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Tisztelt Professzor Ur!

Nagyon kdszénom, hogy id6t szant doktori értekezésem elolvasasara és gondos értékelésére. Kilon
kosz6ndm az épité kritikai megjegyzéseket és a feltett nagyszamu, relevdns kérdést. A formai
szempontokat érint6 mindkét kritikai megjegyzéssel egyetértek. Valdban szerencsés lett volna par
Osszefoglalé abrat, tablazatot tenni az eredmények fejezetbe, amelyek segitették volna a leirtak
konnyebb megértését. Bennem is tobbszor felmerilt ennek igénye a dolgozat irdsa kozben, de
visszatartott az, hogy igy Onkényesen szemezgetnem kellett volna olyan komplex vizsgdlatok
eredményeibél, amelyek az eredeti kbzleményekben szereplé f6abrak mellett esetenként tobb tiz
oldalnyi tdmogatd melléklettel lettek kdzolve. A dolgozat mellékletében szerepl6 cikkek anyagdt, mint
PDF csatolmanyt igy is rendkivil hosszinak taldltam, ezért is éreztem ugy, hogy taldn jobb, ha nem
emelek ezek kozil vissza dbrakat az eredmények fejezetbe. Azzal is egyetértek, hogy érdemes lett
volna a konkluziék végén pontokba szerve a f6bb eredményeket felsorolni. Lehet, hogy itt tulzottan
dvatos voltam, mivel Ggy éreztem, felnagyitom a sajat eredményeim sulyat, ha ezek Ujdonsaganak
tényét onhatalmulag megallapitom. Ezért is kulon halds vagyok a részletes birdlatért, amelyben
Professzor Ur a kutatasi eredményeink jelent8ségét nemzetkdzi dsszehasonlitdsban is megvizsgélta.
Az aldbbiakban megprébalok |ényegre tor6 valaszokat adni a felmerilt kérdésekre, megjegyzésekre.

1. Bevezetés, 9. oldal: A CSFIR KO egér és patkdany modell ismertetésénél kitér arra, hogy a
manipuldcio a széveti makrofdgokat is érinti, és a felnGttkori tulélés korldtozott. Van-e adat
kondiciondlt és indukdlt KO modellel kapcsolatban (floxed, Cre modell), ahol a CSF1R csak a mikroglia
populdciot érinti indukdlt mdédon, azaz a tulélést a felnéttkorban nem befolydsolja.

2. Bevezetés, 10. oldal: Ismerteti a FIRE-deficiens (csfr1 locus superenhancer) modellt, ahol a
neuronalis, asztrocita és oligodendrocita transcriptome nem vdltozik. Mi okozza ezt a kiilbnbséget a
két modell kbzott?

e ses

mikroglia proliferdaciot (10. oldal). Van-e adat arra, hogy milyen e mikroglia populdcié fenotipusa
korasziilottek fejlédési deficitjében, illetve van-e adat CSF1R tulexpresszio hatdsra mikrogligban.

Vélasz: A Birdlénak sikerilt kivaldo érzékkel a tématerilet egyik legkomplexebb problém3jara
ravilagitani. Mivel funkciondlisan és mddszertanilag is 0sszetartozd kérdésekrél van szd, szeretnék az
els6 harom kérdésre egylittes valaszt adni — ezt indokoljdk a relevans irodalom ellentmondasos
eredményei is. Fontos megemliteni, hogy mikdzben az egér és a human glia populaciék nagyfoku
hasonldsdgot mutatnak, a sejtek nyulvanyrendszere és intercelluldris kapcsolataik komplexitdsa az
evolucids skalan folyamatosan novekedett, amely a primatakban ugrasszerl valtozdsokat
eredményezett (1). Ezért, mikdzben az egér és human CSF1R mikroglia sejtek és makrofagok
élettanaban betoltott szerepe hasonld, a ragesdldé modellek vélhet6en aldbecsilik a mikroglidlis
hatasok jelent6ségét a kiilonb6z6 neuroldgiai kérképekben. A CSF1R fejlédésneurolégiai szerepe
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vitathatatlan: mind emberben, mind ragcsaldokban, a sulyos, homozigéta CSF1R mutaciok
kovetkeztében a mikroglia hidnya és szdmos periférids makrofag populdcié érintettsége is
tapasztalhatd az egyedfejlédés korai stadiumatél. Csecsemé-, gyermek- vagy fiatal feln6tt korban ezek
a mutacidk letalisak lehetnek, és csontfejlédési rendellenességek mellett szamos strukturalis agyi
elvaltozdssal jarnak, mint az agyi 6déma, a neuronadlis progenitorok vagy a corpus callosum felj6dési
zavara, amely tlinetek gyermekkori epilepszidval, gyulladasos valtozasokkal is tarsulhatnak (Pediatric-
Onset Leukoencephalopathy) (2). Emellett, a heterozigdta, patogén CSF1R mutaciok tipikusan az un.
,CSF1R-related adult-onset leukoencephalopathy with axonal spheroids and pigmented glia (ALSP)”
korképet okozzdk, amelyben a tulélés atlagosan 8 év, (2-30) és motoros zavarok, mentadlis problémak,
epilepszids rohamok, valamint a memoria felgyorsult romlasa jelentik a leggyakoribb tlineteket (3, 4).
Fontos kiemelni, hogy e mutdcidk esetén megjelend fehérallomanyi lézidk, atrdfia, kalcifikacid és mas
tinetek mellett nagyszdmu monocita és makrofag is taldlhaté perivaszkularisan az agy szamos
tertiletén. Mikozben jelenleg nem tisztazott, hogy a humdn CSF1IR mutdciék esetén mi lehet a
mikroglia és a periférids makrofagok fajlagos szerepe a sllyos idegrendszeri tilinetegylittes
kialakulasaban, az egér modellek tanulsagaibdl jol ismert, hogy a megzavart mikroglidlis niche-t a
periférids mieloid sejtek kilonb6z6 populacidi kolonizdlni képesek, és részben mikroglidlis funkcidk
atvétele is tapasztalhatdé — ennek mértéke és fejl6déstani vonatkozdsai emberben jelenleg
tisztazatlanok.

Transzldciés szempontbdl tovabbi nehézséget okoz, hogy az egér CSF1IR modellek tanulsagainak
értelmezését szamos ellentmondas és a modellek nem kizardlagos sejtspecificitasa is terheli. A CSF1R
KO egér és patkany modellek mellett, amelyekben a mikroglia és szamos periférids makrofag
populdcié hianya sulyos fejl6édéstani rendellenességekkel is tarsul, elérhetévé véltak kondiciondlis KO
modellek és a CSF1R rendszer elemeit vagy jelatviteli utvonalait érint6 mutacidk is. Ilyen a FIRE-
deficiens (fms-intronic regulatory element, a highly conserved super-enhancer in the Csflr locus)
Csf1rAFIRE/AFIRE egér is, amely leirdi szerint normalis fenotipust és neuronalis, asztrocita- illetve
oligodendrocita fenopitust mutat (5). Személyes, a témaban szdmos vezet§ kollégaval folytatott
megbeszéléseim szerint ugyanakkor ezt a modellt is kell6 dvatossaggal kell kezelni. Bar a mikroglia
sejtek valéban hidnyoznak a kdzponti idegrendszerbél, a vonal C57BL/6 hattéren nem, csak kevert
hattéren tarthaté fenn életképes formaban és az agykérgi neuronalis fejlédés is komoly valtozasokat
mutat (nem publikdlt, személyes kommunikacidk, ezért a forrds megjeldlésétél tartdzkodnék).
Véleményem szerint az a modell dnmagban nem képes a mikroglia fejl6déstani szerepének
tisztazatlan voltat orvosolni. Sajat adataink és egyéb vizsgalatok ugyanakkor azt is mutatjdk, hogy
szamos mas ,.core” mikroglidlis Utvonal zavara — ilyen pl. a P2Y12 receptor, amely a kdzponti
idegrendszerben mikroglia specifikus — komoly fejlédésneurolégiai kovetkezményekkel jar, kiemelten
az agykéregben, a hatékony kompenzacids mechanizmusok ellenére (6, 7).

A CSF1R funkcid vizsgdlata azért is kiemelten fontos, mert a mikroglia felnéttkori szerepe mind az
egészséges agyban, mind az idegrendszeri betegségekben nagymértékben kontextus- és betegség
fliggd. Ahogy a dolgozatban is targyaltam, a fiatal feln6tt korban kivaltott mikroglia deplécio
6nmagaban nem okoz agyi patholdgiat és ez az allapot egérben tobb héten at fenntarthatd — ez
utalhat az agyi glidlis haldzat rendkiviil fejlett kompenzatorikus szerepére is. Ugyanakkor vaszkularis
elvaltozasok mar lathatdk a depléciot kovet6 3-4 héten belil és szamos asztrocita marker (pl. GFAP)
expresszidja is megvaltozik. Ezzel parhuzamosan a CSF1R farmakoldgiai gatldasa csak részleges
mikroglia depléciét okoz a feln6tt idegrendszerben és nem jar patholdgids valtozdsokkal (8, 9).
Amennyiben viszont akut agyi sériilés vagy fert6zés kovetkezik be, a mikroglidlis funkcié hianyaban a
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neuroldgiai kimenetel sokkal sulyosabba valik, amely arra utal, hogy e sejtek kiemelten fontosak
lehetnek az agyszovet ellendlloképességének fenntartasaban patholégias kortlmények kozott.
Megfigyeléseink szerint, a mikroglia deplécidja vagy a P2Y12 receptor centrdlis gatlasa experimentilis
stroke és mas akut inzultusok esetén nagymértékben noveli a neuronalis excitabilitast, fokozza a
patholdgias hdldzati aktivitdst és a sejthalalt, valamint gatolja a cerebrdlis hipoperfuziéhoz torténd
adaptaciot (10-14). E folyamatokban a CSF1R szerepét csak részlegesen vizsgaltak. Létezik CSF1R flox
egérvonal, amely segitségével kondicionalis delécié valdsithatd meg mikroglidban (és az agyi
makrofagok egy részében) a kutatdcsoportunk altal is rutinszerlien hasznalt tamoxifen-indukalhaté
CX3CR1“*"™ vonalakkal valo keresztezést kovetSen (8). Erdekes mdédon, megerdsitve a mikroglia
deplécidval és P2Y12 receptor gatldssal kapott eredményeinket a mikroglia szerepére vonatkozdlag a
centrdlis neutrotrép virus fert6zés gatldsaban, a kozelmultban kondicionalis mikroglidlis CSF1R delécio
hatadsara ugyancsak fokozott virdlis replikdciét és mortalitast figyeltek meg egy egér HSV-1 enkefalitisz
modellben (15).

A mikoglia-specifikus génkitités terén komoly reményekkel kecsegtet egy Uj, kutatécsoportunk altal is
hasznalt egérvonal, amely a Cre rekombinaz két domainjének kifejez6dését két promoter (CX3CR1 és
Salll) mdkodéséhez koti, igy floxolt egerekkel keresztezve megvaldsithaté mikroglia-szelektiv
rekombinacié (16). Tudomasom szerint ezzel az egérvonallal még nem végeztek CSF1R deléciot.
Sajnos a kiilonb6z6 Cre driver vonalak esetén a rekombinacids hatékonysag ugyancsak eltéré lehet in
vivo, amely a kisérleti eredmények értelmezését is megneheziti. A centralis CSF1R szerepének
megértését tovabb bonyolitja, hogy a CSF1 mellett a CSF1R-medidlta hatasok terén a receptor egy
masik agyi ligandja, az IL-34 szerepe is kiemelten fontos lehet, rdadasul adott agyteriileteken
kilonb6z6 mértékben. Példdul, az IL-34 neurondlis termelésének szelektiv gatlasa a striatumban kozel
50%-0s mikroglia depléciét okoz, és bar ez 6nmagaban nem jar kdros fenotipussal, nagymértékben
megnoveli a neuronhaldzat excitablilitdsat és fokozza a rohamok kialakulasat experimentalis
epilepszia modellekben (17).

Tudomasom szerint jelenleg még nem ismert olyan, egysejt szekvenalds vizsgalatok eredménye,
amely korasziilottekben azonositotta volna a CSF1R mutdcidkkal tarsuld mikroglidlis fenotipus
valtozdsok sejtszintl hatdsait. Ismert ugyanakkor, hogy a sérilt agyszovetekben vagy
neurodegeneracios koérképekben a mikroglidlis transzkriptom részben atfedé , Damage-associated
microglia” (DAM) fenotipust mutat egér és human agyszovetek esetén, bar kilonbségek is akadnak
szép szammal (18, 19). A CSF1R tulexpresszié egerekben viszont igazolhatéan mikroglidlis proliferaciot
és a mikroglia szdamok novekedését okozza, amely dnmagaban nem jart kdros neuropatholdgiai
kovetkezményekkel (20). A fenti példdk alapjan véleményem szerint a legfontosabb elvégzendd
feladatok egyike a mikroglia fenotipus valtozdsaiban szerepet jatszé kulcsfontossagl utvonalak
azonositasa, és ezek szerepének megértése lesz a kiilonb6z6 neuroldgiai kdrképek esetén. Ennek egy
fontos eleme a CSF1R-medalta hatasok fejl6déstani- és feln6ttkori szerepének tisztazasa.

4. A disszertdcido egyik fontos témdja a szisztémds sériilés hatdsa a mikroglidra, amelyet a
bevezetésben is ismertet (12. oldal). Vizsgdltdk-e, hogy a kiilonb6zé szisztémds hatdsok (infekcid,
trauma, metabolikus zavar, gyulladds) azonos vagy kiilénb6z6 mikroglia fenotipust eredményeznek
(pl. transcriptome, proteome, metabolome, epigenetika)? Az LPS modellt specifikusan emliti — de
eltéré hatdsa lehet-e olyan szisztémds vdltozasoknak, amelyek a véragygdt miikédését nem
befolydsoljak?
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Valasz: Ismert, hogy a mikroglia rendkivil érzékeny mikrokérnyezetének megvaltozasara, beleértve a
sérilések, fert6zések hatdsait, az ionegyensuly, pH, oxigén koncentracié valtozasait, valamint
metabolitok, purinok, neurotranszmitterek, citokinek, alarminok, intracellularis fehérjék,
plazmafehérjék és sériilés- vagy patogén asszocialt molekuldk jelenlétét. Ezzel parhuzamosan, szdmos
megfigyelés mutatja, hogy az agyi mikrokdrnyezet megvaltozasanak hatasara kialakuld mikroglialis
fenotipus valtozdsok nagy atfedést mutatnak kiilonb6z6 akut stimulusok esetén és az ezt kiséré korai,
cellularis valtozasok (pl. intracellularis kalcium szint novekedése, proinflammatorikus kaszkadok
aktivalédésa, protedzok, reaktiv oxigéngyokok termelése), vagy az ezzel tarsuld populacids szintd
valtozasok (mikroglidlis proliferacid, megnovekedett fagocitotikus aktivitas, stb) tébbféle gyulladdsos
stimulus hatésara is kialakulhatnak mind centrdlis, mind szisztémads eredetl inzultus esetén. Ismert,
hogy intraperitonealis LPS (rutinszer(ien hasznalt gyulladdsos stimulus, Gram-negativ baktériumok
sejtfal komponense) hatasdra élethosszon at tartd epigenetikai és transzkriptomikai valtozasok
tapasztalhatok a mikroglia sejtekben (21). Mikézben az LPS hatasanak kozvetitésében a Toll-like
receptor 4 (TLR4) jatszik kulcsszerepet, az LPS hatassal részben atfedé valtozasokat okoz a mikroglialis
transzkriptomban a Poly(l:C) (szintetikus, dupla szald RNS), amelyet a sejtek TLR3-on keresztil
érzékelnek tobb mas receptor mellett (22). A részben atfed6 transzkriptomikai valtozasoknak
kiilonboz6 szisztémds gyulladdsos stimulusok esetén az is lehet az oka, hogy a keringésben
indukalédoé proinflammatorikus kaszkddok és medidtorok kozott is komoly atfedés tapasztalhatd.
Mindemellett, rendkiviil nehéz a szisztémas inzultusok mikroglidra gyakorolt hatasait elvalasztani az
ezekkel jard stressz hatdsaitdl (vegetativ idegrendszer, HPA tengely aktivalddasa, akut fazis vdlasz
kialakuldsa, stb), amelyek ugyancsak hosszUtavu hatassal lehetnek a mikroglidlis fenotipus és
transzkripom valtozasaira (23, 24). Annyi bizonyos, hogy mind a korai életszakaszban, mind felnétt
allatokban nagymértékd transzkriptom- és proteom-szintli, gyakran proinflammatorikus kaszkddok
aktivalédddsat mutatd valtozasok tapasztalhatdk periférids fert6zések hatasara is, és e valtozasok is
részben atfednek a kiilonboz6 stimulusok esetén. Nem konny( ugyanakkor a szisztémas gyulladasos
stimulusok, vagy infekcidk esetén a centralis érintettség mértékét megitélni, ezért a mikrogliara
gyakorolt hatasok értelmezésének tekintetében is komoly dvatossagra van sziikség. Szdmos esetben a
mikroglia betegség- vagy sériilés-asszocialt transzkriptomikai, proteomikai valtozasai a kil6nb6z6,
(elsédlegesen centrdlis eredetl) neuroldgiai kondicidk esetén is nagymértéki atfedéseket mutatnak.
Kilonosen nagy nehézséget okoz, hogy krénikus kondicidk esetén a mikroglialis fenotipus valtozasok
rendkivil heterogének még a ragcsalé modellekben is, amely tovabb arnyalja a pontosabb, adott
inzultusra jellemz8 mikroglidlis fenotipus azonositasat, nem beszélve a human mikrogliarél és a
szerteagazdé komorbiditasok hatdsairdl az egyes agyi régidok mikroglia populdcidira (19, 25-28). Sajnos
atfogd, célirdnyos 6sszehasonlitd vizsgalat jelenleg még ragcsald modellekben sem ismert, amit az
eredmények értelmezésekor figyelembe kell venni.

5. A TGFB szerepét viszonylag részletesen taglalja, és emliti a Tgfbr2 delécié hatdsat az agyi
homeostasisra és a mikroglia primingra (13. oldal). Sclerosis multiplex agyi léziokban a tgfb és a
Tgfbr2 expresszio a remyelinizciéval asszocidlodik, és elsGsorban asztrocitdra jellemzd, igy a mikroglia
indirekt modon is érintett lehet. Tud-e kondiciondlt, mikroglia-specifikus Tgfbr2 modellrél, illetve
asztrocita-mikroglia interakciokrol e vonatkozdsban?

Vidlasz: Az elérhet6 kutatasi adatok szerint a TGFP az egyik kulcsfontossdgl immunmodulator, amely a
mikroglia sejtek aktivitasat, tulélését és gyulladasos folyamatait szabdlyozza. A TGFB1 és TGFB2
ligandok rendkiviil komplex, tobb receptor (TGFBR1-3) egylttes hatasat, eltéré affinitasat és

4



Dr. Adam Denes

Laboratory of Neuroimmunology
Institute of Experimental Medicine
1083 Budapest, Szigony u. 43 Hungary

kiilonboz6 celluldris expresszidjat magaba foglald jelatviteli dtvonalakon fejtik ki hatasaikat, mikdzben
a kondicionalis KO egérmodellek esetén az irodalmi adatok hidnyosak és sok kozottik az
ellentmondas. TGFB1-deficiens egerekben nem taldlhatok mikroglia sejtek, és a Tgfbr2 mikroglidlis
delécidja nagymérték(i morfoldgiai és transzkriptomikai vdltozdsokat okoz a mikroglia sejtekben,
eltolva sejtek fenotipusat egy proinflammatorikusabb allapot iranyaba (29, 30). Bar ismert, hogy a
mikroglia sejtek komoly szereppel birnak a reaktiv asztrocita fenotipus szabdlyozasaban (31), az
asztrocita-mikroglia interakciok szerepét céliranyosan mikroglidlis Tgfbr2 egerekben tudomasom
szerint nem vizsgaltak. Szamos elérhetd adat mutatja ugyanakkor a retina Miller-sejtjeinek (GFAP-
apoptozist, csokkent retindlis neovaszkularizaciét okoz és noveli a retina sériilékenységét (32).
Feltételezhet6, hogy a mikroglidlis Tgfbr2 hidnya kovetkeztében kialakulé ,neurodegenerativ”
mikroglia fenotipus karos hatdsait részben a megvaltozott mikroglia-asztroglia interakciok révén fejti
ki. Ugyanakkor a centrdlis leukocita infiltracidval egyltt jaré neuroldgiai betegségek esetén - mint a
Sclerosis multiplex, vagy elfogadott egér modellje az experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE) — a mikroglia mellett infiltrdlédé monocitak és dendritikus sejtek is kifejezhetik a Tgfbr2-t (33).
Ezért ezekben a vizsgalatokban az alkalmazott Cre rekombinazt kifejez6 egérvonal esetén a mikroglia-
specifikus delécié meglétét kell6 kritikai érzékkel sziikséges értelmezni.

6. Kimutatja, hogy emberbdél generdlt iPSC-mikroglia transzplantdcidja integrdlddik az egér kiméra
agyba, és megtartja az identitdsdt (19. oldal). Megvadltoztatja-e a transzplantdlt humdn mikroglia az
egér neuronok aktivitdsat és funkciojat, és torténik-e interakcié purinerg junkciéban a humdn
mikroglia és az egér neuron kézott?

Vélasz: A kutatdcsoportunk altal leirt purinerg junkcidkat tudomdsunk szerint human mikroglia
xenograftok esetén egér agyban még nem vizsgaltdk. Elérhet6k ugyanakkor olyan adatok, amelyek
szerint a human iPSC-mikroglia az egér agyban képes a neuronalis sérilés érzékelésére és hatassal bir
a neuronalis aktivitas valtozasaira. Példaul, az iPSC eredetili mikroglia érzékeli a cuprizone-indukalta
demielinizaciot, megvaltoztatva transzkriptomikai allapotat, amely ugyanakkor eredetére is jellemzd
marad (34). Hasonloképpen képes a human iPSC eredetld mikroglia az egér agyban szisztémas
gyulladasos stimulusra is valaszolni (35). Ismert sejtkulturdkban az iPSC eredet(i mikroglia és
neuronok interakcidja is (36), ezért remélhet6leg a kozeljov6ben elérheté valnak in vivo iPSC
mikroglia-neuron interakcids vizsgdlatok eredményei.

7. Emliti, hogy egyetlen, akut szisztémds gyulladdsos stimulus megvdltoztatja a mikroglia epigenetikai
programjdat (20. oldal). Vizsgdltdk-e szisztémds stimulus hatdsdt egyes sejt szinten: azaz generdl-e a
szisztémds stimulus specifikus, erre jellemz6 mikroglia alcsoportot vagy alcsoportokat (cluster)
specidlis transcriptome mintdzattal, azaz fenotipussal?

Vélasz: Ismert, hogy a mikroglia sejtek az egészséges agyszovetben is nagymértékil regionalis
heterogenitdst mutatnak, amely lehet6vé teszi elkiilonithetd mikroglialis klaszterek azonositasat. Ezek
a kalénbségek részben magyarazhatok az eltéré neurokémiai kdrnyezettel, és az egyes agyteriiletek
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Oregedéssel kapcsolatos valtozasaival is Osszefliggést mutatnak (37). A szisztémds LPS kezelés
hatasara kialakulé jellegzetes mikroglidlis ,molekuldris ujjlenyomat” mellett a mikroglidlis
transzkriptom valtozasai nagy heterogenitds mutatnak az egyes mikroglia sejtek esetén. Erdekes
maddon, intraperitonedlis LPS kezelés utdn az agybdl izoldlt mikroglia sejtek transzkripcids
heterogenitdsa is megné a homeosztatikus allapotban tapasztalhaté mikroglidlis heterogenitdshoz
képest (38). Ezek a valtozasok jellemz6en a homeosztatikus mikroglidlis gének (P2Y12R, Tmem119,
Siglech, stb), expresszidjanak csokkenését és a ,klasszikus” proinflammatorikus kaszkadok kiilonb6z6
mértékd aktivaciojat mutatjdk az egyes mikroglidlis klaszterek esetén. Valdszin(sithets, hogy a
mikroglia alcsoportok kozotti kiilonbség az egyes mikroglia populacidk eltér6 érzékenységébdl adddik
szisztémas gyulladdsos stimulusok hatdsara. Erdekes modon, azonosithaték az LPS indukalta
valtozasokhoz képest eltér6 mikroglidlis ujjlenyomatok gyulladdsos neuroldgiai betegség modellek
esetén is, példaul a SOD1°%** amiotroéfias lateralszklerdzis (ALS) egér modellben, ahol szintén tébb,
ALS-re jellemz6 mikroglidlis klaszter kilonithetd el (28, 39). Véleményem szerint a
szovethomogenizatumokbdl izoldlt mikroglia ,omics” vizsgalatai esetén Odvatossagra int, hogy a
kutatasaink altal kiemelten fontosnak latszd térbeli informacié (adott mikroglia sejtek pontos
lokalizacidja, erekhez, neuronokhoz valé térbeli viszonya, nyulvanyaik kapcsolatrendszere, stb)
elveszik. Ezért fontos lenne a kodzelmultban nagy fejl6désen atment térbeli transzkriptomikai,
proteomikai moddszerek felhasznaldsaval atfogd vizsgdlatokat végezni a mikroglidlis heterogenitds
megértésére az adott agyi régidk anatdmiai, neurokémiai viszonyai és az egyes mikroglia sejtek
cellularis mikrokérnyezetének figyelembevételével.

e sez

a primer sériilés és a peri-infarktus szévetben is (25. oldal). Eltéré-e a szimultdn mikroglia fenotipus e
két helyen (primer sériilés vs peri-infarktus szévet)?

Vélasz: A primer sériilés teriiletén, ahol az agyi vérkeringés zavara a legsulyosabb a nagymértéku
idegsejtpusztulas és vér-agy-gat sérilés egyitt jar a mikroglia sejtek gyors fenotipus valtozasaval,
amelyet a sejtek egy részének pusztuldsa is kisér. A nagymérték(i ATP felszabadulds és sejttérmelék
miatt a mikroglia az infarktus terlletén el6szor gyors proinflammatorikus transzformacién megy
keresztiil, majd intenziv fagocitotikus aktivitdst mutat és a sejtek z6me 24-48 dran belll améboid
format vesz fel, mikdzben nyulvanyaik lerovidiilnek és térfogatuk is megnd. A sejtek gyors fenotipus
proliferacios aktivitdsdval is, valamint szdmos aktivitds marker, adhéziés molekula, proteaz, és
proinflammatorikus medidtor kaszkadszer(i expresszidjdval. Ezzel szemben, az infarktus
hatarzonajaban a hipoxids allapotot és metabolikus zavart egyébként alternativ metabolikus
utvonalakkal jol kompenzald mikroglia sejtek csak részleges morfoldgiai transzformaciét mutatnak,
migraciojuk korlatozott és in vivo két-foton mikroszkdpias vizsgalataink szerint nyulvanyaikkal
korilolelik a sérilt, magas intracelluldris kalcium szintet mutatd idegsejteket és a vaszkularis
strukturakat is. Erdekes médon, a mikroglialis interleukin-1 termel6dése is fokozottan az evolvalédé
infarktus hatarzénajaban figyelheté meg (40, 41). A stroke akut fazisat kovet6en a proliferacio platozik
(72 6ra és 1 hét kozott) mind az infarktus core, mind a hatdrzéna teriiletén, amelyet a sejtek tébb
stddiumban megvaldsuld transzkriptomikai és proteomikai transzformacioja kisér egy pro-regenerativ
fenotipus irdnyaba, mikézben egy vastagodd proliferativ asztrocita réteg (scar) nagyszamu
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mikroglidval egyitt kdrbefogja és fokozatosan izoldlja az infarktus teriletét. Egysejt transzkriptomikai
vizsgalatok eredményei azt mutatjdk, hogy cerebralis iszkémiat kovetéen az agykéregben tobb
mikroglidlis fenotipus is elkiilonithetd az infarktushoz viszonyitott lokalizaciéjuk figgvényében és a
kiilonboz6, infarktus utdni stadiumokban (42, 43). Fontos ugyanakkor megemliteni, hogy jelenleg
hidnyoznak azok az atfogd transzkriptomikai és proteomikai vizsgalatok, amelyek az iszkémids
karosodas altal kilénb6z6 mértékben érintett zonakban dsszevetik a mikroglialis fenotipus valtozasait
a pontos anatdémiai lokalizacidéval és funkcionalis adatokkal a stroke-ot kovet6 akut, késéi és
regeneraciods fazisokban.

9. Milyen mechanizmus okozza a mikroglia észlelt pusztuldsdt a stroke akut fdzisaban (25. oldal)?

Vélasz: Stroke sordn az elérhetd adatok szerint a sejthalal tobb tipusanak keverékét latjuk mikroglia
esetén is. Bar altaldnosan a mikroglia és asztroglia érzékenysége az iszkémids karosodasra az
idegsejtekhez képest kisebb, az infarktus ,core”-ban, ahol a perfuziés deficit a legsulyosabb,
kialakulhat a mikroglia nekrotikus sejthaldla, hasonléan ahhoz, ami idegsejtek és mads glia sejtek
esetén is tapasztalhatd (44-46). Ugyanakkor, egyre tébb adat all rendelkezésre, hogy a sejthalal egy
gyulladdssal asszocidlt formdja, a piroptozis, amely sériilés, fert6zés, hipoxia és egyéb stimulusok
a kiléonb6z6 neurolégiai dllapotokban, beleértve a stroke-ot is. Piroptdzis sordn az érett interleukin-1
termel6déséhez sziikséges caspase-1 aktivitds az IL-1B és IL-18 propeptidek hasitdsa mellett a
citoplazman podrusokat képzé gasdermin D fehérjét is érinti, amely folyamat egytt jarhat tartés
membran sériléssel és sejthaldllal is, tipikusan IL-1B-t termel6 sejtek (makrofagok, monocitak,
mikroglia) esetén (47). Mivel a caspase-1 gatldsa csokkenti a stroke-ot kdvetd agyi sérilés mértékét,
ezeket a hatdsokat nehéz elvalasztani specifikusan a mikroglia sejteket érint6 piroptotikus folyamatok
hatasaitdl. Ugyanakkor ex vivo vizsgalatok szerint az IL-1PB termel6déséhez sziikséges inflammaszéma
aktivaciét, amely kulonboz8 stimulusok hatasara elinditja a pro-IL-18 / Gasdermin D caspase-1 altali
Ezért in vivo vizsgalatainkban az IL-1B immunpozitivitdst mutaté mikroglia sejtek esetén (40, 41, 44,
48) szamottevé lehet a piroptdzis mértéke is.

10. Elemzi, hogy a DAMPs a priming stimulus nélkiil is gyulladdsos vdlaszt generdl mikroglidban IL-6
és CXCL1 termeléssel (26. oldal). Ismert, hogy a CXCL1 egér liquorban korreldl a polymorphonuclearis
myeloid-eredetli szuppresszor sejtek (PMN-MDSCs) megjelenésével az EAE konvaleszcens fdzisaban
(Knier, Nat Immunol 2018). Van-e adat stroke-ban e sejtek szerepére, és vajon szerepet jdatszhat-e
mikroglia dltal termelt CXCL1 e folyamatban?

Vélasz: Ismert, hogy mind agyi gyulladds soran centralisan, mind a stroke hatdsara kialakuld
szisztémds neutrofil mobilizdldsban fontos szerepet jatszik a CXCL1. Sajat vizsgalataink szerint a
stroke-ot kovet6 akut fazis valasz egyik korai eseménye a CXCL1 termelGdése: a fehérje emelkedett
szintje a keringésben mar fél érdval az inzultus utdn tapasztalhatd, és par dra alatt sok szdzszoros
koncentraciot is elérhet, amely jél korreldl a csontvelGi neutrofilek mobilizaciéjaval. A CXCL1
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termel6dése a sérilt agyszovetben is korai gyulladdsos markernek szamit stroke-ot és mds akut
inzultusokat kovet6en, megel6zve a neutrofil granulocitak toborzasat (49-52). Eredményeink szerint a
szisztémds gyulladds kdros centralis hatasainak kozvetitésében fontos szerepet jdtszanak a
neutrofilek, kozrem(ikodve a vér-agy-gat sériilés, glidlis proinflammatorikus valaszok és neurotoxikus
folyamatok kialakuldasaban is. A PMN-MDSC sejtek szerepe ezzel ellentétben a proinflammatorikus
folyamatok gatlasa, részben a T limfocitak gyulladasos folyamatainak gatldsa révén. Bar a T sejtek
kiemelt kozrem(kodbk a cerebralis iszkémia pathofizioldgiajaban (52, 53), a PMN-MDSC szerepét
eddig kevés tanulmany vizsgalta. Ismert ugyanakkor, hogy a PMN-MDSC sejtek iszkémids stroke-ot
kovet6en 72 oran belll megjelennek a csontvelGben és az agyszovetben is, mikézben 24 6ran bell
kimutathatok a lépben (54). Tudomasom szerint experimentalis stroke modellben nem alkalmaztak
PMN-MDSC-specifikus intervenciot, csak altaldnos neutrofil depléciét anti-Ly6G ellenanyag
segitségével (55).

e se s

eredetiinek emliti, de lehetséges-e, hogy a calvaria csontvel6bél szdrmaztak? Ujabb adatok felvetik,
hogy a calvaria csontvelGi sejtek fenotipusa specifikus lehet, és stroke-ban szerepiik lehet (Kolabas et
al, 2021 December 25, https://doi.orq/10.1101/2021.12.24.473988).

Vélasz: Koszondom a Birdlénak ezt az érdekes felvetést. A stroke soran infiltrdlédé mieloid sejtek
forrasa régdta vitatott, és a megértést neheziti, hogy nem csak az infiltrdlédd sejtpopulacidk
heterogének, de ezek kilonb6z6 szovetekbdl is bejuthatnak a kdzponti-idegrendszer teriiletére. A
toborzott sejtek egy populacidja igazoltan a keringés fel6l, az agyi erek falan at keriil be az agyi
parenchymaba, vagy az agyhartyak kozti térbe, és esetliikben a csontvel§ vagy a Iép is lehetséges
forrds. A calvaria csontvel6bG6l az agyhartydk terébe vezet§ csatorndkon at monocitdk igazoltan
képesek bejutni a meningealis kompartmentekbe. Rendkiviil érdekes eredményeket hoztak azok a
vizsgdlatok, amelyek a calvaria csontvel6ben mas csontokban taldlhatd sejtekt6l eltérs, specialis
transzkripcios fenotipust mutatd neutrofil granulocitakat azonositottak, amelyek toborzédhatnak a
sériilt agyszovetbe. Ezen felll, human TSPO-PET vizsgalatok stroke-ot kdvet6en a kérgi l1ézidhoz kozeli
koponyacsontban csékkent radioligand felvételt mutattak ki, mikézben novekedést tapasztaltak AD
betegek calvaria vizsgélata soran (a transzlokator protein, TSPO, kifejez6dik a mikroglia/makrofag
sejteken és mennyisége jél korreldl neuroinflammatorikus valtozasokkal). Ezek az eredmények
utalhatnak a calvaria sejtek toborzadsara a sérilt agyszovetbe a birdlé altal hivatkozott preprint
alapjan, amely publikdcié a Cell-ben lett kdzolve a kézelmultban (56). Ezt a felvetést egér stroke
modellekben végzett vizsgalatok is tamogatjak (57). Véleményem szerint a kovetkez6 évek egyik
fontos feladata lesz, hogy a calvaria sejtek relativ kozrem(ikodését megallapitsa a kilonb6z6
neuroldgiai betegségek soran tapasztalhato centralis leukocita akkumulacidban, hiszen ez lehet6séget
adna célzott intervencidk kifejlesztésére is egy eléggé jol definidlt és potencidlisan szdamos mddon
célzottan targetalhatd (pl. ultrahang, infravoros- vagy rontgen irradiacio) terileten az agyi
mikrokornyezet direkt megzavardsa nélkiil.

12. Kisérleteiben az NLRC4 és AIM?2 inflammaszoma deficiencia javitotta a neuroldgiai végpontokat,
de NLRP3 deficiencia nem (27. oldal). Mi lehet ennek az oka? NLRP3 az egyik legfontosabb
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gyulladdsos inflammaszoma, DAMP és endoszomalis TLR is aktivdlja az NF-kB utvonalon keresztiil, és
fontos szerepet jdtszik az IL-1 és IL-18 termelésében a caspase-1 aktivitdson keresztiil.

Valasz: Ez az eredmény bennilinket is meglepett, ezért a kisérletet két kiilonallé kohorton is elvégeztiik
— azonos eredménnyel. Kiilonosen elgondolkodtatdk ezek a megfigyelések annak ismeretében, hogy
az NLRP3 az IL-1B termelésében is fontos szerepet jatszik, amely adataink és masok eredményei
filament MCAo és thromboembolikus stroke modellben is megerdsitették (58, 59), mikdzben
kimutattak NLRP3-fliggd protekciét az NLRP3 antagonista MCC950 alkalmazasaval (60, 61). Rekurrens
stroke soran is felmerilt az NLRP3 lehetséges szerepe (62). Véleményem szerint az adott kisérleti
eredmények értelmezésekor fontos figyelembe venni, hogy a kiilonb6z6 experimentalis modellek, és
még adott modellek technikai kivitelezése is eltér6 az egyes laboratériumokban, mikdzben a
proinflammatorikus folyamatok kinetikdja és hatdsa az infarktus evolucidéjara ugyancsak
nagymeértékben modell-fliggd. Ismert, hogy a kiilonb6z6 KO egér modellekben (kilénosen a germline,
full KO egerekben) kompenzaciéos mechanizmusok is kialakulhatnak, amelyek befolydsolhatjdk a
vizsgdlatok eredményét. Masrészt, eredményeink szerint az AIM2 és NLRC4 inflammaszémak
gatlasanak eredményessége (48) felveti annak lehetGségét, hogy a sérlilt sejtekbdl felszabadulé DNS
(AIM2 aktivdtor), a mikrobidta eredetl flagellin (NLRC4 aktivdtor) vagy egy, jelenleg ismeretlen
endogén NLRC4 ligand jatszik meghatarozé szerepet a stroke-ot kiséré szoveti sériilés hatdsara
indukdlédo IL-1 termelés és gyulladas pathofizioldgias hatdsainak kozvetitésében. Véleményem
szerint ezért rendkiviil fontos kondicionalis NLRP3, AIM2 és NLRC4 KO egerekben megvizsgdlni a
kiilonbo6z6 gyulladasos utvonalak sejtspecifikus hatdsait a stroke kimenetelére.

13. IL-1 receptor antagonista (Anakinra) a SCIL-STROKE tanulmdnyban csékkentette az IL-6 szintet, de
névelte a rosszabb funkcionalis végpont esélyét 3 honapndl. Ezt érdemes lett volna diszkuttdini.

Vélasz: Egyetértve a Birdléval, az Anakinra hatasait iszkémias stroke soran vizsgalé klinikai préba
kimenetelének megvitatdsa segithette volna a dolgozatban bemutatott mechanizmusok értelmezését.
Fontos kiemelni, hogy az IL-1 receptor antagonista (IL-1RA) Anakinra nem csak biztonsagosnak
bizonyult a SCIL-STROKE és mas klinikai vizsgdlatok sordn is, de a proinflammatorikus biomarkerek
(CRP, IL-6) mennyiségét is hatékonyan csokkentette (63, 64). Komoly problémat okozott ugyanakkor
annak elddntése, hogy az alkalmazott ddzis, a kezelés id6zitése és esetleges interferencidja adott
korfolyamatokkal, komorbiditasokkal vagy gydgyszervegyiletekkel milyen mdédon befolyasolta az
adott vizsgalatban kijeldlt klinikai végpontok alakulasat. Valdszinlisithet6 (és ezt jelenleg publikalas
alatt allé experimentalis vizsgdlatok is tdmogatjak), hogy a SCIL-STROKE tanulmany soran a betegek
egy részénél a klinikai protokoll szerint thrombolizis céljabdl elvégzett plazminogén aktivator kezelés
interferalhatott az IL-1RA hatdsaival. Sajnos a vizsgalatba bevont résztvevék szdma nem volt alkalmas
ennek statisztikai értékeléséhez. Mikdzben az Anakinra valéban mutatott tendenciat rosszabb
funkciondlis végpont iranydba a teljes kohort esetén, azokndl a betegeknél, akinél a keringésben
kimutathaté volt a kezdeti magas IL-6 szint csOkkenése Anakinra hatasara, jobb kimenetel volt
tapasztalhatd a mddositott Rankin skala alapjan. Ez utalhat arra, hogy az IL-1RA hatékonysagat az
iszkémias karosodas hatdsainak mérséklésében tobb, jelenleg nem ismert tényez6 is befolyasolhatja,
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és ezt csak joval nagyobb betegpopulécié bevondsaval lehetne hatékonyan vizsgalni. Erdekes médon,
egy Nature Medicine-ben publikdlt vizsgalatban a magas szolubilis urokindz plazminogén receptor
(suPAR) plazma szintek alapjan varhatéan nagyfoku légzési elégtelenséget mutaté COVID-19 betegek
esetén az Anakinra nemcsak a keringésben mért CRP és IL-6 szinteket csokkentette szignifikdnsan, de
hatékonyan gatolta a sulyos tlnetek kialakuldsat, csdokkentette a mortalitast, és leroviditette a
kérhazban toltott id6t is (65). Ennél a klinikai vizsgalatnal a betegek védrhatd allapotanak korai
el6jelzése hatékonynak bizonyult a megfelel6 részvevék kivdlasztasdaban. Véleményem szerint tovabbi
vizsgalatok sziikségesek iszkémias- vagy vérzéses stroke esetén, hogy megfelel6 biomarkerekkel ki
lehessen vdlasztani azokat a betegeket, amelyekben az Anakinra altal gatolt proinflammatorikus
vélasz kiilonosen nagymértékben mikodik kozre a szoveti kdrosodas és a maradandd neurolégiai
tlinetek kialakuldsdban, mikozben megvalésithaté lenne az Anakinra hatasait varhatéan csokkentd
gyogyszerek és komorbiditasok feltérképezése, indikatorként a kezelés megkezdésére.

14. Emliti az NLRC4-ligand bakteridlis flagellin és a bél mikrobiota részvételét az akut agyi sériilésben.
Hogyan képzelhetd el a bél mikrobiota ilyen gyors hatdsa, és milyen utvonalakon keresztiil? Flagellin
direkt hatdsa a kézponti idegrendszerben? Flagellin periférids hatdsa? Bakteridlis proteinek,
metabolitok, transzkriptok kimutathatdk az agyban.

Vélasz: Utalva a fenti vadlaszomra az NLRC4-el kapcsolatban, tobb lehetGséget is elképzelhetének
tartok. A mintdzatfelismerd Toll-like vagy Nod-like receptorok szerepének megértését neheziti, hogy
az ezeket aktivald, infektiv dgensekbél szarmazd patogén asszocialt molekuldris patternek (PAMP-ok)
mellett az adott receptor altal felismert endogén, sériilés asszocidlt molekularis patternek (DAMP-ok)
nem mindig ismertek. Szamos esetben derilt ki, hogy mind PAMP, mind DAMP felismerése
megtorténik ugyanazon receptor altal. J6 példa erre a mind patogén-, mind a host eredetli DNS-t
felismerd AIM2, a patogén- és host RNS-t is felismer6 RIG1 és TLR3, vagy a bakterialis LPS-t felismerd
TLR4, amely ligandként a sérilt sejtekbdl felszabadulé DAMP-ot, a HMGB1-et is felismeri (66-68). Az
NLRC4 ismert ligandja a bakteridlis flagellin. Amennyiben kutatdsaink soran az NLRC4-et aktivald
ligand bakteridlis eredetd, elképzelhetd, hogy a stroke hatdsara kialakulé bél-barrier sérilés soran
kikertilhet megfelel6 mennyiség( flagellin a keringésbe, amely a sérilt vér-agy-gaton at eljuthat az
agyi NLRC4-et expresszald sejtekhez. Ugyanakkor, elképzelhetd, hogy a flagellin nem a kdzponti
idegrendszerben, hanem a béltraktusban, vagy mas periféridas szervben hat az NLRC4-re (pl.
befolydsolva a vegetativ idegrendszer m(ikodését vagy a szisztémads gyulladds kialakuldsat).
Kutatasaink kimutattdk, hogy a stroke-ot kovet6en a belek barrier funkcidéjanak megvaltozasa
egerekben két 6ran belll megtorténik (69), mikozben arra is vannak adatok, hogy a mikrobiéta
eredeti medidtorok pleiotrop gyulladdsos hatasokat kozvetithetnek az agy irdnyba, beleértve a
mikroglia sejteket ért hatasokat (70). Tovdbbi lehet6ség az NLRC4 esetén egy jelenleg ismeretlen,
endogén ligand megléte, amely azonositasra var. E lehet6ségek figyelembevételével mindenképpen
szlikséges tovabbi experimentalis és klinikai vizsgalatokat végezni, hogy a stroke-ot kovet6en fellépd
centrdlis és szisztémas valtozdsok soran azonositani lehessen a terdpias potenciallal bird NLR-ek, TLR-
ek és inflammaszdma-medialta hatasok korét, beleértve a kulcsfontossagi DAMP-ok és PAMP-ok
azonositasat is, amelyek szdmottevé mértékben befolydsolhatjdk a stroke kimenetelét.
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15. Az IL-1 R 1 fi/fl Il Sicolcl egérben (28. oldal) csak a cerebrovascularis endothel érintett?

Vélasz: A solute carrier organic anion transporter 1cl (Slcolcl, Oatp14) kifejez6dését specifikusan
agyi endothel sejtekben és a choroid plexusban irtdk le, mikbzben periférids szervek endothel
sejtjeiben nem talaltak expresszidt (71). Az Slcolcl-CreERT2 egérmodellt leird publikdciéban ezeket
az adatokat megerGsitették (72) és mas, Cre dependens egérvonalakkal tortént keresztezés utan is
kimutattak gén deléciét a cerebrovaszkularis endotheliumban (73). Sajat vizsgalatainkban nem
teszteltiik, hogy az Slcolcl-CreERT2 medidlta riporter fehérjét kifejez6 egerekben periféridlis
endothel sejtek esetén megfigyelhetS-e rekombinacid, ugyanakkor megmuttuk, hogy a cerebrdlis
endothel sejtekben igen. Tapasztalataim szerint szdmos Cre dependens egér modell mutathat nem
vart rekombindciot, hiszen nagyon kevés olyan marker gén létezik, amely csak egy adott sejttipusban
fejez6dik ki és ez élethosszon &t dllandd marad. Ezért nem kizdrhatd, hogy a kdzponti idegrendszeren
kivil is megvaldsul IL-1R1 delécié a sajat modelliinkben is. Ezt tovabbi kisérletek soran érdemes lesz
megvizsgalni.

16. Vizsgdltdk-e a NETs-re adott mikroglia reakciot (28. oldal)? Lehetséges-e, hogy a tébb alkalommal
emlitett mikroglia pusztulds stroke kapcsdn a NETS-re adott vdlasszal, vagy a neutrophil fagocitdzissal
fligghet éssze?

Valasz: K6szonom a felvetést. Kutatdsaink soran a neutrophil extracellular trap (NET)-ek funkcionalis
szerepét a mikroglia sejthaldl kialakuldsdban nem vizsgaltuk és nincs tudomdsom meggy6z6 irodalmi
adatokrdl erre vonatkozéan. Ugyanakkor elképzelhetd, hogy nagyszamu neutrofil granulocita
fagocitdzisa okozhat mikroglia sejthalalt. Szdmos megfigyelést tettiink egy in vitro neurotrép
virusfert6zés modellben, amelyek szerint az intenziv fagocitotikus aktivitds egyitt jarhat a mikroglia
sejtek pusztuldsaval. Ebben a modellben a mikroglia sejtek akar 10-12 fert6z6tt neuront is képesek
voltak fagocitalni 24-48 éra alatt, mikozben sejtméretiik és fagoszémaik szama megnétt és ez szamos
esetben a megfigyelt mikroglia sejt halalaval végz6dott (13). Mivel a NET-ek DNS tartalma AIM2 és
NLRP3 inflammaszéma aktivaciot is okozhat mikroglidban, érdemes lenne célzott kisérletekben
megvizsgalni, egyltt jar-e NETosis-t mutatd neutrofil granulocitak fagocitdzia piroptotikus sejthalallal.

17. Megdllapitja, hogy a migrdlé neutrofilek neurotoxicitdsa protedz termeléssel fliggott 6ssze (28.
oldal). Ugyanakkor csak inhibitor koktél védett a neurotoxicitds ellen, az egyes inhibitorok nem. Mi
ennek az oka? Lehetséges-e, hogy specifikus neutrofil fenotipusok eltéré protedz tenmeléssel
rendelkeznek (Rubio-Pnce, Curr Opin Immunol 2021 68:41)?

Vélasz: Véleményem szerint is elképzelhetd, hogy a heterogén neutrofil populdcidk degranulacidja
vagy NETosisa soran kiilonb6z6 protedzok keriilnek a nuklearis vagy mitokondridis DNS-el egyiitt az
extracelluldris térbe. Ennek hatterében allhat az izoldlt neutrofil populdcié heterogenitdsa, és eltérd
protedz termelése is. Az is elképzelhetS, hogy vizsgalataink soran az izoldlt neutrofilek - amelyek
,haiv” alakjai endothelidlis transzmigracido vagy megfelel6 gyulladdsos stimulus nélkil 24 éranal
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okozhatta egy eltéré granulum- és mediator készlet meglétét (74).

18. Polymorphonuclearis neutrophilok (PMNs) részt vesznek a post-ischemids remodelingben is
(jotékony hatds), és randomizdlt klinikai tanulmdnyokban migrdciés molekuldk (ICAMI, CDII/CDI 8
integrin, VLA4) gdtldsa a stroke kimenetelt nem, vagy inverz modon befolydsoltdk. Ezt érdemes lett
volna elemezni.

Vélasz: Ez ugyancsak egy rendkiviil fontos teriilet, tele ellentmondasos adatokkal és megfigyelésekkel,
amelyet valéban érdemes lett volna b&vebben kifejteni a dolgozatban. Az elérhetd experimentalis
vizsgdlatok szerint a neutrofil granulocidk szerepe a stroke akut fazisdban karos, kiilondsképpen a
szisztémds gyulladas vagy gyakori stroke komorbiditasok (fertézés, érelmeszesedés, obezitas,
diabetes) allatmodelljeiben (52, 53, 75). A dolgozatban bemutatott vizsgalatokon tul igényes
kutatdsokban kimutattak példaul, hogy a szisztémads IL-1 beadast kovets akut stroke soran a neutrofil
granulocitak nagymértékben koézrem(ikodnek a vér-agy-gat sérilés kialakuldsdban, és ez neutrofil
deplécidval, vagy MMP9 gatldssal visszafordithatd (76, 77). Ugyanakkor nagyon ellentmonddsosak
azok a vizsgalati eredmények, amelyek az agyi transzendothelidlis neutrofil migracidt prébaltak
gatolni, hiszen nem tisztazott, hogy az infiltracié sziikséges-e a neutrofilek karos hatdsaihoz, és gatlasa
milyen mellékhatdsokkal jar. Fontos megemliteni, hogy a korai vizsgalatokrél, amelyek KO egér
modellek esetén jobb kimenetelt taldltak experimentalis stroke-ot kdvetden, szamos esetében deriilt
ki, hogy a génkilités nem volt megfelelS, nagymértéki off target hatdsokat okozott, vagy az elvégzett
vizsgalatok kivitelezése alacsony szinvonalu volt. Erdekes mdédon, a kordbban pozitiv kimenetel(i
ICAM-1 KO kisérleteket megismételve Icaml1tm1Alb C57BL/6 mutansokban, ahol specifikus és
hatékony ICAM-1 deléciot sikeriilt megvaldsitani, nem csokkent a centrdlis neutrofil toborzas, vagy az
iszkémids karosodas mértéke (78). Ez tdmogatja a human ICAM-1 préba negativ eredményét is.
Hasonlo ellentmondésok nehezitik a a4p1 integrin (VLA-4, CD49D/CD29) monoklonélis antitesttel (pl.
Natalizumab) torténé gatlasat célzd, negativ klinikai vizsgalatok (79) értelmezését iszkémids stroke
betegekben az experimentdlis vizsgalatok fényében. Mikdzben a stroke-ot kiséré centrdlis leukocita
toborzas kinetikdja komplex és heterogén populacidkat érint, az egerekben végzett vizsgdlatok sem
minden esetben mutattak ki eredményt VLA-4 gatlast kovetéen, és adataink utalnak arra is, hogy az
immunterapia hatékonysagdt olyan tényez6k is nehezithetik, mint a poszt-iszkémias agyszovetben
tapasztalhatd T sejt proliferacio, amely Natalizumab kezeléssel nem gatolhatd hatékonyan (80, 81). A
Birdléval egyetértve az is elképzelhetd, hogy emberben a még oly sikeres neutrofil intervencidk is
gatolhatjdk a regeneracié soran betoltott pozitiv hatasaikat. Ezért szerintem rendkivil fontos a
megfelelG terdpids id6ablak megallapitasa hatékony intervenciok tervezéséhez. Azt is fontos kiemelni,
hogy mikdzben az egérben 15% alatt van a neutrofilek aranya a teljes leukocita populacion belil, ez
emberben 35-55 %, trauma esetén pedig akar a keringd sejtek 90%-at is elérheti. Mivel a neutrofilek
kiemelten fontosak a fert6zések — koztiik az opportunista patogének — elleni védekezéshez, és a
stroke-ot kdveté immunszuppresszié gyakran tarsul sulyos kimenetelli poszt-stroke infekcidkkal (53,
82), valészind, hogy stroke betegekben nem szerencsés a neutrofilek altalanos deplécidja vagy gatlasa
mar csak a szisztémas védekez6 mechanizmusok fontossaga miatt sem. A gyulladdsos folyamatok
diszreguldciéja nagymértékben ronthatja a stroke-ot kdvetd regeneraciét is. Annyi bizonyos, hogy
szamos meg nem értett mechanizmus szorul tisztdzasra, hogy megvaldsithaté legyen az egyes
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leukocita populdciék altal kozvetitett kdrfolyamatok szelektiv gatldsa. A hatékony intervencidk
varhatdan igénylik majd érzékeny, prediktiv biomarkerek alkalmazasat is a stroke betegek rendkiviil
heterogén immunoldgiai hatterének ismeretében.

19. A szisztémds gyulladds szerepét két rendszerben is vizsgdlta: LPS és anaphylaxia sordn (31. oldal).
Mindketté a vér-agygdt sériilését okozza. Lehetséges-e olyan szisztémds gyulladds hatdsdnak
vizsgdlata, mely nem jdr a vér-agygdt sériilésével?

Vélasz: Nem konny( a kérdés, hiszen barmilyen gyulladdsos stimulus, amely valtozasokat okoz az agyi
erek allapotdban kozrem(ikodhet a vér-agy-gat funkciok megvaltozdsdban is. Mind szisztémas LPS,
mind anafilaxia esetén 24 dran belil kimutathatd a cerebrovaszkularis gyulladas, tébbek kozott az
endothelidlis ICAM-1 és VCAM-1 adhézids molekuldk expresszidjanak novekedésével (52). Nem
mindegy ugyanakkor a szisztémds gyulladas mértéke és id6tartama. Vizsgalataink szerint még nagy
dézisu LPS kezelés esetén sem egyértelm( a barrier funkcid csokkenés, amelyet tobbek kozott a
keringésben |évé IgG, a keringésbe injektalt fluoreszcens dextran konjugatumok, valamint gadolinium
MRI alkalmazasaval is megvizsgaltunk. Mindemellet, a mikroglidlis fenotipus valtozasai (morfoldgia,
intercelluldris interkaciok, transzkriptom, gyulladasos mediatorok termelése) egyértelmdien jelzik az
agyi mikrokérnyezet megvaltozasat ezekben a modellekben. Publikalatlan adataink szerint, még a 3
dozisban, 24 6ras id6kozonként megismételt szubkrénikus LPS beadas modellben is minimalis
gadolinium szignal tapasztalhatdé az agyszovetben, mikdzben itt mar lathatd a perivaszkularis
asztrocita végtalpak sérilése és leukocitdk transzendothelialis migracidja is. Ez mindenképpen utal
arra, hogy az agyi barrier struktdra nem intakt, mikdzben az endothelium nagyobb molekuldk szamara
atjarhatatlan marad. Véleményem szerint a szisztémas gyulladds a proinflammatorikus mediatorok
szintjétdl / tipusatdl fliigg6 mértékben befolyasolja a vér-agy-gat integritasat, és rendkivil kontextus
fliggd, hogy a neurovaszkuldris egység kiilonboz6 sejtjeinek vdlaszreakcidjat milyen kritériumok
alapjan itéljik vér-agy-gat sérilésnek. Ezért szikséges lesz kiilonb6z6 szisztémds gyulladasos
stimulusok cerebrovaszkularis hatdsait tovabb vizsgalni és azonositani azokat a mediatorokat,
amelyek intakt barrier funkcidék mellett is kdzvetitik a szisztémas gyulladas centralis hatdsait.

20. Emliti, hogy kisérletes stroke emelkedett T sejt szammal jdrt a csontvel6ben (33.oldal). Vizsgadltdk
a T sejtek fenotipusdt (pl. Th, Te, Treg, stb.)?

Vdlasz: Vizsgalataink sordn azt talaltuk, hogy az experimentalis stroke az inzultust kbvet6 24 6ran belll
emelkedett CD8 T sejt szamokat eredményezett a csontvel6ben, mikézben a CD4-potiziv T sejtek
szama 72 Ooraval reperfuziét kovetéen mutatott emelkedést. Feltartuk ugyanakkor, hogy a
csontvel6ben a stroke okozta valtozasokhoz nagyon hasonld, emelkedett CD4- és CD8-pozitiv T sejt
szamokat okoz a mitéti stressz, és az izofluran anesztézia is (83, 84). Ezért valdszin(i, hogy hasonld
valtozdsok szamos kilénb6z6 inzultusokat- vagy gyulladdsos stimulusokat kdvetGen is kialakulhatnak
a csontvelGben (és mas immunsejt populaciok esetén, illetve immunszervekben, példaul granulocitak
vagy B-sejtek esetén a csontvel6ben és lépben is), valdszinlileg a vegetativ idegrendszer
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kozvetitésével. A Treg sejtek valtozasait a csontvelSben e kutatdsok soran nem vizsgaltuk, de fontos
funkcionalis szerepiik ismeretében (50, 85) mindenképpen érdemes lenne.

21. HMPAO- és 99mTc-DTPA-SPECT kisérletes stroke-ban a tiidé és a bél perfuzids vdltozdsdt mutatta
Ordkon beliil (34. oldal). Tortént-e hasonlé megfigyelés human stroke-ban, és érdemes lenne-e ennek
vizsgdlata a stroke klinikai végpontokkal 6sszefiiggésben?

Valasz: Ismert, hogy a stroke emberben is megvaltoztatja a bél barrier allapotat, a mikrobidta
Osszetételét, csokkenti a perisztaltikat és gyulladasos medidtorok, immunsejtek aktivdléodasahoz is
vezet, amely folyamatok hatterében a vegetativ idegrendszer és a gyulladdsos folyamatok
szabdlyozasanak zavara fontos tényez6nek latszik (86). Mikdzben a stroke utan kialakuld paralitikus
ileusz és mas enteralis komplikacidok klinikai jelentGsége szamottevé (87), tudomasom szerint
prospektiv CT- vagy MRI képalkotd vizsgalatot a stroke-ot kovetd akut fazistél a tiinetek megjelenéséig
nem végeztek. A penumonia stroke betegek esetén rendkivil gyakori, és a betegek allapotat
nagymértékben silyosbitdé komplikacié, amely vélhet6en a stroke okozta szisztémas
immunszupressziv allapot kdzremlkodésével alakul ki (53, 82, 88). A klinikai képalkotd vizsgalatok
elérhet6sége e téren ugyancsak limitalt, valdszin(lileg azért, mert a stroke-ot kovets korai idészakban
ezekre csak akkor keriil sor, ha tiidégyulladas gyanuja meril fel. A tlid6gyulladas korai kialakuldasanak
vizsgdlatara végeztek Gsszehasonlitd rontgen, ultrahang és CT vizsgalatokat stroke betegekben (89).
Pneumonidval nem diagnosztizdlt betegek esetén CT vizsgalattal a stroke-ot koveté atlagosan 2.5
Oraval végzett CT a betegek 15%-ban mutatott ki tiids érintettséget, és a radioldgiailag diagnosztizalt
betegekben késGbb nagyobb valdszinliséggel alakult ki pneumonia, mikdzben a mortalitas is
magasabb volt (90). Véleményem szerint ezen a téren atfogd, prospektiv klinikai képalkoto vizsgalatok
kivitelezése hianypotld lenne és nagymértékben elGsegithetné a stroke-ot kovets szisztémas
komplikdciék mechanizmusainak megértését.

22. Transzfer kisérleteikben CRPS (komplex régiondlis fdjdalom szindroma) betegektél nyert IgG
kisérletes modellben (talp sértés) fokozta a mikroglia IL-1b termelését a gerincvelGben, és tartds
hyperalgesidt eredményezett (34. oldal). Mi ennek a mechanisztikus magyardzata, okozott az IgG
transzfer mikroglia aktivdciot kontroll egérben is illetve egyéb kisérletes modellben? Azaz specifikus-e
a kronikus fdjdalom szindromds betegektdl izoldlt IgG hatdsa a fdjdalom modellben? Ha igen, miért?
Hogyan jut be a peritonealisan adagolt IgG a k6zponti idegrendszerbe, tekintve hogy az ellenanyagok
<1 %-a lép dt az intakt vér-agygdton?

Vélasz: A patogén autoantitestek szerepe a CRPS kialakuldasaban altaldnosan elfogadott, de a pontos
betegségmechanizmusok nem ismertek. Az alkalmazott szérum transzfer modellt Tékus és
munkatarsai 2014-ben kozolték (91). A mikroglia szerepét a centralis szenzitizacio kialakuldasaban
ugyanakkor ebben a modellben kordbban nem vizsgaltdk. Megfigyelték ugyanakkor, hogy a talp
sértést kovetGen ebben az egér modellben a hiperalgézia és a végtag duzzanat is sulyosabb human
autoantitestek transzferét kdvet6en, megnovekedett substance P immunreaktivitdas mellett. Ezek az
adatok arra utalhatnak, hogy a human autoantitestek okozta neurogén gyulladas fokozddott, és a
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primer hatds nem a kozponti idegszerben, hanem a periférian kdvetkezhet be. Bar a mikroglia
sejteken érzékeny immunreakcidval naiv egerekben is kimutathato kis mennyiségu 1gG jelenléte (1gG -
like immunoreactivity), amely patolégias allapotokban megnd, azaz kis mennyiségben a keringé 1gG
vélhet6en bejut a kozponti idegrendszer teriletére (92, 93), véleményem szerint a CRPS modellben
sem lehet sz6 nagymértékl centrdlis IgG akkumulaciordl. A mikroglidlis vizsgalatokra vonatkozdlag,
nagyobb mértékl mikroglia reaktivitdst és IL-1 termelést csak a CRPS autoantitest beaddsat kovetéen
tudtunk kimutatni, kontroll IgG hatdsdra nem. Ez utalhat arra, hogy a centrdlis gyulladds a periférias
gyulladas hatdsara alakul ki ebben a modellben, amely jelenleg ismeretlen (de IL-1 flgg6)
mechanizmusok révén a mikroglia allapotat és a fajdalomérzékelést is befolydsolja. Nagyon érdekes
lenne a CRPS autoantitestek kdzvetitette centralis gyulladas kialakulasaban szerepet jatszé szisztémas-
és centralis gyulladasos medidtorokat megismerni, hiszen elképzelhets, hogy célzott intervenciéval
megel6zhet6 lenne a centralis szenzitizacid kialakulasa. Eredményeink és klinikai vizsgdlatok szerint
ugyanis a mikroglia nagyobb mértékl aktivitds vdltozasa inzultust vagy gyulladasos stimulust
kovet6en mind kisérleti dllatokban, mind betegekben hetekig — hénapokig kimutathatd, és jelenleg
nem létezik hatékony stratégia a mikroglidlis fenotipus homeosztatikus dallapot irdnydba torténd
visszaalakitdsdra mikroglia deplécio és az azt kdvet6 repopulacié nélkil.

23. A szerzd csoportja irta le a szomatikus purinerg junkciét, a mikroglia P2YI 2 dusuldsdt a neuron
membrdn Kv2. | clusterével szemben, mely alapvetd a neuronalis aktivitds, mitokondridlis funkcio és
sériilés felismerésében és a neuronsériilés limitdldsaban (37-38. oldal). Sclerosis mutiplex agyi
léziokban a K v2.1 és K v2.2 ex presszio kronikus aktiv léziokban fokozott (Boscia et al, 2021), és
oligodendrocitdk is expresszdligk (Marques et al., 2016). Vajon elképzelhet6-e, hogy szomatikus
purinergjunkcio létrején mikroglia és oligodendrocita kézétt is? Tovdbbd, a sziirkedlllomdnyban
vizsgdlt purinerg junkcio szerepet jdtszhat-e a fehérdllomdnyi neuron aktivitds és funkcio
moduldldsdban is? Ezek intemeuronok, amelyek a neurovascularis unit részeként a vaszkuldris tonus
szabdlyozdsdban vesznek részt, azaz ugyanazon mechanizmus a sziirke-és fehérdllomdanyban mds
szabdlyozdsban jdtszhat szerepet. llyen vonatkozdsban kiilénésen érdekes az 5. dbrdn jelzett
felismerés is, ahol a mikroglia szimultdn Iép kapcsolatba a neuronokkal és a mikroerekkel a kéregben.
Hasonlé kapcsolat a fehérdllomdnyi intemeuronok interakciéjdval mds mddon is szabdlyoznd a
perfuziét a fehérdllomdnyban (és a kéregben), melynek diszfunkciéja szamos agyi betegséggel
asszocidlodik.

Vdlasz: Nagyon koszonom ezeket az épité gondolatokat. Publikdlatlan eredményeink azt mutatjdk,
hogy a mikroglialis P2Y12R kozvetitésével a mikroglia nyulvanyok és oligodendrocitak kozott is kialakul
hasonld kapcsolat, mint amelyet neuronokkal és erekkel kialakitott interakcidik soran megfigyeltiink.
A mikroglialis P2Y12R farmakolégiai gatlasa a mikroglia-oligodendrocita kontaktusok megvaltozasaval
is jar. E kapcsolatoknal, és a mikroglia-interneuron kapcsolatoknal is jelenleg eldontetlen kérdés, hogy
milyen sejtmembran fehérjék l1éphetnek kapcsolatba a mikroglidlis P2Y12R-el. Mivel interneuronok
esetén nem taldltunk Kv2.1 és Kv2.2 expresszidt, feltételezziik, hogy részben mas modon, egyéb
fehérjék kozvetitésével torténhet purinerg interakciok kialakitdsa a mikroglia nyulvanyokkal.
Rendkivil érdekesnek taldltam, hogy a Sclerosis multiplex Iéziokban megjelenhet oligodendrocitan a
Kv2.1 és Kv2.1 expresszid. Bar kutatasaink soran SM betegekbdl vagy az EAE egér modellbél szarmazo
agyszoveteket nem vizsgdltunk, a Birdld felvetésére elvégeztilk a Kv2.1 immunfestést mikroglia
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riporter CX3CR1-GFP egerek agyszovetén, és CNP-1 markerrel megjeloltiik az oligodendrocitakat is.
Mikoézben mikroglia nyudlvanyok és Kv2.1 kozott asszociaciot csak a junkciok teriletén latunk (A és B
inzertek mutatjak, hogy a Kv2.1 immunjel elkllénil a GPF-pozitiv mikroglia nyulvanyoktdl, nyilheggyel
a szomatikus interakcidk teruletét jeloltiik), a CNP-1-el jelolt sejtek esetén nem tapasztaltunk atfedést
a Kv2.1 szignallal (C és D inzertek). Kilon kdszonom Vida Sdra és Pésfai Baldzs kollégaimnak az
immunfestés és a képek elkészitését.

CX3CR1-GFP"
DAPI

Azt is nagyon fontos gondolatnak tartom, hogy a fehérallomanyban kialakulé mikroglia-ér-
interneuron kapcsolatok az altalunk azonositott Utvonalakon at, esetleg ettél részben eltéré6 mdédon
szabdlyozhatndk a lokalis perfuziot, illetve feltételezhetéen egyéb folyamatokat is. Bar a
fehérallomany mikroglidlis folyamatait nem vizsgaltuk funkcionalis kisérletek soran, az anatdmiai
viszonyok ismeretében feltételezhetd, hogy kialakulnak az agykéreghez hasonlé lokalis
,mikrodomének”, ahol egy mikroglia sejt egyszerre tébb mas sejttel [ép kapcsolatba és moduldlja ezek
interakcidit. Eredményeink szerint a mikroglia nyulvanyok funkcionalis fiiggetlensége a sejttestdl elég
nagymértékl (példaul kalcium aktivitds, irdnyitott mozgds, filopodium képzés, intercellularis
kapcsolatok kialakitasa tekintetében), ezért a fehérallomanyban is kialakulhatnak lokdlis szabalyozé
korok, amelyek akar a perfuzidét, neuronalis aktivitast, ingeriletvezetést, vagy oligodendrocita
maturaciot / sejthalalt is modulalhatjak. Ezeket a felvetéseket tdmogathatja példaul, hogy a Ranvier-
befliz6dések teriiletén is kialakulnak specifikus mikroglia nyulvany kapcsolatok (94). E folyamatok
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megértéséhez az elkovetkez§ idGszakban a fehérallomanyi mikroglidlis kapcsolatok molekularis
anatomiajat és f6bb funkciondlis hatdsait részletesen meg kell vizsgalni.

24. A neuron-mikroglia interakcid szabdlyozdsa megvdltozik-e, ha nem primer neuron sériilés (pl.
stroke, trauma, migraine), hanem primeren gyulladdsos mikroglia aktivdcié van? Vizsgdlhaté-e ez in
vitro modellben pl. LPS mikroglia aktivdciot kévetben vagy IL-1 KO modellekben?

Valasz: Kutatdsaink soran szamos tobb esetben vizsgaltuk a mikroglia-neuron interakcidk valtozasait
kilonb6z6 gyulladdsos allapotokban direkt agyi inzultus hidnyaban, és jelenleg is szamos ilyen
vizsgalat van folyamatban (publikdlatlan adatok). Eredményeink szerint a szisztémas akut vagy
kréonikus LPS kezelés hatasdara kialakuld mikroglidlis anatomiai, gyulladdsos és funkcionalis valtozasok
egyltt jarnak a megvaltozott mikroglia-neuron és mikroglia-ér interakciékkal, és ennek funkcionalis
szerepe is igazolhaté a neurondlis aktivitds és az agyi perfuzid vonatkozasaiban. Példaul, a
laboratériumban el&allitott DREADD receptort mikroglia sejteken kifejez6 MicroDREADD egerekben
megvaldsithatd a mikroglia szelektiv kemogenetikus ,primingja”, amely a sejtek depolarizacidjat is
nyulvany motilitdsuk markans csékkenését eredményezi (10). Ez a nagyon hatékony kemogenetikus
modszer lehet6vé teszi, hogy a mikroglidlis aktivitds hatasait az agyi mikrokérnyezet megzavardsa
nélkdl, relative izolaltan vizsgdljuk. Kemogenetikus priming hatdsara a mikroglia érzékenysége a lokalis
extracelluldris ATP-re nagymértékben lecsokken, és tapasztalhaté a neurovaszkuldris csatolas
megvaltozdsa is szomatoszenzoros stimus hatdsara. Hasonldképpen, a krénikus LPS kezelés hatdsara
megvaltozott mikroglidlis intercelluldris interakcidk mellett csokkent mértékl hiperkapnia-indukalta
vazodilatacié, és megvaltozott neurondlis kdlcium aktivitas tapasztalhaté (publikdlatlan adatok).
Torekedni szoktunk arra, hogy amennyiben lehetséges, ezeket a vizsgalatokat in vivo végezziik, mert
az agyi mikrokornyezetbdl eltavolitott mikroglia nagymértékben megvaltoztatja molekularis markereit
(példaul ilyen a P2Y12 receptor gyors, orak alatt bekovetkezd downregulacidja) és valaszreakcidit
kiilonboz6 stimulusok hatasara. Bar az in vitro vizsgalatok nem megkerilhet6k, és kutatasaink soran is
alkalmazzuk ezeket, véleményem szerint eredményeik értelmezésével a mikroglidlis hatdsok
tekintetében dvatosan kell banni, és in vivo validacié is minden esetben szlikséges. Ugyanakkor
eredményeink arra utalnak, hogy a mikroglia-neuron interakciék ex vivo modelljeiben (példaul
mikroglia-neuron kokulturak, akut agyszeletek, vagy organotipikus szeletek esetén) is kimutathatok
nagymeértékd valtozasok LPS kezelés, vagy egyéb gyulladdsos stimulusok hatdsara és KO modellekben
is (pl. P2Y12R KO, vagy CX3CR1 KO mikroglia esetén) is tapasztalhatok valtozasok a neuronokkal valé
interakcidk soran, még akkor is, ha a ,core” mikroglidlis markerek expressziéjanak nagymértéki
megvaltozasa ezekben a modellekben nem megkeriilhet6.

25. Ahogy emliti, a mikroglia a komplement rendszeren keresztiil is részt vesz a neuron moduldcioban.
Fliggetlen ez a szomatikus purinerg junkcio aktivitdstdl?

Vidlasz: A mikroglia-szinapszis interakcidk vizsgalata soran szamos tanulmany igazolta a komplement
rendszer kiemelten fontos szerepét. llyen példaul a komplement fehérjék Clq, C3, vagy a komplement
receptor C3R szerepének azonositasa a mikroglia altal torténd szinapszis eltavolitas (synaptic pruning)
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soran. Arra is sok adat van, hogy a komplement rendszer fontos fehérjéinek gatldsa részben a
mikroglia-szinapszis interakcidok befolydsoldsa révén képes kilonféle neuroldgiai betegségmodellek
(AD, Huntington, stb) esetén a szinapszis vesztés, memdriafunkcidk és viselkedési zavarok enyhitésére
(95-97). Kutatdsaink sordan komplement medialta hatdsokat a mikroglia-neuron purinerg junkciék
tekintetében nem vizsgéltunk. Erdekes médon, a Clq fehérje, amelynek gatlasa a szinapszis-mikroglia
interakcidk nagymértékld megvaltozasat eredményezi, nagy mennyiségben taldlhaté meg a mikroglia
sejtekben (immunfluoreszcencia, sajat, publikdlatlan adatok), ezért a jelenlegi mikroglia-szinapszis
kutatdsok nem adnak vdlaszt arra, hogyan alakulhat ki e fehérje kozvetitésével specifikus, lokalis
mintdzat az eltavolitandd szinapszisok azonositasara. Ett6l fliggetlenil tervezzik a komplement
fehérjék lokalizaciéjanak vizsgdlatat szuperrezoliciés mikroszkdpiaval a kiilonb6z6 mikroglidlis
kompartmentekben, beleértve a szomatikus junkcidk teriiletét is.

26. A Kihivdsokndl és a terdpids kitekintésnél esetleg érdemes lett volna megemliteni, hogy a kézponti
idegrendszeri betegségek kezelésének egyik lehetésége a kombindcio, azaz a gyulladds és a
degenerativ folyamatok egyidejii gatldsa, valamint a regenerdcio szimultdn elGsegitése. A lokdlis &si
immunvdlasz és a széveti rezidens T és B sejtek befolydsoldsa tovdbbi terdpids kihivdst jelent a
penetrdcio alacsony szintje miatt pl. monoklondlis ellenanyag terdpidk esetében, igy az IL-1
antagonizdlds sordn is. Egy mdsik lehetdség olyan kis molekuldk alkalmazdsa, melyek penetrdlnak a
kézponti idegrendszerbe, és a szisztémds valamint a lokdlis adaptiv és &si immunvdlaszra is hatnak,
igy a mikroglia funkcidra is. llyen potencidlis terdpids lehetéség lehet a BTK inhibitorok alkalmazdsa.

Vélasz: Teljesen egyetértek a fenti felvetésekkel, javaslatokkal. A dolgozat utolsé, Osszefoglald
részének irdsakor nagyon sok gondolat a tollamban maradt, mikdzben igyekeztem néhdany, az
értekezésben targyalt kutatdsi irdny esetén jovGbeli kitekintést tenni a teljesség igénye nélkil.
Véleményem szerint is nagy kihivast jelent effektiv, adott gyulladdsos folyamatokra specifikus, a
kozponti idegrendszerbe megfelel6 koncentraciéban és farmakokinetikai szempontbdl is kedvezé
karakterisztikdval rendelkezé gydgyszermolekuldk bejuttatasa. Ez anndl is inkdbb problémat jelent,
mert a kdzponti idegrendszer zavarai szamara jelent6séggel biréd neuro-immun interakcidk kilénb6z6
id&skaldkon és kompartmentekben zajlanak. Ezek egy része szisztémads, mikézben szamos citokint,
gyulladasos mediatort, de neurotranszmittert vagy ezek receptorait is mind centralisan, mind
periféridsan szamos sejttipus kifejezi, és haszndlja sokszor meglehet6sen eltéré fizioldgids vagy
patoldgias folyamatok irdnyitasara. J6 lehet6ségnek tartom a BTK inhibitorok centralis, mikroglilis
hatasainak tesztelését, és ezek koziil az effektiv molekuldk haszndlatat a centralis immunvalasz
modulalasara. Szerencsére ezek névekvé klinikai alkalmazasa miatt egyre tobb lehet6ség nyilik majd
arra, hogy immunmoduldns gyégyszermolekulak hatdsait human klinikai képalkotdssal (pl. TSPO PET),
vagy poszt-mortem agyszovetekben is megvizsgaljuk. Kilonosen nagy jelentGsége lehet atfogd
biomarker vizsgdlatoknak is az adott gydgyszerjeldltek varhatd hatdsainak elGjelzésére és az adott
neuroldgiai kondiciok esetén varhatéan eredményesen kezelheté betegek kivalasztdsara. Példaul,
iszkémias stroke esetén ilyen lehet a szisztémds gyulladast mutatd betegek azonositdasa vér
biomarkerek segitségével, vagy az endovaszkularis trombektdmia utan kivaldé reperfuzidot mutatéd
betegek immunmoduldns kezelése és esetlegesen hatékony neuroprotektiv szerek egylittes
alkalmazéasa kombinacids terdpidk formajaban.
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