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Tisztelt Professzor Ur!

Nagyon készondm a dolgozatomra adott észrevételeit és nagyon pozitiv értékelését. Az alabbiakban
igyekeztem a felmeriilt kérdésekre valaszolni és egyben ravilagitani azokra a részletekre, amelyeket
jelenleg nem, vagy nem kell6 mélységben ismerink.

A szerzd bemutatja, honnan szdrmaznak egérben a mikroglia sejtek. Honnan szdrmaznak emberben a
mikrogliagk? Miért fordulnak eld eltéré szamban mikroglia sejtek a kiil6nbézé agyi teriileteken?
Kolonizdcios kérdés ez, vagy késébbi vdltozds? Megfigyelheté-e ennek kapcsdn az agyi teriiletek
kiilénbozd sériilékenysége/reaktivitdsa sériilésben?

Vélasz: A mikroglia sejtek eredetére vonatkozdlag egerekben a legmegbizhatébb adatok az un. ,,sors
térképezés” (fate mapping) kutatasokbdl szarmaznak. Ezek soran a mikroglia sejtek kialakulasahoz
szlikséges gének kifejez6dését6l fliggd riporter fehérjék segitségével nyomon kovethet6 az
egyedfejl6dés soran a sejtek vandorlasa, illetve kovethetSk a hidnyukkal jaré defektusok adott gének
delécidja esetén. Mivel az egér és a humdan mikroglia sejtek fejl6déséhez sziikséges gének kozott
nagymértékl atfedés van, immunhisztokémiai jelolés (példaul az lbal vagy a P2Y12R markerek
kimutatasa) illetve a modern egysejt szekvenaldsi modszerek segitségével vizsgdlhatdk a mikroglia
sejtek fejlédéstani tulajdonsagai és fenotipusa human agyszévetben is" . Egerekben a mikroglia
sejtek az extraembriondlis szikzacskd c-Myb"® erythromyeloid progenitoraibdl szarmaznak, amelyek
ott az embrionalis (E) 7.5 naptdl kimutathatok, majd a mikroglia sejtek elGalakjai az E9.5 naptdl
kolonizdljak a fejl6d6 kozponti idegrendszert. Fejl6désiikh6z szamos transzkripcids faktor és
szignalizaciés Gtvonal sziikséges, mint a c-Myb, Pu.l, vagy a CSF1 receptor (CSF1R)*>. Az emberi
szovetekkel végzett vizsgalatok szamos mikroglia marker alapjan valdszinGsitik, hogy a humdn
mikroglia el6alakjai az egér sejtekhez hasonldéan a primitiv hematopoiesis helyén, a szikzacskéban
keletkeznek, fliggetleniil az embriondlis majban, majd a csontvel6ben zajlé hematopoiesistél, és
onnan a 4. - 5. gesztacidos hétt6él kezdve, tobb hulldmban vandorolnak be a fejl6dé kodzponti
idegrendszer teriletére. Ismert, hogy a sejtek az idegrendszer fejl6désével parhuzamosan tobb
elkiilonithetd stadiumon mennek at, miel6tt elérik a felnétt agyban lathatd fenotipust” * *%. Human
embridk egysejt szekvenaldssal torténd vizsgalata a kozelmultban feltarta, hogy a kozponti
idegrendszert kolonizadlé mikroglia az egér modellekhez hasonléan zommel a szikzacskd eredet(
primitiv makrofag populdcidk elsd, korai hullamabdl eredeztethets®.

A mikroglia sejtek eltéré lokalizacidjat és mennyiségét a felndtt agyban szamos tényezd szabdlyozza,
ezek egy része jelenleg feltaratlan. Ismert, hogy a mikroglia sejtek esetén a mikrokérnyezet komoly
hatassal bir a sejtek molekularis (transzkriptom és proteom szintd) ,,ujjlenyomatara”, amely a felnétt
agyszovetben is jellemz6 az adott agyteriletre és az ott dominans idegsejtpopuldcidk neurokémiai
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fenotipusara is'®. Kutatasaink és egyéb vizsgalatok azt mutatjak, hogy a mikroglia sejtek mas sejtekkel
kialakitott kapcsolatai nagymértékben meghatarozzak a mikroglia morfolégiai tulajdonsagait és a
mikroglidlis kommunikdciéban fontos szerepet jatszd fehérjék (pl. P2Y12R) hatdssal vannak a
mikroglia szoveti lokalizacidjara és szamdnak valtozasaira is. Ezért feltételezhetS, hogy a mikroglia
regiondlis eloszlasat mind fejl6déstani hatasok, mind a folyamatosan valtozé mikrokdrnyezet is
szabdlyozza, amelyre rdéplilnek az életkorral és kilonb6z6 neuroldgiai allapotokkal jaré hatdsok is.
Erdekes médon, a mikroglia eloszldsa, mennyisége és transzkripciés fenotipusuk nem csupan nagy
valtozasokat mutatnak agyteriletenként, de ezek meglep6en konzervaltak az eml6sok 200 millié éves
evolucidja soran, amely jelenleg nem kell6en értett, konzervalt reguldciés mechanizmusok meglétére
utal’™ 2. Az elérhetd adatok szerint a mikroglia regionalis heterogenitasa vélhetéen kézremiikodik az
adott agyteriilek eltér6 sérilékenységében, és kiemelten fontos lehet adott neurokémiai fenotipust
mutatod idegsejtek érzékenységében is kiilonb6z6 neurotoxikus hatdsokra. J6 példa lehet erre, hogy
mikdzben a mikroglia hianya szamos agyteriileten fokozza a neuronalis hiperaktivitast kiilénb6z6 egér
modellekben, a mikroglia koriilbelil 50%-os szelektiv deplécidja dopaminerg neuronok IL-34
termelésének szelektiv gatlasaval (az IL-34 a mikroglia tuléléséhez sziikséges CSF1R ligandja a CSF1
mellett) elégséges hiperaktivitds és rohamok kialakuldasahoz D1 agonista, kainsav, vagy picrotoxin
beadas utan®'®. Elképzelhet6 tehat, hogy a dopaminerg idegsejtek fokozott érzékenysége
neurotoxikus folyamatokra a mikroglialis protektiv (vagy karos) hatasok valtozasaival is magyarazhaté
Parkinson-kér, illetve egyéb neuroldgiai betegségek esetén. Ezért is kiemelten fontos a mikroglia-
idegsejt kommunikacido mélyebb megértése mind fizioldgias, mind patolégids allapotok soran.

A rendszerszintli gyulladds kdros, dltaldnosan sulyosbité hatdsa idegrendszeri sériilésben (igy agyi
infarctusban) kiilénésen fontos, egyszersmind aggaszté megfigyelés. Mit tudunk a nosocomialis
infectiok hatdsardl infarctus utdn? Tortént-e erre irdnyulo kisérlet, klinikai megfigyelés, molekuldris
szint(i vizsgdlat/elemzés, hosszutavu kévetés (longitudinal study)?

Vélasz: A kérdés egy megoldatlan, de rendkivil fontos problémakdrt érint. Régota ismert, hogy az
iszkémias és vérzéses stroke, valamint mas akut agyi inzultusok, mint az traumds agysériilés vagy a
szubarachnoidealis vérzés nagymérték(i immunszuppressziét okoznak betegekben és kisérleti
allatmodellekben egyarant'’ ™. A jelenség hatterében feltételezhetGen komplex neuro-immun
mechanizmusok allnak, beleértve a vegetativ idegrendszer aktivdléddsa kovetkeztében kialakuld
adrenerg / noradrenerg hatdsokat, a HPA tengely aktivalédas miatti kortizol (rdgcsaldkban
kortikoszteron) felszabadulds celluladris hatdsait, valamint egyéb immunoldgiai tényezék szerepét,
mint a keringésben megjelend DNS hatdsat az inflammaszomak-medialta proinflammatorikus
interleukin-1 termelSdésére és az ezzel kapcsolt sejthaldlra (piroptdzis) immunsejtekben, illetve a B
limfocitdk diszfunkciéjanak eredményeképp lecsokkent IgM termelédés szisztémas hatdsait’®>. Az
akut stroke-ot elszenvedd betegekben ezért érakon-napokon belil kimutathaté a bél traktus és a
bdrfellilet mikrobidta megvaltozasa, valamint csokkent valaszreakcid kilonféle mikroorganizmusok
elleni gyulladdsos valasz kialakulasaban. Ez experimentalis modellekben is jol kdvethetd. Az akut agyi
sériiléseket kovetSen kialakuld nosocomidlis fert6zések - mint a korhazi kornyezetben szerzett
fert6zések egy specialis tipusa - nem csupdn rendkivil gyakoriak, kiilonosképpen a nagy kiterjedés(
storke-ot elszenvedd betegeknél, de primer elhaldlozasi oknak is tekintheték az akut inzultust tuléls,
intenziv terapiaval kezelt betegek esetén. Jelenleg tobb klinikai vizsgalat is van folyamatban amelyek
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az immunszuppressziv hatasok felfliggesztését célozzak, mikdzben a preventiv antibiotikum terapia
alkalmazasa nem hozott egyértelm javulast & % 2428,

Az akut agyi inzultusokat kovetd fert6zések mechanizmusainak megértését nagymértékben
bonyolitja, hogy a stroke kialakulasanak hatterében gyakran kimutathaté akut gyulladasos esemény,
vagy fert6zés kdzvetleniil az akut inzultust megel6z6en. Kisérletes modellekben a stoke-ot megel6z6
infekciok egyértelmlien rontjdk a kimenetelt, megnovelik az agyi lézid, a vér-agy-gat sérlilés
mértékét, és a neuroldgiai diszfunkciét, amelyek proinflammatorikus Utvonalak gdatldsaval részben
visszafordithatdk (ilyen példaul az interleukin 1 hatdsainak gatlasa)® *°. Sajnos a klinikumban
rendkivil nehéz megmondani, hogy az érintett betegek esetén fennallt-e infekciéd a stroke-ot
megel6z6en is, vagy a kialakult immunszuppressziv allapot okozta masodlagos fert6zésrél van szo,
amely esetben a legyengiilt szisztémas immunvalasz elGsegitette az opportunista patogének
terjedését. Klinikai vizsgdlatok ugyanakkor megmutattak, hogy az inzultust megel6z6 fert6zések is
novelik a stroke gyakorisagat és sulyossagat is, bar e hatdsok valés mértéke a fentiek miatt nehezen
vizsgalhaté®" *2. Osszességében elmondhatd, hogy a fertGzések fokozhatjak a stroke kialakuldsi
gyakorisagat és a neuroldgiai diszfunkcid mértékét, mikdzben a szerzett, nosocomialis fert6zések
komoly kockazati tényez6t jelentenek a betegek tulélését és gydgyulasat illetéen. A fert6zések és
akut agyi inzultusok Osszefliggéseinek pontos mechanizmusait a kozeljov6ben fel kell tarni, amely
varhatdan uj diagnosztikus és terapias lehetGségek forrasa lehet.

A CX3CR1 KO egér megteremti a lehetGséget, hogy a microglia dysfunctiot a szerz6 szelektiven
vizsgdlja. Legtébb esetben full KO dllatban alternativ kompenzatoros folyamatok Iépnek fel, melyek a
funkciot, ha csékkent szinten is, betélteni képesek. Nem zavarta a kisérletet itt ez a jelenség?

Vdlasz: Egyetértve a felvetéssel, a KO modellekben &ltaldban, igy a mikroglidlis m(ikodést célzo
transzgénikus allatokban is szamos kompenzacios folyamat zavarhatja a kapott kisérleti eredmények
értelmezését. Sajat vizsgdlataink példaul azt mutattak, hogy az interleukin-1 receptor teljes delécidja
nincs hatassal a kisérletes stroke okozta agyi sériilés mértékére, mikdzben a kondicionalis
(neurondlis) delécié neuroprotektiv, hasonléképpen a szisztémas IL-1ap KO fenotipus hatdsahoz>. A
CX3CR1 KO modell az els6, igazdn jol hasznalhaté mikroglidlis fenotipus vizsgalatot lehetévé tévé
egérmodell volt, és a kapott eredményeket azéta szdmos egyéb modellben is validaltak. llyen példaul
a CX3CR1 farmakolégiai gatlasa, a fractalkine (CX3CR1 ligand) delécidja, illetve kilonb6z6
kondicionalis KO modellek®?®. Elényt jelent, hogy a CX3CR1 a periférids monocitak egy populdcidja
mellett dominansan a szikzacské eredet(i, hosszu életli makrofag populaciékon fejezédik ki, mint a
mikroglia, a majban taldlhaté Kupffer sejtek egy része és a bélben taldlhaté makrofagok. Ezért a
CX3CR1 KO egerekben adott neuroldgiai kondiciok modellezése esetén jol lehet kovetkeztetni a
mikroglidlis hatasokra. A preciz megoldas ugyanakkor az indukalhaté, kondiciondlis KO modellektél
varhaté. Mikozben a kozponti idegrendszerben a mikroglia 100%-a CX3CR1 pozitiv, az un.
hatarzénakban talalhatd, ,border associated” makrofagok (meningedlis makrofdgok, perivaszkularis
makrofagok, és a choroid plexus makrofagok egy része) alacsonyabb szinten, de kifejezik ezt a
receptort” *” *¥. A kozelmultban elérhetévé valtak olyan, kutatocsoportunkban is hasznalt
kondicionalis egér modellek, ahol a Cre rekombinaz enzim két domainjének kifejez6dése a CX3CR1-
pozitiv sejtekben igényli mikroglia-specifikus (Salll) vagy hatarzéona makrofagok altal kifejezett
(Lyvel) promoterek mikodését is (un. split-cre egerek)®®. Ez a modell remélhetbleg képes lesz
pontosabb valaszt adni a mikroglia specifikus hatdsokra az alkalmazott experimentalis modellekben.
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A komplex genetikus modellekben ugyanakkor a rekombindcié hatékonysaga gyakran nem megfeleld.
Szamos olyan vizsgalatunk is van folyamatban, illetve kerlt publikdlasra, ahol a CX3CR1 tamoxifen-
indukalhaté Cre (Cre™™) modelleket®® ** hasznaltuk mikroglidlis gének kititésére. Itt a periférias,
CX3CR1-pozitiv sejtpopulaciék gyors turnovere miatt a tamoxifen indukcidt kévetéen 2-3 héttel a
periférids monocita és makrofag populacidk zéme mar (Ujra) vad tipusu, mikdzben a hosszu életd,
onfenntartd mikroglia kifejezi az adott transzgént, vagy deléciét. Kiemelten fontos feladat, hogy uj,
mikroglia specifikus kondicionalis KO modellek segitségével a jov6ben validalni lehessen a mikrogialis
hatdsoknak tulajdonitott eredményeket. Mivel minden genetikus- vagy farmakoldgias intervencio
hatdsa komplex és specificitdsuk az adott experimentdlis modellekben nagyon eltéré lehet,
tapasztalataink szerint megbizhaté kovetkeztetéseket csak tobbféle, komplementer médszer egyiittes
alkalmazdasatdl lehet remélni.

Bizonyitottdk-e a szerz6k az adott kisérletben, hogy a mikroglia-neuron kapcsolatban a Kv2.1 és Kv2.2
csatorna clusterek helyén az ADP ligand forrdsa a neuronalis ATP, vagy itt irodalmi adatokra
tamaszkodnak? Lehetséges-e mds ligand szerepe a folyamatban? Milyen klinikai beavatkozdsi
lehetdséget Iat a szerzé ezen a ponton?

Valasz: In vivo modellekben vagy agyszeletekben egyel6re nem megoldott az ATP (ADP) felszabadulas
pontos forrasanak azonositdsa a mikroglia-neuron szomatikus junkciok tertletén. Eredményeink
ugyanakkor megmutattdk, hogy a szomatikus eredet(i ATP neurondlis sejtkulturakban is kimutathat,
és igényli az L tipusu kalciumcsatornak, valamint a VNUT vezikularis nukleotid transzporter
mukodését, mikdzben nagyrészt fliggetlen a szinaptikus vezikuldk felszabadulasat szabalyozé
kalciumcsatorndk mkodésétsl™. Szamos olyan, jelenleg kozlés alatt allo kisérletet is végeztiink,
amelyek az ATP felszabadulds helyét, celluldris forrasait, valamint szubcellularis- és molekularis szintd
szabalyozdsat vizsgaltak. Ennek fontos részét képezik az Uj GRAB-ATP szenzorokkal® végzett
vizsgdlatok, amelyekkel az ATP nanomolos mennyiségének szelektiv, extracellularis kimutatasa
lehetséges. Ezek a kisérletek megerésitették, hogy glutamat, vagy 5-30mM kalium klorid hatdsara a
neuronalis sejttest teriiletén indukalhaté az ATP felszabadulds, és ezt a mikroglia nyulvanyok
érzékelni is képesek. Nagymértékben noéveli ugyanakkor az ATP felszabadulas szabdlyozasanak
komplexitdsat az az Uj megfigyelés, hogy az asztrocita sejtek az egészséges agyban is 1-100
nanomolos ATP ,hulldmokat” generdlnak az extracellularis térben, amelyek adataink és mas
kutatdcsoportok vizsgalatai szerint komoly hatdssal birnak mind a neuronalis, mind a mikroglialis
folyamatokra. A kilonb6z8 sejtekbdl felszabaduld extracelluldris ATP gyorsan bomlik ADP-vé és
tovabbi purin metabolitokkd (AMP, adenozin), és ebben az NTPDase enzimeknek kiemelt szerepe
van. Ezért jelenleg szdmos farmakoldgiai vizsgdlatot végziink a neurondlis ATP felszabadulas vagy
degraddacié molekularis mechanizmusainak azonositdsa érdekében, kiilonos tekintettel arra, milyen
hatassal bir ez a mikroglia sejtek m(kodésére. E vizsgalatok sordn in vivo egérmodelleket, akut
agyszeleteket, organotipikus szeleteket és neuronalis sejtkulturdkat is hasznalunk. Folyamatban van
szelektiv, neuronalis VNUT gatlast megvaldsité konstruktok tesztelése is, amelyek segitségével
varhatdan sikeriil majd a neurondlis eredetl ATP szerepét is jobban megérteni a mikroglia-neuron
interakciok soran.
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A szerzé munkdiban kitér a mikroglia virusfert6zésben betéltétt szerepére, valamint arra, hogy a
COVID-19 fertézéssel kapcsolatban is tett vizsgdlatokat. Amennyiben megoszthatd, milyen
eredményeket/perspektivdt tud bemutatni ebben az irdnyban?

Valasz: A COVID-19 vilagjarvany kezdeti stddiumdban mar nyilvanvald volt, hogy a fert6zés szdmos
neuroldgiai tlnettel jar és ezek hatterében gyulladdsos mechanizmusok szerepe valdszin(sithetd.
Feltételeztik azt is, hogy a mikroglia, mint rendkivil érzékeny celluldris szenzor és mint rezidens
immunsejt kdzponti szerepet jatszhat a COVID-19-el Osszefliggé gyulladasos és neuropatholdgiai
folyamatokban. Ennek tanulmdnyozdsdra kidolgoztunk olyan mintavételi eljarast, amely lehetévé
teszi fagyasztott és fixdlt post mortem tikorblokkok gy(jtését szamos agyteriletrél és periférias
szervekbdl is. Ez lehet&séget ad molekularis anatdmiai, fehérje- és mRNS-szint( adatok integralasara,
és arra is, hogy a centrdlis és periférids gyulladdsos folyamatok Osszefliggéseit megvizsgalhassuk.
Megfigyeltiik, hogy COVID-19 kdvetkeztében elhunyt betegekben a mikroglia nagymértékd fenotipus
valtozasokat mutat szamos agyterileten, legnagyobb mértékben a medulla és a hipothalamusz
vegetativ nucleusainak teriletén. Ennek egyik kdzponti eleme a mikroglidlis P2Y12 receptor fokalis
downregulacidja. Feltartuk, hogy a betegenként és agyteriiletenként ugyancsak rendkivil heterogén
mikrogidlis patholdgia a gyulladt, virus-antigén pozitiv erek mentén alakul ki leggyakrabban,
mikdzben a mikroglia fagocitotikus aktivitast, és gyakran virusantigén-pozitivitdst is mutat.
Nagyfelbontdasi mikroszkdpia, egysejt RNS szekvenalds és gyulladdsos, valamint metabolikus
markerek vizsgalata feltarta, hogy a mikroglidlis diszfuncié egyiitt jar mind centralis, mind centralis
proinflammatorikus reakciéval, amely IL-6 és IL-1 termel6dését, az IL-1 termel&désében
kulcsszerepet jatszo un. Nod-like receptorok expresszidjat és vaszkuldris gyulladast von maga utén.
Ezeken a sulyosan érintett terlileteken a mikroglia, asztroglia és endothel sejtek metabolikus zavart
mutatnak és a mikroglia-ér valamint mikroglia-asztrocita interakcidkban szerepet jatszé molekularis
kaszkadok is nagymértékben érintettek. Ezen felll, megfigyeltik a glutamaterg szinapszisok
degenerdcidjat, valamint szinapszisok és mielin mikroglialis fagocitézisat a mikroglia diszfunkciét és
vaszkularis gyulladdst mutatéd agyterileteken. Kutatasaink tehat az jelzik, hogy a SARS-CoV-2-
indukdlta centrdlis és szisztémas gyulladas els6sorban gliovaszkularis elégtelenséghez vezet az
agyban, amely kozos eleme lehet a kilonféle COVID-19-el egyitt jaré neuropatholdgiai
elvdltozasoknak mind a betegség akut szakaszdban, mind a gyakori poszt-COVID tlinetek
kialakulasaban. Vizsgalataink funkciondlis jelent6ségét az adja, hogy korabbi kutatasaink kimutattak a
P2Y12R kulcsszerepét az agyi virusfertGzések elleni védelemben, az idegsejtek patholdgias
aktivitdsanak gdtldsdban és az agyi keringés mikroglia-medidlta szabdalyozdsaban. Tamogatja
megfigyeléseinket, hogy a rendkiviil heterogén neuroldgiai tiinetek mellett a rohamok és a keringési
zavarok is rendkiviil gyakoriak COVID-19 betegekben®™ ™ ** 3! Human TSPO-PET vizsgalatokbdl
ismert az is, hogy a mikroglidlis fenotipus valtozasok fert6zés, gyulladas, cerebralis iszkémia vagy mas
akut inzultust kévetSen hénapokig, évekig is fenndllnak adott neuroldgiai kdrképek esetén. Erdekes
madon, a kdozelmultban végzett TSPO-PET vizsgdlatok eredményei szerint a COVID-19 betegekben az
akut szimptomatikus fazist kovet6en is sokaig kimutathatd az agyi gyulladas és ez jél korreldl a
depressziv szimptémak és kognitiv zavarok kialakulasaval®®. Eredményeink jelenleg kézlés alatt allnak,
a cikk prepint verzidjat nyilvanos szerveren elérhetévé tettlik (doi:
https://doi.org/10.1101/2023.06.23.546214).
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