgi és hippokampusz régiokat tartalmazé szovetmetszeteket tovabbi
egy napig glutaraldehidmentes fixal6 oldatban taroltuk, majd vibratéom (VT1200S, Leica
Biosystems) segitségével 50 um vastagsagu metszeteket készitettiink.

3.3 Allatok

Minden kisérlet soran him C57BI1/6J egereket hasznaltunk, az adott kisérlethez megfeleld
¢letkori csoportbol (RRID: IMSR _JAX:000664). A fejlédési vizsgalatokhoz az embriok
15. fejlédési napjan (E15), valamint 1 (P1), 8 (P8) és 15 (P15) napos fiatal egereket,
tovabba 90 napos (P90) felnétt allatokat vizsgaltunk. Az oOregedéssel kapcsolatos
kisérletekhez 90 napos és 600 napos egereket alkalmaztunk. Kisérletet végeztiink P1 és
P8 kortt CX3CR17CF? (IMSR_JAX:005582), P8 kori P2Y 127 (325) és CX3CR1CFP/CFP
him egereken. Az in vivo vizsgalatok soran him CX3CR 1+/tdTomato//Thy 1/gcamp6*/6FP
egereket tanulmanyoztunk 50-60 napos kortol egészen 650—750 napos korig. Az in vivo
mitokondridlis mérésekhez CX3CR17CFP egereket hasznaltunk. Az éllatok az MTA
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allathazaban nevelkedtek. Az egerek szabadon hozzaférhettek taplalékhoz és vizhez,
valamint fény-, paratartalom- és hdmérséklet-szabalyozott kornyezetben voltak tartva.

3.4  Hisztologia

Az éallatokat izofluran belélegeztetésével elaltattuk, majd terminalis anesztéziat
indukaltunk a hasiiregbe adott altatd keverék befecskendezésével. Az egereket
transzkardialisan perfundaltuk egy percig fiziologias sooldattal, majd huszonét-harminc
percig 4% frissen beoldott paraformaldehidet tartalmazo fixalo oldattal, ezt kdvetGen
pedig 0,1 molos foszfat-pufferel (0,1M PB) tiz percen keresztiil. A perfuzié 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.

3.5 Immunfluoreszcens jelolés és konfokalis lézer pasztazo mikroszkopia
(CLSM)

Az immunfluoreszcens festést megelézéen az 50 pum vastagsagl metszeteket
foszfatpufferben (PB) és Tris-pufferes sdoldatban (TBS) mostuk. A Ctip2 és Satb2
festések esetében ezt kovetden citrat pufferes kezelést alkalmaztunk (10 mM natrium-
citrat, pH 6,0, 90 °C-on 45 percig). Az alapos mosast egy 1 6ras blokkolas kovette 1%
human szérumalbuminban (HSA; Sigma-Aldrich), amely 0,03-0,1% Triton X-100-at és
100 pg/mL digitonint (D141-100MG, Sigma) tartalmazott, mindez TBS-ben oldva. A
Ctip2 és Satb2 mintak esetében Triton X-100 és digitonin nem keriilt a blokkolo6 oldatba.
A blokkolast kovetden a metszeteket els6dleges antitesteket tartalmazd keverékben
inkubaltuk szobahémérsékleten, egy éjszakan at. Az inkubacio utan a metszeteket TBS-
ben mostuk, majd masodlagos antitesteket tartalmazo oldatban tovabbi egy éjszakan at,
4 °C-on inkubaltuk. A TBS- és PB-mosasokat kovetden, ha a sejtmagok festésére is
sziikség volt, a mintdkat DAPI-val (Sigma-Aldrich) kezeltiik PB-ben oldva, majd PB-
mosas utan Aqua-Poly/Mount (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA) fed6oldattal
fedtiik le. Amennyiben elérhetd volt, KO-validalt antitesteket hasznaltunk olyan
antigének esetén, mint példdul P2Y12R, Kv2.1, CNP1 és IBA1. A sejthalalt TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) eljarassal detektaltuk az
Apoptag Red In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, Cat. nr. S7100) gyartoi
protokolljanak megfeleléen. A CLSM-képalkotast kovetden a metszetek elemzését a Fiji
szoftver Analyze Particles bévitményével végeztiik el.

3.6 Inutero elektropordcio

A vemhes néstények hasiliregét az embrionalis fejlodés 14,5. napjan izofluran-
anesztézidban megnyitottuk, a cornu uterit feltartuk. A bejuttatni kivant expresszios
pCAG-IRES-tDTomato vektorbol kb. 1pl-nyit (1pg/pl-es oldatbdl) endotoxin-mentes
vizben feloldottunk, és Fast Green festékanyagot (1:10000) adtunk hozza. Az igy kapott
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oldatot ivegkapillaris segitségével az embrionalis oldalkamrakba juttattuk. A sebet az
izomfalak és a bdr oltésével zartuk, majd az embridk természetes uton jottek vilagra.

3.7  Kranidlis ablak miitét

Az egereket ehhez a beavatkozashoz fentanyllal (100-200ul) altattuk. A 3mm atmérdjti
kranialis ablakot a bal agyfélteke primer szomatoszenzoros kérgi és szupplementer
motoros kérgi teriiletei felett nyitottuk, a dura matert intaktan hagyva. A koponyacsont
egy részének eltavolitasa utan koralakd, liveg fed6lemezt helyeztiink a dura mater
felszinére, majd Vetbond (3M) szdvetragasztoval rogzitettiik. Ezutan egy egyedi, fémbdol
késziilt befogot (Femtonics Ltd.) ersitettiink az iiveglemez koré.

3.8  Slide scanner mikroszkopos vizsgalat

A sejtszamlalashoz Pannoramic MIDI 1I/2 targylemez-szkennert (3DHISTECH,
Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk, amely Zeiss Plan-Apochromat 20x objektivvel
(NA: 0.8), Lumencor SPECTRA X fényforrassal (LED megvilagitas) és PCO.edge 4.2
back-illuminated sSCMOS kameraval volt felszerelve. A kdvetkezd sziiroket alkalmaztuk:
DAPI-1160B, TRITC-Q, FITC-2024B, LF635-C, Cy3.5. A letapogatas z-stack modban
tortént, 2 pm-es 1épéskdzzel, a pixelméret 6,5 um x 6,5 um volt. Az igy kapott képeket
a SlideViewer szoftver 2.5-0s verzidjaval elemeztiik.

3.9 A sejtszameloszlas kvantitativ elemzése

A sejtszamlalashoz targylemez-szkennelé mikroszkopos felvételeket készitettiink teljes
metszetekrol, amelyeken C57B1/6J P90 és P600 napos egerek, valamint human mintak
szerepeltek. Az agykéreg teljes vastagsagaban egységes méretli ROI-kat (125 x 125 pm)
oszlattunk el egyenletesen a kérgi teriileteken. A ROI-on beliil talalhatd Gsszes sejttestet
megszamoltuk a sztereoldgiai mérések optikai diszektor mddszerének megfelelden.

3.10  Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) imaging

Mintaink konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkopos vizsgalatat egy Nikon Eclipse Ti-E
forditott mikroszkdp (Nikon Instruments Europe B.V.) segitségével vizsgaltuk, melyhez
A1R konfokalis rendszert hasznaltunk. A gerjesztésre hasznalt 1ézerek 405, 488, 561 és
647nm hullamhossziak (CVI Melles Griot). A felvételek rogzitését és kezelését NIS
Elements AR szoftverrel (Nikon Instruments Europe B.V.) végeztiik.

3.11 A mikroglia markerok kolokalizacios mérése

A mikroglia markerek kolokalizaciés méréséhez harmas immunfluoreszcens jelolést
végeztiink (IBA1-Gp, IBA1-Gt és P2Y12R). A CLSM felvételeket az E15 egerek
VZ/SVZ régidjabol, a P1-P15 egerek neokortexébdl, valamint a P90 egerek gyrus
dentatusabol készitettiik. Az elemzés soran véletlenszerien valasztottunk ki sejteket,
amelyek DAPI-val jel6lt sejtmagot tartalmaztak az IBA1-Gp csatornaban. Ezt kdvetden



az egyes életkori csoportokban mértiik a kolokalizaciot a masik két mikroglia markerrel
(IBA1-Gt, P2Y12R).

3.12  TOM20 fluoreszcenciaintenzitas meérése

A TOM20 fluoreszcenciaintenzitas-profilt félig automatizalt modszerrel elemeztiik.
Ehhez harmas immunfluoreszcens jeloléssel késziilt konfokalis képeket hasznaltunk,
amelyek a mikroglia, DCX és TOM20 fehérjéket jelolték. Az elemzés soran a neuron
legnagyobb keresztmetszetét tartalmazo metszetet valasztottuk ki, ahol a sejtmembrant a
DCX-jelolés alapjan kovettiik nyomon. Ezutan a meghatarozott konttrt 0,5 pm-rel kifelé
és befelé kiterjesztettiik, igy hoztunk létre egy extracellularis és egy intracellularis
vonalat. A fluoreszcens jelolések intenzitasat ezek mentén elemeztiik. A normalizalas és
skalazas utan mikroglia-kontaktnak azokat a teriileteket azonositottuk, ahol a mikroglia
fluoreszcenciaintenzitdsa meghaladta a teljes intenzitds 20%-4at legalabb 500 nm-es
szakaszon. Ezt kovetéen a kontaktzonat 500-500 nm-rel kiterjesztettik mindkét
iranyban, és a TOM20 fluoreszcenciaintenzitasat ezen a teriileten mértiik, amelyet
,.kontakt” értékként definialtunk.

3.13 A DCX-pozitiv sejtek denzitisanak mérése

A DCX-pozitiv sejttestek denzitdsat a fejlodé kéregben kiilonbozd genotipusok esetén
P8 korban mértik. A kérgi rétegek pontos meghatarozasdhoz Ctip2 ¢és Satb2
immunfluoreszcens festést alkalmaztunk, majd a DCX+ fejlédo neuronok siiriiségét a 6.,
4/5. és 2/3. rétegekben elemeztiik. A DCX+ sejtek szamlalasat az optikai diszektor
sztereologiai modszerrel végeztiik, amely torzitdsmentes megkozelitést biztosit a teljes
sejtszam meghatarozasara. A vizsgalat soran 50 um vastagsagt kérgi metszetrdl CLSM
(konfokalis lézer pasztazd mikroszkopos) képalkotast alkalmaztunk, amely
haromdimenzids z-stack optikai felvételt eredményezett. A sztereoldgiai elveknek
megfeleléen a sejtszamlalast 50 x 50 pm-es érdeklddési régiokban (ROI) végeztik,
amelyeket NIS-Elements szoftverrel helyeztiink el szisztematikusan a mintan beliil. A
sejtek szamlalasat 3D-ben végeztiik, biztositva az objektiv és pontos elemzést.

3.14 A Kv2.1-pozitiv sejtek denzitasanak mérése

A Kv2.1-pozitiv neuronalis sejttestek denzitasanak méréséhez kiilonbdzé genotipusu
feln6tt egerek kérgi régioiban Kv2.1 immunfluoreszcens festés alkalmaztunk, DAPI
jeloléssel kombinalva a kérgi rétegek pontos meghatarozasara (a 327. hivatkozas szerint).
A neuronok denzitasat az 1., 2/3., 4., 5. és 6. rétegekben vizsgaltuk. A neuronalis
sejttestek szamlalasat az optikai diszektor modszerrel végeztiik 50 pm vastagsaga CLSM
z-stack felvételekben. A sejtszamolast NIS-Elements szoftverrel, valamint 50 x 50 pm-
es szamlalasi keretekkel hajtottuk végre a pontos és objektiv kvantifikacié érdekében.



3.15 Annexin-V- és Ki67-pozitiv sejtek mérése

A P1 kérgi DCX-pozitiv sejtek eloszlasanak, a Ki67-pozitiv sejtek denzitasanak, a
Ki67/DCX kolokalizacidjanak, valamint a mikroglia nytlvanyai és Ki67-pozitiv sejtek
kozotti kontaktok denzitdsdnak mérésére 20 pum vastagsagi kriostat-metszeteket
készitettiink WT és P2Y12R -/- egerek agyabol. Hasonlé modon elemeztiik az Annexin-
V-pozitiv sejtek denzitasat, az Annexin-V/DCX kolokalizaciot, valamint a mikroglia
nyulvanyai és Annexin-V-pozitiv sejtek kozotti kontaktok slirliségét. A kérgi szélességet
10 egyenld részre osztottuk a kvantifikacidhoz. A sejtek szamlalasat optikai diszektor
mobdszerrel végeztik. Minden kisérlet sordn biztositottuk, hogy a méréseket azonos
rostro-kaudalis pozicidban 1év6 metszeteken végezziik.

3.16 A szomatikus kapcsolatok eldfordulasanak mérése

A szomatikus kapcsolatok el6fordulasanak elemzéséhez kettds immunfluoreszcens
jeloléssel (Kv2.1 és IBA1) késziilt konfokalis képkotegeket készitettiink a P90 és P600
egerek neokortexébdl, valamint emberi betegek Brl7 kérgi teriiletérél. Minden jelolt és
azonositott sejtet megszamoltunk, amennyiben a teljes sejttest a Z-stack felvételen beliil
helyezkedett el. Minden egyes allat vagy beteg esetében a kérgi teriiletekr6l késziilt
képekbdl szisztematikusan és véletlenszertien valasztottunk ki neuronokat, kizarolag a
neuronalis jel alapjan. A kivalasztott sejttesteket mikroglia altal érintettnek tekintettiik,
ha egy mikroglia nyulvany egyértelmiien érintkezett a sejttesttel (azaz nem volt tér a
neuronalis szoma és a mikroglia nyulvanya kozott), legalabb 0,5 pum hosszisagu
szakaszon.

3.17 A mikroglia kapcsolodasanak mérése

Keét kiilonbozé immunfluoreszeens jeloléssel (mikroglia-neuron-asztroglia-sejtmag és
mikroglia-oligodendroglia-sejtmag) késziilt konfokalis Z-stack felvételeket készitettiink.
A képeken véletlenszeriien kivélasztottuk azokat a mikroglia sejteket, amelyek teljes
egészében a Z-stack tartomanyon beliil helyezkedtek el. A mikroglia sejtek nytlvanyait
manualisan kovettiik, és megjeloltiik azokat a kontaktusokat, ahol a nyulvanyok és
sejttestek neuronokkal, asztrocitakkal, oligodendrocitakkal és vérerekkel érintkeztek. A
kontaktusokat az alabbi kategdridkba soroltuk: nytlvany-nytlvany; nyalvany-sejttest;
sejttest-sejttest (satellite) kapcsolatok. Ezen kiviil a mikroglia sejttestéhez kapcsolédo
érintkezéseket is megszamoltuk.

3.18 Idegsejtek mikroglialis boritottsaganak mérése

A mikroglialis boritottsdg méréséhez olyan konfokalis képsorozatokat hasznaltunk,
amelyeken neuronalis és mikroglia jel volt, az XY -iranyu felbontas 50nm/pixel volt, a Z-
iranyu, képsikok kozti tavolsag 300nm. A mérni kivant idegsejteket ,,vakon” valasztottuk
ki, 3 dimenzidban, teljesen rekonstrudltuk, a sejttest keriiletét minden képsikon



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

3.19 TOM?20, VNUT és Kv2.1 marker lokalizdaciojanak mérése

A TOM20 és VNUT marker lokalizacidjat konfokalis Z-stack felvételek segitségével
elemeztiik, harmas immunfluoreszcens jelolést alkalmazva (mikroglia, neuron (Kv2.1)
és TOM20 vagy VNUT). A kérgi teriiletekrdl késziilt képekbdl szisztematikusan és
véletlenszeriien valasztottuk ki a szomatikus kapcsolodasokat, kizarélag a neuronalis és
mikroglia jelek alapjan. A kivalasztott kapcsolodasokat mikroglia altal érintettnek
tekintettiik, ha egy mikroglia nytlvany egyértelmiien érintkezett veliik (azaz nem volt tér
a neuronalis sejttest és a mikroglia nytlvany ko6zott) legalabb 0,5 pm hosszsagh
szakaszon. A TOM20 és VNUT jelek lokalizaciojat a neuronalis sejttest citoplazmajaban,
a szomatikus kapcsolodas helyétdl szamitott 2 um mélységben hataroztuk meg. A VNUT
jelolés mellett a Kv2.1 fehérjék klaszterez6dését is azonositottuk a szomatikus
kapcsolodas mentén.

3.19.1 Korrelalt CLSM és immun-elektronmikroszkopia

Az immunhisztokémiai eljaras soran a fluoreszcensen jelolt antitestek mellett biotinilalt
masodlagos antitestekkel is kezeltilk a mintakat. A metszeteket pufferben vizsgaltuk
CLSM mikroszképpal. A vizsgalat soran 20x és 60x nagyitasu képekbdl térképeket
készitettiink, hogy ugyanazokat a jeleneteket beazonosithassuk az elektronmikroszkdpos
felvételeken. A mintakat ezt kdvetpen kisebbre trimmeltiik, a konyebb azonositas
érdekében. A szoveteket avidin—biotinilalt torma peroxidaz komplexszel (Elite ABC;
1:300; Vector Laboratories) inkubaltuk 3 éran keresztiil szobahémérsékleten, vagy egy
éjszakan at 4°C-on. Az IBA1-Rb vagy P2Y12R elleni immunperoxidaz reakciot 3,3-
diaminobenzidinnel (DAB; Sigma-Aldrich) kromogénnel fejlesztettiik ki. A metszeteket
ezt kovetden 1% OsOa oldattal (0,1 M PB-ben) kezeltiik szobahdmérsékleten, majd
fokozatos alkoholsorozattal és acetonitrillel dehidrataltuk, végiil Durcupan (ACM;
Fluka) miigyantdba agyaztuk. A dehidratalas sordn 1% uranil-acetat oldattal (70%-os
etanolban) kezeltiik 6ket 20 percig. Az E15 VZ és P90 gyrus dentatus szovetrégiokbol
szarmaz6 mintakat Durcupan blokkokra ragasztottuk, majd 70 nm vastag metszeteket
vagtunk ultramicrotom segitségével (Leica EM UC7), és Formvar-bevonatui egyhelyes
racsokra helyeztiik. Az ultravékony metszeteket Hitachi 7100 elektronmikroszkoppal
vizsgaltuk, amely Veleta CCD kameraval (Olympus Soft Imaging Solutions,
Németorszag) volt felszerelve. A konfokalis képeken véletlenszeriien kivalasztott
szomatikus kapcsolddasokat elektronmikroszkdpos képeken azonositottuk, hogy
ellendrizzilk a kozvetlen membran-membran érintkezések gyakorisagat. Az
elemzésekhez Adobe Photoshop CS6 és Fiji szoftvereket hasznaltunk. Osszesen 10
szomatikus kapcsolatot azonositottunk egy feln6tt allatban, valamint 7 szomatikus
kapcsolatot egy E15 fejlédési stadiumu allatban.



3.19.2  Ex vivo kétfoton képalkotas akut agyszeleteken

Akut agyszeleteket készitettiink P1 és P8 CX3CRI1+/GFP egerekbdl. Az allatokat jégre
helyeztiik (5-6 perc), eltavolitottuk a feji régiot, majd agyukat gyorsan jéghideg,
karbogénnel (95% O2—5% CO) telitett mesterséges agy-gerincveldi folyadékba (ACSF)
helyeztiik. A 300 pm vastag koronalis metszeteket Leica VT1200S vibratom segitségével
vagtuk. A szeleteket 40 mM Cal-590-AM festékkel (ACSF-ben oldva) toltottitk meg 60—
90 percen at, szobahdmérsékleten, mikozben a festékoldatot folyamatosan oxigenizaltuk.
A Calbryte 590-AM fluoreszcens kalciumindikatort valasztottuk a magas fényessége, jo
jel-zaj aranya és citoplazmatikus eloszlasa miatt. A tobbfotonos képalkotast Nikon
Eclipse FN1 mikroszkopon végeztiik Chameleon Vision II Ti:Sapphire 1ézerrel (680—
1080 nm) és 25X vizbe meritheté objektivvel (NA: 1.1, WD = 2 mm). Az ingerlési
hullamhossz 980 nm volt a GFP (920 nm) és Calbryte-590 (1050 nm) egyidejii
detektalasara. Az emisszios fényt 593 nm-nél szétvalasztottuk, majd két detektorral
rogzitettiik (GFP: 550/88 nm; Cal-590 AM: 641/75 nm). A Z-stack képeket (2 pm
1épéskozzel, 10 pm tartomanyban) 0,25 képkocka/mp sebességgel rogzitettiik 15 percen
at. Ezutan 3 mL/perc aramlasi sebességgel kontroll oldatot vagy 4 mM PSB-0739-ct
(szelektiv P2Y 12R-antagonista) perfundaltunk 15 percig. A kalciumjel-adatok elemzését
Fiji szoftverrel végeztiik a Cal-590-AM-mel festett sejttestek hatarain beliil. A mikroglia
nyulvanyok altal lefedett teriiletet egy 1,2 um széles peremzdénaban hataroztuk meg. Az
egyes neuronok esetében az idobeli valtozasokat a kontrollhoz viszonyitva dbrazoltuk.

3.19.3  Invivo 2-photon imaging in live animals

Kisérleteinkhez Femto2D-Dual Scanhead mikroszkdopot (Femtonics Ltd.) és Chameleon
Discovery hangolhatd 1ézerrendszert (Coherent, USA) hasznaltunk. A 920 nm-re hangolt
1ézerrel egyidejiileg gerjesztettiik a fluoreszcens fehérjéket (GFP, GCaMP6f, tdTomato).
A képalkotast rezonans és galvo pasztazasi mddokban végeztilk, Nikon 18x vizbe
merithetd objektivvel. Az adatrogzitést és exportalast MES és MESc szoftverekkel
(Femtonics Ltd.) végeztiik. Az allatokon fentanyl anesztéziat alkalmaztunk. A galvo Z-
stack felvételeket (7 kép, 820x820 px, 5 pm 1épéskoz) 200-225 pm mélységig
készitettiik a pialis felszint6l, 2-2,5 percenként. A kétfotonos képanyagokat MES
szoftverbdl exportaltuk és FIJI-ben elemeztiik. A mikroglia nytlvanyok és neuronalis
mitokondriumok egyidejii megjelenitéséhez Mito-R-Gecol-elektroporalt
CX3CR1+/GFP egereket hasznaltunk. A fluoreszcens jeleket Nikon 18x viz immerzids
objektivvel rogzitettiik, az adatrogzitést pedig MES szoftverrel (Femtonics Ltd.)
végeztiik.

3.20 Longitudindlis képalkotas és kvantifikacio

A méréseket CX3CR1+/tdTomato//Thy1/gcamp6 /P egerekben kezdtiik 50-60 napos
korban, 1-2 héttel a kraniotdmia utan. A képalkotasi teriiletet azonositottuk, és részletes
térképet készitettiink az érhaldzat és neuronok elhelyezkedése alapjan, hogy a sejtek

9



hosszi tavon ujra beazonosithatok legyenek. A felvételek soran 6x3 perces rezonans
pasztazasokat rogzitettiink egy sikban. Ezt koveten galvo Z-stacket készitettiink 50 pm-
rel feljebb és lejjebb, 3 pum 1épéskdzzel. A mérések anesztézidban zajlottak, és két
havonta ismételtik 6ket egészen 650-750 napos korig. A kvantifikaciét a MESc
programmal végeztiik. Azokat a sejteket valasztottuk ki, amelyeknek szomatikus
kapcsolata volt és kalciumaktivitast mutattak. Az idegsejteket és a legnagyobb
szomatikus kontaktokat megjeldltiik, és az adott ROI-n beliil a fluoreszcencia intenzitasat
vizsgaltuk, normalizdlva a hattérértékekhez. A  mikroglia- és neuronalis
kalciumfluoreszcencia-gorbéket elemeztilk, és a kalciumaktivitasi eseményeket
megszamoltuk, valamint a hozzajuk tarsulé mikroglia-valtozasokat elemeztiik. Azokat a
kalciumeseményeket vizsgaltuk, ahol a fluoreszcenciaintenzitas legalabb 20%-kal nétt.

A mikroglia-valtozasokat az 1,5 perces iddintervallumban hataroztuk meg, a
kalciumcstcs el6tt és utdn. Az elemzés soran a két fluoreszcens jel egyidejii valtozasanak
szazalékos aranyat hataroztuk meg.

3.21 Statisztika

Az adatok dsszehasonlitasahoz a kovetkez0 statisztikai teszteket alkalmaztuk: Wilcoxon-
féle eldjeles rangproba két Osszefiiggd adathalmaz esetén, Mann-Whitney U-teszt két
fiiggetlen csoport Osszehasonlitasara, Kruskal-Wallis teszt tobb fliggetlen csoport
elemzésére. A statisztikai elemzést a Statistica 13.4.0.14 (TIBCO) szoftverrel végeztiik,
és p < 0,05 értéket tekintettiink szignifikansnak. Az abrakon a szignifikanciajelolések a
kovetkezok voltak: nem szignifikans: n.s., *p < 0,05: ** *p < 0,01: **** *p <(,001:
***’ *p < 0’0001 ******.

4 Eredmények

4.1 A mikroglia-neuron szomatikus csomdpontok jelentosége a
fejlédésben
e  Kutatdsunk soran az embrionalis (E15 — VZ/SVZ), posztnatalis (P1, P§, P15 —

neokortex) és feln6tt (P90 — gyrus dentatus) egerek agyszoveteit vizsgaltuk a
neurogenezis szempontjabol legjelentdsebb teriileteken.

e A mikroglia sejtek IBA1 és P2Y12R elleni tobbszords immunhisztokémiai
jelolésével és konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkopos (CLSM) vizsgalataval
igazoltuk a sejtek jelenlétét a vizsgalt teriileteken és a markerek megbizhato
expressziojat a fejlodés soran.

e CLSM felvételeinken az éretlen idegsejtek sejttestjén és proximalis
szegmensén megfigyeltiik a mikroglia nytlvanyainak szomatikus kontaktjait.
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4.2

A mikroglia nytlvanyok és az éretlen idegsejtek sejttestje kozotti kozvetlen
membrankapcsolat meglétét korrelalt-CLSM  és elektronmikroszkopias
vizsgalatokkal is igazoltuk.

CLSM ¢és elektronmikroszkopos elemzések soran minden korcsoportban
kimutattuk a mitokondriumok felhalmozodasat az éretlen idegsejtek
szomatikus kapcsolataiban, félautdmatikus fluoreszcens analizissel.

Az exocitotikus aktivitast segité Kv2.1 fehérjeklaszterek az érett idegsejtekkel
ellentétben az éretlen neuronoknal nem voltak kimutathatok, ami arra utal,
hogy ebben az életszakaszban mas fehérjék lathatjak el ezt a funkciot.

A mitokondriumokbol  felszabadulé  vezikulumok endolizoszomalis
jelenlétét, amelyek az éretlen idegsejtek szomatikus kapcsolatai tobb mint
kétharmadaban el6fordultak.

In vitro akut agyszeleteken végzett 2-foton mikroszkopos méréseink igazoltak,
hogy a mikroglia P2Y12R-fliggd modon képes ndvelni a szomatikus
kapcsolatok méretét az éretlen idegsejteken, kiemelve a P2Y12R szerepét a
sejtek kozotti kommunikacioban.

A kortikalis citoarchitektira CLSM alap vizsgalata soran P2Y12R hianyaban
P8 és P90-es korcsoportokban szabalytalan kéregfejlodést tapasztaltunk.

A neokortexben a proliferativ aktivitas vizsgalata soran P2Y12R-hianyos
egerekben csokkent osztodo sejtsiirliséget azonositottunk, ami arra utal, hogy
a mikroglia P2Y12R-fliggd mddon szabalyozza a neuronalis proliferaciot.

A P2Y12 receptor kdzvetlen szerepét a mikroglia altal kdzvetitett neuronalis
apoptozis szabalyozasaban nem tudtuk igazolni.

Megvadltozott mikroglidalis kiozvetlen kélcsonhatdsok az dregedés sordn

Kutatasunkhoz 90 napos és 600 nap folotti id6s egér és 65 év koriili és 85 év
korli id6s paciensekbdl szarmazo mintakat vizsgaltunk.

Slide scanner mikroszképpal a szteroldgiai optical dissector szabalyok
alkalmazasaval megfigyeltiik az idegsejtek és a mikroglia sejtek csokkent
sejtszamat, az oligodendrocita sejtek emelkedett sejtszamat az idésebb
korosztalyban.

CLSM 3D képsorozat felvételeinken manualisan végig kovettiik a
mikrogliasejtek nyulvanyait és megvizsgaltuk, milyen kapcsolatatokat
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létesitenek az asztrocita-, oligodendrocita- idegsejtekkel és az erekkel.
Elkiilonitettink nyalvany-nyulvany, sejttest-nyGlvany és sejttest- sejttest
(szatellita) kapcsolatokat. Vizsgalatunk eredményeként a mikroglia sejtek
nagyon ritka esetekben Iétesitettek szatellita kapcsolatot az emlitett
sejttipusokkal. Ezzel szemben a nuélvany kapcsolatok szama sokkal
gyakoribbnak bizonyult, minden sejttipus esetén. Az idegsejtek szomatikus
kapcsolatainak szamaban (felnbtt esetben altagosan 8 idegsejttel létesitett
szomatikus kapcsolatok szamaban) szignifikans csokkenést tapasztaltunk az
iddsebb korosztalyban. Ellenben az oligodendrocita sejtek sejttestjét érintd
mikroglia nyulvany kapcsolatban azonban emelkedést figyeltink meg az
iddsebb korcsoportban. Ezeket a jelenségeket a human szévetmintak esetén is
igazoltuk.

e A szomatikus kapcsolatokban korabban azonositott molekuldris elemek
(Kv2.1 klaszterek, mitokondriumok, vezikularis nukleotid transzporterek)
expresszidja nem mutatott eltérést id6sebb korban a CLSM vizsgalatok soran.

e  Korabbi kutatasaink soran kimutattuk, hogy a mikroglia nyulvanyboritottsaga
fokozddik az idegsejtek sejttestjén fiziologias €s patologias allapotokban is.
CLSM vizsgalataink megerdsitették, hogy ez a jelenség az idés korosztalyban
is jelen van, az emelkedett mikroglidlis boritottsdg formajaban.

e A szomatikus kapcsolatok dinamikéjanak vizsgélatahoz 2-foton mikroszkopiat
alkalmaztunk, ¢és egy longitudindlis protokollt dolgoztunk ki, amely lehetévé
tette ugyanazon sejtek élettartamon at torténé megfigyelését. Eredményeink
szerint az idegsejtek kalciumaktivitasara adott szomatikus kapcsolati valaszok
szama id6sebb korban 25%-kal csokkent.

5 Kovetkeztetések

A mikroglia  dinamikus és  alkalmazkodé immunsejtek, amelyek
nélkiilozhetetlenek olyan fiziologiai folyamatokban, mint a neuronalis fejlddés és
neurogenezis, ugyanakkor fontos szerepet jatszanak a neurodegenerativ betegségek és az
oregedés koros valaszaiban is. Eredményeink ravilagitanak a mikroglia szomatikus
junctionjainak kulcsszerepére, melyek lehetdvé teszik a kozvetlen és specialis
kommunikaciot a neuronokkal, befolyasolva azok sorsat, anyagcsere szabalyozasat és
talélését. A fejlédés soran a mikroglia-neuron interakcidok nem csupan a szinaptikus
kapcsolatokra terjednek ki, hanem kdzvetlen kapcsolatba 1épnek a neuronalis szomakkal,
kiilonésen purinerg jelatviteli tvonalakon, kiilonb6z6 mechanizmusok altal, mint
példaul a P2Y12R. A szomatikus junctionok funkcionalis jelentdségének megértése még
korai fazisban van, és ezen rejtett szerepek felfedezése izgalmas lehetoségeket kinal a
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jovobeli kutatdsok szamara. A CNS o6regedésével a mikroglia mikodése alapvetd
valtozasokon megy keresztiil, melyeket csokkent mozgékonysag, alacsonyabb fagocitald
kapacitas és egy gyulladasos allapot (igynevezett ,,inflammaging”) irdnyaba torténd
eltolodas jellemez. Ezek a valtozasok csokkentik a mikroglia hatékonysagat a neuronalis
homeosztazis fenntartdsaban, hozzajarulva ezzel a kognitiv hanyatlashoz és a
neurodegenerativ betegségek elérehaladasahoz. Az oOregedés soran kiilondsen a
szomatikus junctionok csdkkenése figyelheté meg, ami gyengiti a mikroglia figyeld
funkcidjat a neuronalis szomakkal szemben, és zavarja a két sejttipus kozotti
kommunikaciét. Ennek kovetkezményeként a neuronok fokozottan sériilékenyebbé
valnak a karos hatasokkal szemben, igy sziikségessé valik a célzott beavatkozasok
alkalmazasa a mikroglia egészségének tamogatasara az Oreged6 populaciokban.
Eredményeink arra is ravilagitanak, hogy az Oregedés soran a mikroglia, az
oligodendrocitak és az asztrocitak kozotti interakciok valtozasa tovabb befolyasolja a
CNS homeosztazisat. Az idésebb egyedeknél tapasztalt oligodendrocita interakciok
novekedése akar kompenzaciés mechanizmusokat is jelezhet, amelyek a mielin
lebomlasat probaljak ellensulyozni, ugyanakkor arra is utalhatnak, hogy a glia sejtek
kozotti kommunikacié dinamikajaban fontos valtozasok zajlanak, amelyek tovabbi
kutatasokat igényelnek. Klinikai szempontbol e felfedezések uj paradigmat sugallnak a
neurodegenerativ betegségek kezelésében, amely tilmutat a neuronok kdzponth
megkdzelitéseken, és figyelembe veszi a CNS-en beliili szélesebb korii sejtinterakciokat.
A mikroglia igéretes terapias célpontként emelkedik ki, mivel fagocitalé képessége,
anyagcsere-rugalmassaga és dinamikus kommunikacidja 10 lehet6ségeket kinal a
beavatkozasra. A mikroglia miikddésének modositasara iranyuld stratégidk — mint a
fagocitald kapacitas novelése, proteosztazis helyreallitisa vagy a gyulladdsos valaszok
szabalyozasa — képesek enyhiteni az életkorral 6sszefiiggd neurodegenerativ allapotokat
és javitani a CNS ellenallé képességét. Osszességében, a mikroglia kdzponti szerepe
mind a fejlédési, mind az 6regedési folyamatokban hangsulyozza fontossagukat, mint a
CNS ,,0rei”. A mikroglia interakciok és szabalyozé mechanizmusok jobb megértése
elésegiti olyan innovativ terapias stratégiak kidolgozasat, amelyek erdsitik a
neuroprotekciot, megdrzik a CNS integritasat, és valaszokat adnak a neurodegenerativ
betegségek egyre novekvo kihivasaira.
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