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Dr. Wilhelm Imola MTA doktora palyazata

Valasz Prof. Dr. lllés Zsolt biralatara

Tisztelt Professzor Ur!

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Professzor Urnak doktori dolgozatom gondos biralatat,
tdmogatod szavait és kiilonosképpen gondolatébreszt6 kérdéseit.

A formai szerkesztéssel kapcsolatban felmeriilt kritikai megjegyzéseire reagalva egyetértek, hogy az
Osszefoglalé abraknal jeleznem kellett volna, hogy azok sajat készitésliek. Szintén igazat adok a
Professzor Urnak abban, hogy szerencsésebb lett volna a sclerosis multiplex réviditését a magyar
hasznalatnak megfelel6en SM-ként haszndlni az angol MS helyett. K6szonom az észrevételeket.

Kérdéseire az alabbiakban szeretnék valaszolni:

1, A szerz6 egy idézettel kezd. A tézis vonatkozasaban hogyan értelmezné ezt a szép Weodres Sandor
idézetet?

Bar nem szeretnék kitérni a valasz elSl, mindenképp azzal kell kezdenem, hogy annal precizebben,
mint ahogy a kolté megfogalmazta, nem tudom leirni, hogy mit jelent az, hogy , A gondolat dsszetett
és kimondhaté, az igazsag egyszer( és kimondhatatlan.” Ha elkezdem boncolgatni, értelmezni vagy
kifejteni ezt a mondatot, nemcsak varazsat veszti, de jelentése is csorbul.

Azért megkisérlem kimondani a kimondhatatlant arra fékuszalva, hogy mit jelent szdmomra ez az
idézet a doktori dolgozatom vonatkozasdban. EIGszor is a mondat szerkezete ragadott meg, tomor és
|ényegre tord, mint ahogyan én magam is szeretek fogalmazni, bar természetesen messze nem olyan
tokéletesen és koltSien, mint Weores Sandor.

Tudomadnyos szempontbdl pedig bennem is, mint sokakban, erésen él az az érzés, hogy minél tobbet
tanulok, annal kevesebbet tudok. Hidba lesz egyre Osszetettebb a tudasom a neurovaszkuldris
egységrdl, a mindent atfogo, teljes igazsaghoz nem jutok sokkal kozelebb. Ami persze nem jelenti azt,
hogy ne tartanam alapvet6 fontossagunak, hogy minél tobbet olvassunk és tanuljunk még akkor is,
ha a rendszer sokkal inkabb azt dijazza, ha minél tébbet irunk.
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2, Tekintettel arra, hogy a tézis kiemelten foglalkozik a gyulladassal, hidnyoltam az asztrocitak
gyulladasos szerepének ismertetését az Irodalmi attekintésben. Mivel az oligodendrocitak és OPC-
k is emlitésre keriilnek, érdemes lett volna egy mondatban ezeknek a gyulladasban beto6ltott,
Ujonnan —illetve ujra — felismert jelent6ségét is megemliteni (inflammatory oligodendrocytes).

Az asztrocitak gyulladasban betoltott szerepér6l valdban méltanytalanul kevés szd esett a
dolgozatban, noha alapvetd jelent&séggel bir szamos akut és krénikus patoldgias folyamatban. Az
asztrocitak gyulladas sordn reaktiv fenotipust vesznek fel, amely morfoldgiai és funkcionalis
valtozdsokat okoz, és amely jellemz6en hipertrofidval, citoszkeletdlis atrendezédéssel és a GFAP
expresszidjanak novekedésével, valamint a sejtek proliferacidjaval jar. A reaktiv asztrocitdk sokfélék
lehetnek, amely a korabbi felfogds szerint Al-neurotoxikus, illetve A2-neuroprotektiv formaban
nyilvanulhat meg. A transzkriptomikai adatok alapjan azonban egyértelm(ivé valt a reaktiv asztrocitdk
nagyfoku variabilitasa, amely a kivalté folyamattdl, annak stadiumatdl, illetve az agyi régiotdl is fugg,
igy az Al és A2 fenotipus inkdbb egy kontinuum két végleteként értelmezheté.

Neuroinflammadcié sordn az asztrocitak szamos gyulladdsos jelet érzékelnek, amelyek hatdsara egy
Osszetett jelatviteli halézat kapcsol be a sejtekben. Ez elsGsorban az NF-kB, illetve a STAT3
transzkripcids faktorok aktivalasahoz vezet. El6bbi gyulladdsos citokinek termelését indukalja, mint
amilyen a TNF-a, az IL-6 vagy az IL-1B, amelyek kozil az IL-1B elsésorban inflammaszéma-fiiggd
modon termel6dik. Ezek kozil az asztrocitdkban az NLRP2, az NLRP3, az NLRC4 és az AIM?2
inflammaszémak aktivacidjat irtdk le. Az Al asztrocitdk a komplement-kaszkad fehérjéit is képesek
szekretalni, amelyek hozzajarulhatnak a neurodegeneracidhoz. Ennek megfelel6en kronikus
neurodegenerativ megbetegedésekben, mint az Alzheimer-kor, a sclerosis multiplex, a Parkinson-kor
vagy a Huntington-kér, ez a jellemz6 asztrocita fenotipus.

Ezzel szemben a JAK-STAT3 utvonal inkdbb az A2-es (iszkémias, hegképz6dést indukald) fenotipusu
asztrocitakra jellemz6. Azonban az iszkémids stroke soran is aktivalédnak gyulladasos
mechanizmusok, amelyek a vér—agy gat megnyilasahoz, az 6déma fokozédasahoz vagy a szinaptikus
regenerdcio gatladsdhoz vezetnek tobbek kdzott az S1PR1 (sphingosine-1-phosphate receptor 1) és az
NF-kB aktivalddasan keresztiil.

Mindezek alapjan megallapithatd, hogy az asztrocitak gyulladdsos reakcidi igen komplexek, és
jelent6ésen befolyasoljak az alapfolyamat kimenetelét.
Forrasok:

Colombo E, Farina C. Astrocytes: key regulators of neuroinflammation. Trends Immunol. 2016 Sep;37(9):608-620.
doi: 10.1016/j.it.2016.06.006.

Escartin C, et al. Reactive astrocyte nomenclature, definitions, and future directions. Nat Neurosci. 2021
Mar;24(3):312-325. doi: 10.1038/s41593-020-00783-4.

Lawrence JM, Schardien K, Wigdahl B, Nonnemacher MR. Roles of neuropathology-associated reactive astrocytes:
A systematic review. Acta Neuropathol Commun. 2023 Mar 13;11(1):42. doi: 10.1186/s40478-023-01526-9.
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LiuJ, Guo Y, Zhang Y, Zhao X, Fu R, Hua S, Xu S. Astrocytes in ischemic stroke: Crosstalk in central nervous system
and therapeutic potential. Neuropathology. 2024 Feb;44(1):3-20.doi: 10.1111/neup.12928.

Lépez-Teros M, Alarcén-Aguilar A, Castillo-Aragdn A, Konigsberg M, Luna-Lépez A. Cytokine profiling in senescent
and reactive astrocytes: A systematic review. Neurobiol Aging. 2024 Jun:138:28-35. doi:
10.1016/j.neurobiolaging.2024.02.012.

Patani R, Hardingham GE, Liddelow SA. Functional roles of reactive astrocytes in neuroinflammation and
neurodegeneration. Nat Rev Neurol. 2023 Jul;19(7):395-409. doi: 10.1038/s41582-023-00822-1.

Ami az oligodendrocitak és prekurzoraik (OPC-k) gyulladasos szerepét illeti, ezeket a sejteket hosszu
ideig csupdn az immunreakcidk passziv elszenvedbinek tekintették demielinizacios kérképek, példaul
sclerosis multiplex soran. Jelen tuddsunk alapjan azonban az OPC-k aktiv immunmodulatorok,
amelyek T-sejtek, illetve a részben altaluk kibocsatott IFN-y hatdsara megvaltoztatjak fenotipusukat,
és —az MHC-I és MHC-II gének expresszidjanak fokozasa révén — antigénprezentald sejtekké valnak.
Ehhez hozzdjarul az LRP1 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 1) expresszidjanak
fokozodasa is, amely er@siti az OPC-k fagocitotikus aktivitasat is. Mindez gyulladdsos citokinek
(példdul CCL2 és IL-1B) termelésének emelkedésével jar egyiitt. llyen kortilmények kdzott az OPC-k
nemcsak fokozzadk az autoimmun folyamatot, hanem egy résziik el is pusztul, illetve nem
differencialéddik mielintermelé oligodendrocitdva. Bar az NLRP3 inflammaszéma aktivacidjanak
fontos szerepe van a folyamatban, ez — jelen tudasunk szerint — nem az OPC-kben, hanem elsGsorban
bevandorlé immunsejtekben és mikrogliasejtekben torténik.

Az OPC-k fizioldgias korilmények kozott is rendelkeznek immunoldgiai funkcidval, hiszen HGF-et
(hepatocyte growth factor) és TGF-B2-t szekretdlnak, amellyel a mikrogliasejtek nyugvé allapotat
tartjak fenn, igy védve az idegsejteket a degeneraciétdl. Gyulladasos koriilmények kézott, a TNFR2
vagy a TLR3 aktivaldsa utan, viszont aktivaljak a mikrogliasejteket, ugyanakkor periférias immunsejtek
bedramldsat is elSsegithetik az agyba. Igy az OPC-knek meghatdrozd jelentdsége lehet az
immunvalasz koordinaldsaban agyi gyulladasos folyamatokban.

Végll, bar a kérdésben nem szerepelt, de — mivel nagyon izgalmasnak taldlom, és szorosan
kapcsolédik dolgozatom témajahoz — szeretném kiemelni, hogy az oligodendroglidknak egyre inkabb
kdrvonalazédik a sziirkedllomanyi erek szabalyozasaban betoltott szerepe is (Palhol és mtsai.).

Forrasok:

Boccazzi M, Raffaele S, Fumagalli M. Not only myelination: the immune-inflammatory functions of
oligodendrocytes. Neural Regen Res. 2022 Dec;17(12):2661-2663. doi: 10.4103/1673-5374.342678.

Ferndndez-Castafieda A, et al. The active contribution of OPCs to neuroinflammation is mediated by LRP1. Acta
Neuropathol. 2020 Feb;139(2):365-382. doi: 10.1007/s00401-019-02073-1.

Haroon A, et al. Unlocking the Potential: immune functions of oligodendrocyte precursor cells. Front Immunol.
2024 Jul 9:15:1425706. doi: 10.3389/fimmu.2024.1425706.

Kirby L, et al. Oligodendrocyte precursor cells present antigen and are cytotoxic targets in inflammatory
demyelination. Nat Commun. 2019 Aug 29;10(1):3887. doi: 10.1038/s41467-019-11638-3.
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Kirby L, Castelo-Branco G. Crossing boundaries: Interplay between the immune system and oligodendrocyte
lineage cells. Semin Cell Dev Biol. 2021 Aug:116:45-52. doi: 10.1016/j.semcdb.2020.10.013.

Martin BN, et al. T cell-intrinsic ASC critically promotes T(H)17-mediated experimental autoimmune
encephalomyelitis. Nat Immunol. 2016 May;17(5):583-92. doi: 10.1038/ni.3389.

Olcum M, Tastan B, Kiser C, Genc S, Genc K. Microglial NLRP3 inflammasome activation in multiple sclerosis. Adv
Protein Chem Struct Biol. 2020;119:247-308. doi: 10.1016/bs.apcsb.2019.08.007.

Palhol JSC, et al. Direct association with the vascular basement membrane is a frequent feature of myelinating
oligodendrocytes in the neocortex. Fluids Barriers CNS. 2023 Apr 3;20(1):24. doi: 10.1186/s12987-023-00425-4.

3, Van-e arra adat, hogy ugyanazon tumor attétje mas mintazatot mutat az attétes szervtdl
fligg6en? Azaz egy melanoma vagy emldkarcindma attét miRNS mintazata mas pl. a tiidében mint
az agyban? Ennek biomarker jelentésége is lehetne.

Szamos tanulmdny probalt valaszt taldlni arra a kérdésre, hogy melyek azok a tulajdonsagok,
molekuldris mintazatok, amelyek meghatdrozzak a tumorsejtek agyi metasztatikus képességét, és
elkllonitik 6ket egyrészt a primér daganat sejtjeit6l, mdsrészt azoktdl a tumorsejtektél, amelyek mas
szervek irdnt mutatnak affinitast. Ezeknek a kiulonbségeknek diagnosztikus, de akar terdpids
jelent6sége is lehetne.

Ebben a tekintetben a kiilénb6z6 vizsgalatok szamos sejtfelszini és szekretalt molekuldt, valamint
miRNS-t azonositottak, azonban a kilonb6z6 tanulmanyok eredményei kevés atfedést mutatnak
egymassal, és klinikai relevancidgjuk még nem nyert bizonyitast. Agyi metasztatikus sejtekre
specifikusnak irtdk le példaul a STEGALNACS (N-acetilgalaktozaminid a-2,6-szialiltranszferaz 5) vagy
az S katepszin magas expresszidjat emlSkarcindma-sejtekben, illetve a PLEKHAS (pleckstrin homology
domain containing A5) jelenlétét melandmaban. Az eredmények azonban nem kell6en meggy6z6ek.
EmlSkarcindma-eredet(i agyi metasztazisokat vizsgalva példaul a STEGALNACS az esetek csupan 23%-
aban volt jelen (Bos és mtsai).

Forrasok:

Bos PD, et al. Genes that mediate breast cancer metastasis to the brain. Nature. 2009 Jun 18;459(7249):1005-9.
doi: 10.1038/nature08021.

Jilaveanu LB, et al. PLEKHAS as a biomarker and potential mediator of melanoma brain metastasis. Clin Cancer
Res. 2015 May 1;21(9):2138-47. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-14-0861.

Sevenich L, et al. Analysis of tumour- and stroma-supplied proteolytic networks reveals a brain-metastasis-
promoting role for cathepsin S. Nat Cell Biol. 2014 Sep;16(9):876-88. doi: 10.1038/ncb3011.

A miRNS-ek kozott is — amelyek akar a vérbdl is kimutathatdk — szdmos olyan van, amelyet agyi
metasztazisok kialakuldsdval hoztak dsszefliggésbe. A lista folyamatosan n6, azonban egyel6re még
nem korvonalazédott egy olyan miRNS-profil, amely a klinikumban alkalmazhaté lenne diagnosztikus
vagy prognosztikus markerként. Ennek tobb oka van, amelyek egyrészt technikai jellegliek, és az

4
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alkalmazott modellek, moddszerek és paradigmak kilonboz6ségébdl fakadnak. Masrészt a
tumorsejtek heterogenitdsa és plaszticitdsa, valamint a metasztatikus folyamat komplexitasa okozza
azt, hogy az adatok nehezen 6sszehasonlithatdk, hiszen a tumorsejtek folyamatosan alkalmazkodnak
a valtozo kornyezeti korilményekhez.

Ennek megfelel6en, noha szdmos Osszefoglalé tanulmany sziletett az utdbbi idében az agyi
metasztazisokban szerepet jatszé miRNS-ekrdl (csak 2024-ben legaldbb négy), ezek csupdn egymassal
tobbé-kevésbé atfedd listdkat tartalmaznak anélkil, hogy egy egyértelm( irdnyt mutatnanak a
klinikai fejlesztések szamara.

Sajat kisérleteinkben is teljesen eltéré miRNS vdltozasokat tudtunk kimutatni az egerek vérébdl a
kilonb6z6 id6pontokban az agyi attétek kialakuldsa és novekedése soran. Ezért részletes
kutatasainkat elsGsorban az agyi attétképzés egy sz(ik idGintervallumara fékuszaltuk, amikor még
klinikai korilmények kozott mas maddszerrel nem lennének detektalhatdk a tumorsejtek az agyban.
Vizsgalatainkat azonban mi sem vittik el transzlacids iranyba, aminek egyik oka az volt, hogy féleg
olyan miRNS-eket azonositottunk, amelyeknek szintje nem nétt, hanem csokkent agyi attétes
tumorsejtekkel oltott egerek vérében.

Osszességében tehit elmondhatd, hogy bar egyre tébb informacié all rendelkezésiinkre a
tumorsejtek szervspecifikus metasztatikus mintazatairdl, az azonositott kilénbségek inkabb
statisztikai jellegliek, és az 6sszegylilt adatok egyelGre nem alkalmasak egy megfelel§ érzékenységli
és specificitdsu diagnosztikus teszt kifejlesztésére.

Forrasok:

Beylerli O, et al. MiRNAs as new potential biomarkers and therapeutic targets in brain metastasis. Noncoding RNA
Res. 2024 Feb 23;9(3):678-686. doi: 10.1016/j.ncrna.2024.02.014.

Guan C, Zhang X, Yu L. A review of recent advances in the molecular mechanisms underlying brain metastasis in
lung cancer. Mol Cancer Ther. 2024 May 2;23(5):627-637. doi: 10.1158/1535-7163.MCT-23-0416.

Hudson K, et al. The role of microRNAs in brain metastasis. J Neurooncol. 2024 Jan;166(2):231-241. doi:
10.1007/s11060-023-04541-x.

Khan MS, Wong GL, Zhuang C, Najjar MK, Lo HW. Crosstalk between breast cancer-derived microRNAs and brain
microenvironmental cells in breast cancer brain metastasis. Front Oncol. 2024 Aug 8:14:1436942. doi:
10.3389/fonc.2024.1436942.

4, Emliti, hogy az agyi metasztazisok kezelésében a kovetkezé években az immunterapiak
jelentésége néni fog. Pontosan milyen immunterapidkra gondol?

Irodalmi adatok alapjan szamos Il. és lll. fazisban lev6é klinikai tanulmany fejez6dott be PD-1
(programmed death 1), annak ligandja, a PD-L1, valamint CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4) gatlészerekkel. Ezek az Un. immunellen6rz6-gatldszerek (immune checkpoint inhibitors)
ugy fejtik ki hatasukat, hogy visszaallitjdk a hatékony tumorellenes T-sejt-valaszt. Altaldnossagban

5
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ezek a leggyakoribb immunonkoldgiai kezelések, bar léteznek egyéb immunterapidk is, mint a
citokinterapia, a vakcindk, amelyek a daganatsejtekre specifikus antigénekkel szembeni
immunvalaszt alakitanak ki, vagy az adoptiv sejttranszfer, amelynek soran a beteg sajat immunsejtjeit
— genetikai moédositas utdn vagy anélkil — szaporitjak fel és juttatjak vissza.

Az immunellen6rzé-gatlészerek koziil megemlithet6é az Atezolizumab PD-L1-inhibitor, a
Pembrolizumab, Camrelizumab és Nivolumab PD-1-gdatlo, valamint az Ipilimumab CTLA-4-inhibitor,
amelyek elsGsorban tlid6karcindma és melandma agyi metasztazisokban bizonyultak hatékonynak.
Az eredmények azt mutatjak, hogy ezek a gatldszerek nem jutnak at az intakt vér—agy gaton, azonban
a vér—tumor barrieren keresztiil megfelel6 hatékonysagot tudnak elérni az agyi tumorban.

Forrasok:

Ahmad A, Khan P, Rehman AU, Batra SK, Nasser MW. Immunotherapy: an emerging modality to checkmate brain
metastasis. Mol Cancer. 2023 Jul 15;22(1):111. doi: 10.1186/s12943-023-01818-7.

Brozos-Vazquez EM, et al. Immunotherapy in patients with brain metastasis: advances and challenges for the
treatment and the application of circulating biomarkers. Front Immunol. 2023 Nov 3:14:1221113. doi:
10.3389/fimmu.2023.1221113.

Horti-Oravecz K, Grolmusz VK. Az immunonkoldgiai kezelések bévil6 lehet&ségei. Magyar Onkoldgia. 2023
67:107-114.

Suay G, et al. Immune checkpoint inhibitors as first-line treatment for brain metastases in stage IV NSCLC patients
without driver mutations. Cancer Lett. 2024 Dec 1:606:217317. doi: 10.1016/j.canlet.2024.217317.

5, Az in vitro vér-agy gat ko-kultira modellben miért kell a tenyészetekhez hidrokortizont adni?

Az agyi endotélsejtek in vitro korilmények kozott konnyen elveszitik barrier tulajdonsagaikat,
els6sorban a szoros kapcsolataikat. Ezért sziikséges Oket egylitt tenyészteni pericitdkkal és
asztrocitakkal, illetve olyan 0Osszetétell tapfolyadékot alkalmazni, amely segiti a tight junction
fehérjék expresszidjat, valamint a szoros kapcsolatok érését.

A hidrokortizonrdél mar 1998-ban kimutattdk, hogy stimuldlja az agyi endotélsejt-tenyészetek barrier
tulajdonsagait (Hoheisel és mtsai.). A 2000-es évek kozepén deriilt ki ennek mechanizmusa, vagyis
hogy a hidrokortizon és mas glukokortikoidok is novelik az okkludin és a klaudin-5 expresszidjat és
junkciondlis lokalizacidjat agyi endotélsejtekben. A klaudin-5 promdterében azonositottak a GRE
(glucocorticoid-responsive element) régidkat (Burek és Forster), mig az okkludin promédterében egy
40 bp hosszusagu occludin enhancer element régio a felel6s a glukokortikoid-indukalta génatirdsért
(Felinski és mtsai.).

A hidrokortizonon kivil a cAMP-szint fokozdasa jarul jelent6sen hozza a transzendotelidlis elektromos
ellendllas névekedéséhez, amelyet egy sejtpermedbilis cCAMP-analég és egy foszodiészteraz gatldszer
adagolasaval érjuk el. Ujabb kutatdsok azt igazoltak, hogy a cAMP szignalizacié mellett a Wnt/pB-
katenin jelatvitel erdsitése, illetve a TGF-B Utvonal gatldsa szinergisztikus hatasu a barrier
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tulajdonsagok indukaldsaban agyi endotélsejtek esetében. Ez tlikroz6dik az Intézetliinkben, a Deli
Madria csoportjaban leirt cARLA-koktél 6sszetételében is, amely a cAMP és a Wnt/B-katenin Utvonalak
aktivatorait és a TGF-B Utvonal gatldszerét tartalmazé kis molekuldkat tartalmaz, és amely vér—agy
gat tulajdonsdgokat indukal &ssejt-eredetl endotélsejtekben (Porkolab és mtsai.).

Forrasok:

Burek M, Forster CY. Cloning and characterization of the murine claudin-5 promoter. Mol Cell Endocrinol. 2009
Jan 27;298(1-2):19-24. doi: 10.1016/j.mce.2008.09.041.

Calabria AR, Weidenfeller C, Jones AR, de Vries HE, Shusta EV. Puromycin-purified rat brain microvascular
endothelial cell cultures exhibit improved barrier properties in response to glucocorticoid induction. ) Neurochem.
2006 May;97(4):922-33. doi: 10.1111/j.1471-4159.2006.03793.x.

Hoheisel D, et al. Hydrocortisone reinforces the blood-brain properties in a serum free cell culture system.
Biochem Biophys Res Commun. 1998 Jun 18;247(2):312-5.

Felinski EA, Cox AE, Phillips BE, Antonetti DA. Glucocorticoids induce transactivation of tight junction genes
occludin and claudin-5 in retinal endothelial cells via a novel cis-element. Exp Eye Res. 2008 Jun;86(6):867-78. doi:
10.1016/j.exer.2008.01.002.

Forster C, et al. Occludin as direct target for glucocorticoid-induced improvement of blood-brain barrier properties
in a murine in vitro system. J Physiol. 2005 Jun 1;565(Pt 2):475-86. doi: 10.1113/jphysiol.2005.084038.

Porkoldb G, et al. Synergistic induction of blood—brain barrier properties. Proc Natl Acad Sci U S A. 2024 May
21;121(21):e2316006121. doi: 10.1073/pnas.2316006121.

6, Miért a periférias idegsériilés modellt alkalmaztdk a neurovaszkularis egység sejtjeinek
inflammaszéma aktivacié vizsgalatara? Vajon mas eredményt kaptak volna, ha a modell
gyulladassal kapcsolatos (pl. EAE)?

Modellvalasztasunkat az indokolta, hogy periférias idegsériilésben is van kdzponti idegrendszeri
gyulladas, amelynek f6 sejtes elemei a mikrogliasejtek (Négradi és mtsai.), azonban épp a mi
kisérleteink vilagitottak ra arra, hogy a mikroglia aktivacidé csak az idegsejtekben kialakulé
inflammaszdma aktivacié utan, valdszinlileg annak hatasara kévetkezik be.

EAE egérmodellben, illetve sclerosis multiplex-ben, a gyulladdsos folyamat — legaldbbis részben —
masképp zajlik le a nagyszamu bearamlé limfocita miatt. Ebben a modellben mar régebb 6ta ismert
az NLRP3 inflammaszéma szerepe, amelyet T-sejtekben és mikrogliasejtekben irtak le, és amelynek
gatldasa jelent6sen csokkentheti a neuronok sérilését, a demielinzaciét, az oligondendrocitak
pusztuldsat és a kognitiv zavarok kialakuldsat.

Ugyanakkor a periférids idegsérilés vizsgalatara iranyuld kisérletsorozat egy, a Biofizikai Intézeten
belili kollaboracio keretében valdsult meg Siklds LaszIlo csoportjaval, igy a modellvalasztdas masik oka
az intézeten bellli szinergidk erdsitése volt.
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Forrasok:

Barclay W, Shinohara ML: Inflammasome activation in multiple sclerosis and experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE). Brain Pathol. 2017 Mar;27(2):213-219. doi: 10.1111/bpa.12477.

Hou B, et al. Inhibition of the NLRP3-inflammasome prevents cognitive deficits in experimental autoimmune
encephalomyelitis mice via the alteration of astrocyte phenotype. Cell Death Dis. 2020 May 15;11(5):377. doi:
10.1038/s41419-020-2565-2.

Hou B, et al. Inhibiting the NLRP3 inflammasome with MCC950 alleviates neurological impairment in the brain of
EAE mice. Mol Neurobiol. 2024 Mar;61(3):1318-1330. doi: 10.1007/s12035-023-03618-y.

Inoue M, et al. Interferon-f therapy against EAE is effective only when development of the disease depends on
the NLRP3 inflammasome. Sci Signal. 2012 May 22;5(225):ra38. doi: 10.1126/scisignal.2002767.

Martin BN, et al. T cell-intrinsic ASC critically promotes T(H)17-mediated experimental autoimmune
encephalomyelitis. Nat Immunol. 2016 May;17(5):583-92. doi: 10.1038/ni.3389.

Nogradi B, et al. Diazoxide blocks or reduces microgliosis when applied prior or subsequent to motor neuron injury
in mice. Brain Res. 2020 Aug 15:1741:146875. doi: 10.1016/].brainres.2020.146875.

Olcum M, Tastan B, Kiser C, Genc S, Genc K. Microglial NLRP3 inflammasome activation in multiple sclerosis. Adv
Protein Chem Struct Biol. 2020;119:247-308. doi: 10.1016/bs.apcsb.2019.08.007.

7, Erdekes uj adat, hogy a vér-agy git molekularis felépitése kiilonbozik az agyi fehér- és
sziirkedllomanyban. Ezzel kapcsolatban lenne néhany kérdésem.

(i) Van-e arra adat, hogy hasonlo eltérés észlelhetd a gerincvel6-vér barrier vonatkozasaban? Vajon
a mély sziirkedllomanyi magvak a fehérallomanyhoz vagy a kéreghez hasonlitanak ebben a
vonatkozasban?

(ii) Tovabba, a szerz6 emliti a sclerosis multiplexet. Jol ismertek az SM lézidk predilekcios teriiletei,
melyet a diagnosztikaban is alkalmazunk. Erdemes lenne e teriileteket pl. a periventricularis régiot
megvizsgalni. Szintén érdekes lenne megvizsgalni azokat az SM lézidkat, melyek érintik a fehér- és
sziirkedllomanyt is (,leuko-kortikalis léziok”) posztmortem mintdakbol QPCR-ral vagy
szekvenalassal e molekulak expresszidjara vonatkozéan.

(iii) Lehetsges-e, hogy a metasztazisok lokalizaciéjatol fiiggéen (kéreg, fehérallomany) a
neurovaszkularis egység funkcidja is differencialtan valtozk.

(i) A vér—gerincvel6 barriert 2012-ben vizsgaltdk részletesen, és megallapitottdk, hogy kissé
atjarhatdébb, mint a vér—agy gat, ami szoros Osszefliggésben all az erek pericita lefedettségében
tapasztalhato regionalis kiilonbségekkel. Ennek megfelelGen, a sziirkedllomanyt tekintve, a lumbaris
és a cervikalis gerincvel6ben a legmagasabb az erek permeabilitasa, ezt kdveti a hati gerincveldi
szakasz, majd az agyi régiok, amelyek kozil az agykérget, a nucleus caudatust és a hippokampuszt
vizsgaltak. Epp ennek megfelelSen alakul az egyes régidkban az erek pericita lefedettsége, vagyis a
lumbaris gerincvel6ben a legalacsonyabb, mig az agyban a legnagyobb. Ebben a tanulmanyban nem
hasonlitottak 6ssze a gerincvelGi fehér- és sziirkeallomanyban az erek barrier tulajdonsagait, azt
azonban megfigyelték, hogy mindharom gerincvel6szakaszon nagyobb az erek pericita lefedettsége
a fehérallomanyban, mint a szlirkedllomanyban. Ez arra utal, hogy valdszinlileg a vér—gerincvel6
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barrierre is igaz, hogy a fehérdllomanyban kevésbé permeadbilis, mint a szlirkedllomanyban, ahogyan
mi is tapasztaltuk az agy esetében.

Forras:

Winkler EA, Sengillo JD, Bell RD, Wang J, Zlokovic BV. Blood-spinal cord barrier pericyte reductions contribute to
increased capillary permeability. J Cereb Blood Flow Metab. 2012 Oct;32(10):1841-52. doi:
10.1038/jcbfm.2012.113.

A szubkortikalis szlirkeallomanyi vér—agy gat sajatossagairdl sajnos nem talaltam irodalmi adatokat.

(ii) Fontos megjegyezniink, hogy a fehéradllomany sem egy egységes struktura, és hogy
kisérleteinkben csak a corpus callosumot vizsgaltuk meg, mig mas régidkat, mint a capsula interna és
externa, valamint a periventrikuldris és szubkortikalis fehérallomany, nem tanulmanyoztuk. Ez azért
is fontos, mert utébbi példaul jelentésen kilonbozik az ember és az egér kozott relativ méreteit
tekintve. Nem tudjuk, hogy a kiilonb6z6 fehérallomanyi régiok kozott van-e kiilonbség a vér—agy gat
ateresztGképességének tekintetében sem egészséges, sem patoldgids korilmények kozott. A
sclerosis multiplex 1ézidk vizsgdlata valéban érdekes lehet ebben a tekintetben ugy a
fehérallomanyban, mint a szlirkedllomanyban.

(iii) Ami az agyi metasztazisok heterogenitasat illeti a vér—tumor gat atereszt6képességének
tekintetében, bar jelentds eltérések tapasztalhatok az egyes 1ézidk kozott egy agyon belil is, nem
irtak le Osszefliggést a permeabilitds és a |ézid lokalizacidja kozott sem egérmodellben, sem
radiolégiai megfigyelésekben. Feltételezhet6en a tumorsejtek hatasa ebben az esetben jobban
érvényesil, mint az eredeti mikrokdrnyezeté. Azt viszont tudjuk, hogy az attétek leggyakrabban a
fehér- és a szlirkedllomany hataran alakulnak ki valdszinlsithet6en azért, mert a szlirkeallomany feldl
érkezG egyenes lefutasu erek a fehérallomanyt elérve kanyargdsakka valnak (Nonaka és mtsai.)

Forrasok:

Grand S, Pasteris C, Attye A, Le Bas JF, Krainik A. The different faces of central nervous system metastases. Diagn
Interv Imaging. 2014 Oct;95(10):917-31. doi: 10.1016/j.diii.2014.06.014.

Lockman PR, et al. Heterogeneous blood-tumor barrier permeability determines drug efficacy in experimental
brain metastases of breast cancer. Clin Cancer Res. 2010 Dec 1;16(23):5664-78. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-10-
1564.

Nonaka H, et al. The microvasculature of the cerebral white matter: arteries of the subcortical white matter. J
Neuropathol Exp Neurol. 2003 Feb;62(2):154-61. doi: 10.1093/jnen/62.2.154.
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8, Vizsgdlatok torténtek a PACAP, EM-2 és KYNA analégok, vér-agygatra gyakorolt hatdsardl
részben gliikéz megvonasos kisérletekben. Térténtek-e vizsgalatok gyulladasos in vitro illetve in
vivo modellekben?

llyen kisérleteket mi nem végeztiink, hiszen amikor ezek az eredmények sziilettek, még nem
foglalkoztunk behatdan a gyulladdsos folyamatokkal. A PACAP-rél azonban tudjuk, hogy egy potens
gyulladascsokkentd és neuroprotektiv polipeptid, és ezt els6sorban a cAMP jelatvitel aktivalasan
keresztil éri el, akdrcsak a vér—agy gatra kifejtett protektiv hatasat. A kinurénsav is egy ismert
neuroprotektiv és immunmodulator szer, mig az endomorfinok elsésorban fajdalomcsillapitd
hatasukrél ismertek, de rendelkeznek gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal is. Az EM-2- és a KYNA-
analogok esetén a vér—agy gatra kifejtett hatasokat kevéssé vizsgaltuk. Ezekben a kisérletekben arra
fokuszaltunk, hogy olyan analdgokat talaljunk, amelyek jobban atjutnak a vér—agy gaton, mint az
eredeti molekula anélkil, hogy a mddositas karosan befolydsolnd eredeti hatasukat. A KYNA-
analégokat tekintve ez a munka azéta is folyik, és kollaboracids partnereinkkel azon dolgozunk, hogy
megtalaljuk azt az idedlis molekuldt, amely a legjobb vér—agy gaton valé permeabilitassal és magas
bioaktivitassal rendelkezik.

Forrasok:

Jessop DS. Endomorphins as agents for the treatment of chronic inflammatory disease. BioDrugs. 2006;20(3):161-
6. doi: 10.2165/00063030-200620030-00003.

Lee EH, Seo SR. Neuroprotective roles of pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide in neurodegenerative
diseases. BMB Rep. 2014 Jul;47(7):369-75. doi: 10.5483/bmbrep.2014.47.7.086.

Vaudry D, et al. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide and its receptors: 20 years after the discovery.
Pharmacol Rev. 2009 Sep;61(3):283-357. doi: 10.1124/pr.109.001370.

Vécsei L, Szalardy L, Fiilop F, Toldi J. Kynurenines in the CNS: recent advances and new questions. Nat Rev Drug
Discov. 2013 Jan;12(1):64-82. doi: 10.1038/nrd3793.

9, Van-e kisérletes adat a PACAP hatasardl agyi metasztazisban?

A PACAP hatdsardl agyi metasztazisokban nem talaltam adatokat, azonban érdekes megfigyeléseket
tettek glioblasztémaban — amely a primér agyi daganatok kozil a leggyakoribb és legrosszabb
progndzisu —, valamint az agyi metasztazisok kialakulasaért felel§s primér daganatokban.

Altaldnos szabalyként elmondhatd, hogy a tumorsejtek nagy mennyiségben expresszaljak a PACAP

receptorait, azonban a PACAP, ill. a vele rokon VIP hatdsa nagyon eltér6 lehet a kiilonb6z6
daganatsejteken. Tlid&-adenokarcindma-, valamint emlékarcindma-sejtek esetében

proliferaciéfokozédast irtak le PACAP/VIP hatasara, mig kissejtes tud&karcindma, melandma,
valamint glioblasztéma sejteken épp ellenkezé hatast tapasztaltak.

10
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Forrasok:

D'Amico AG, et al. Multimodal role of PACAP in glioblastoma. Brain Sci. 2021 Jul 28;11(8):994. doi:
10.3390/brainsci11080994.

Hajdu T, et al. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide has inhibitory effects on melanoma cell
proliferation and migration in vitro. Front Oncol. 2021 Sep 20:11:681603. doi: 10.3389/fonc.2021.681603.

Moody TW, Nuche-Berenguer B, Jensen RT. Vasoactive intestinal peptide/pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide, and their receptors and cancer. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes. 2016 Feb;23(1):38-47. doi:
10.1097/MED.0000000000000218.

10, A szerz6 kimutatta, hogy az inflammaszéma aktivalodas hatasara csokken a szoros kapcsolatok
fehérjéinek mennyisége. Majd vizsgalta az inflammaszoma aktivalédast agyi attétek
kornyezetében. Azt is kimutatta, hogy az NLRP3 gatlasa csokkenti a daganatok novekedését.
Erdekes médon, arra nem talaltam adatot a tézisben, hogy e két folyamat kapcsolatban lehet-e, és
vajon az NLRP3 gatlas csokkenti-e a daganatsejtek transzmigracidjat a vér-agy gat fehérjéinek
protekcidjaval?

«se

reakcié akkor jelent meg, amikor a tumorsejtek mar atjutottak a vér—agy gaton, és az agyszévetben
kapcsolatba keriiltek az agyi sejtekkel. Ezek alapjan a transzmigracié folyamatat ez a jelenség
valdszinlileg nem befolydsolja. EttSl fliggetlentl, a gyulladdsos reakcidék — els6sorban az adhézids
molekuldk expresszidjanak novelése révén — valdban novelik a metasztatikus sejtek letapadasat az
agyi endotélsejtekhez, és ezdltal fokozzak a transzmigracioét is. Gyulladdsos mediatorokat — példaul
TNF-a-t vagy IL-1B-t — maguk a tumorsejtek is termelhetnek, el6segitve atvandorlasukat az agyi
endotéliumon. Azt is leirtdk, hogy metasztatikus emlékarcindma-sejtekben az NLRP3 inflammaszdéma
is aktivalodhat, amely noveli invazios képességiiket, azonban agyi attétképzéssel ezt kozvetlenil még
nem hoztak 6sszefliggésbe.

Forrasok:

Motallebnejad P, Rajesh VV, Azarin SM. Evaluating the role of IL-1B in transmigration of triple negative breast
cancer cells across the brain endothelium. Cell Mol Bioeng. 2021 Oct 26;15(1):99-114. doi: 10.1007/s12195-021-
00710-y.

Rai S, Nejadhamzeeigilani Z, Gutowski NJ, Whatmore JL. Loss of the endothelial glycocalyx is associated with
increased E-selectin mediated adhesion of lung tumour cells to the brain microvascular endothelium. J Exp Clin
Cancer Res. 2015 Sep 25:34:105. doi: 10.1186/s13046-015-0223-9.

Sikpa D, et al. Cerebrovascular inflammation promotes the formation of brain metastases. Int J Cancer. 2020 Jul
1;147(1):244-255. doi: 10.1002/ijc.32902.

Soto MS, Serres S, Anthony DC, Sibson NR. Functional role of endothelial adhesion molecules in the early stages
of brain metastasis. Neuro Oncol. 2014 Apr;16(4):540-51. doi: 10.1093/neuonc/not222.

Wang K, et al. Inflammatory environment promotes the adhesion of tumor cells to brain microvascular endothelial
cells. Front Oncol. 2021 Jun 16;11:691771. doi: 10.3389/fonc.2021.691771
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Wang Y, et al. NLRP3 induces the autocrine secretion of IL-1B to promote epithelial-mesenchymal transition and
metastasis in breast cancer. Biochem Biophys Res Commun. 2021 Jun 30:560:72-79. doi:
10.1016/j.bbrc.2021.04.122.

11, Leirta az agyi endotélsejtek és pericitdk TLR és NLR mintazatat. Van-e adat nem agyi
endotélsejtek és pericitdk hasonlé feltérképezésére. Ha igen, kiilonbozik-e ez az agyi erektdl, és
sugall-e mechanisztikus eltérést?

Hasonldan atfogd jellemzést nem talaltam sem periférias endotélsejtek, sem periférids pericitdk TLR-
és NLR-mintazatanak tekintetében. Jellemz&en inkabb egy-egy specifikus TLR vagy NLR expresszidjat
és annak funkcidjat szoktdk megvizsgdlni, igy csak arrdl dlinak rendelkezésiinkre adatok, hogy mely
receptorok vannak biztosan jelen egy-egy sejttipusban. igy példdul a TLR4 expresszidja altalanosnak
tlinik a kiilonb6z6 szervekben Ugy endotélsejtekben, mint pericitdkban. Hasonlé mondhaté el a TLR2-
rélis, mig az NLR-ek koziil az NLRP3-at irtak le a legtobb vaszkularis sejtben.

Ma mar egyre nagyobb szdmban dallnak rendelkezéslinkre proteomikai és transzkriptomikai
adatbazisok, igy ezekben is prébaltam tajékozddni a kérdésrdl. A ,, The Human Protein Atlas” adatai
alapjan a TLR-ek koziil szinte kizardlag TLR4 expresszalddik endotélsejtekben, legnagyobb mértékben
a majban, a szivben és a tlid6ben, azonban meg kell emliteniink, hogy agyi endotélsejtekben egyik
TLR-t sem jeleniti meg ez az adatbazis. Ennek valdszinlleg az alacsony expresszid az oka, hiszen egy
masik online adatbazisban, amely agyi vaszkularis és gliasejtek transzkriptomikai adatait tartalmazza
(https://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html), ugyan hasonlé TLR-mintazat latszik az
agyi pericitdkban és endotélsejtekben, mint a sajat adatainkbdl, azonban ezen receptorok
alapexpresszidja alacsony sok mas gén kifejez6déséhez viszonyitva. Ugyanezen adatbazisban a tidé
vaszkularis sejtjei nem mutatnak jelentds eltérést az agyi sejtekhez képest a TLR-expresszid
tekintetében.

Gyulladdsos koriilmények kozott azonban — ahogy kordbban mi is kimutattuk agyi endotélsejtekben
—a TLR-ek és NLR-ek expresszidja jelent6sen fokozddik.

Mindezen adatok azt erGsitik meg, hogy a gyulladdsos receptorok fizioldgias korlilmények kozott
alacsony szinten expresszalddnak endotélsejtekben és pericitakban, és a rendelkezéslinkre allé
adatok nem alkalmasak szervek kozotti 6sszehasonlitd elemzések elvégzésére.

Forrasok:

Stierschneider A, Wiesner C. Shedding light on the molecular and regulatory mechanisms of TLR4 signaling in
endothelial cells under physiological and inflamed conditions. Front Immunol. 2023 Nov 24:14:1264889. doi:
10.3389/fimmu.2023.1264889.

Sajat publikaciok:
Nagyoszi P, et al. Expression and regulation of toll-like receptors in cerebral endothelial cells. Neurochem Int. 2010
Nov;57(5):556-64. doi: 10.1016/j.neuint.2010.07.002.
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Nagydszi P, et al. Regulation of NOD-like receptors and inflammasome activation in cerebral endothelial cells. J
Neurochem. 2015 Nov;135(3):551-64. doi: 10.1111/jnc.13197.

Nyul-Téth A, et al. Expression of pattern recognition receptors and activation of the non-canonical inflammasome
pathway in brain pericytes. Brain Behav Immun. 2017 Aug:64:220-231. doi: 10.1016/j.bbi.2017.04.010.

12, Izgalmas része a tézisnek az endotélsejt-pericita kommunikacié, és a gyulladasos jelek
kozvetitése a pericita tapfolyadék kisérletekben. De milyen faktorok kézvetitik ezeket a jeleket.
Torténtek-e vizsgalatok pl. citokin, omics (proteomika, metabolomika, EV, miRNS)?

llyen vizsgdlatokat sajnos nem végeztiink. Annyit tudunk, hogy az aktivdlé sejtekbdl (azaz az
endotélsejtekbdl, amikor az endotél—pericita informacidatadast vizsgaltuk, illetve a pericitakbdl,
amikor a pericitdkrdl az endotélsejtek irdnydba torténd kommunikaciot néztiik) az inflammaszéma
aktivacié hatdsdra IL-1B szabadul fel, valamint mas citokineket is szekretdlnak az ily médon aktivalt
sejtek.

Egy kordbbi vizsgalatban agyi endotél—pericita—asztrocita ko-kultirakat stimuldltak LPS-sel, és hat
citokin megjelenését vizsgaltak a feltluszokbdl (Banks és mtsai.). Ezek az IL-6 és -8, az MCP, a TNF-q,
a G-CSF és a GM-CSF voltak. Mivel egér endotélsejteket, valamint human pericitdkat és asztrocitdkat
hasznaltak, el tudtak kiloniteni, hogy mely sejtek milyen citokineket termelnek, illetve hogy azok az
endotélréteg luminalis vagy abluminadlis oldalan jelennek meg. Megallapitottak, hogy az
endotélsejtek mindkét irdnyba szekretdltak citokineket, mig a pericita—asztrocita-eredetliek
megjelentek a lumindlis oldalon is.

Egy madsik tanulmdanyban (Smyth és mtsai.) kilon vizsgdltdak az agyi endotélsejtek és pericitak
gyulladdsos medidtorokra adott valaszat a szekretdm citokin array segitségével torténd analizisével.
A felszabaduld citokinek az adhéziés molekuldk expresszidjanak novekedését, a vér—agy gat
megnyildsat és az immunsejtek agyba valé bedramlasat okozhatjak.

Gyulladdsos korilmények kdzo6tt azonban a sejtek nemcsak szolubilis mediatorokat bocsathatnak ki,
hanem példaul extracelluldris vezikulakat is. Az inflammaszomak aktivaldsa nagy valdszin(iséggel
elGsegiti az exoszémak felszabaditasat, ugyanakkor a mas sejtekbdl szarmazd exoszomak felvétele
befolyasolhatja az inflammszédma aktivacié folyamatat. Mindezekrél azonban keveset tudunk a
neurovaszkularis egység sejtjeinek tekintetében.

Ami viszont viszonylag jol karakterizalt, az az endotél—pericita jelatvitel fizioldgids korilmények
kozott, bar sajat megfigyeléseink arra utalnak, hogy ezen a terileten is taldlhatunk még ujdonsagokat
(példaul az IGF2—IGF-1R kapcsan). Ami kdzismert, az az N-cadherin és a réskapcsolatokon keresztiili
kapcsolédas, illetve a PDGF-B-PDGFRB, az Ang-1-Tie2, vitronektin—integrin, valamint a Notch
jelatvitel. A TGF-B szignalizacidrél sokdig azt tartottak, hogy javitja az endotélsejtek barrier
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tulajdonsagait, azonban sajat adataink és az Ujabb szemlélet szerint a magas TGF-B koncentracio
ellenkez6 hatassal bir.

Osszességében tehat pontos adatokkal nem rendelkeziink az endotélsejtek és a pericitak kdzotti
informdcidéatadas mediatorairdl gyulladasos korilmények kozott, de szamos citokin biztosan részt
vesz a folyamatban. Ugyanakkor mas szolubilis faktoroknak és valdszinlleg az extracelluldris
vezikuldknak is, valamint a kozvetlen sejtkapcsolatokon keresztiili kommunikaciénak is fontos
szerepe lehet.

Forrasok:

Ayloo S, et al. Pericyte-to-endothelial cell signaling via vitronectin-integrin regulates blood-CNS barrier. Neuron.
2022 May 18;110(10):1641-1655.e6. doi: 10.1016/j.neuron.2022.02.017.

Banks WA, Kovac A, Morofuji Y. Neurovascular unit crosstalk: Pericytes and astrocytes modify cytokine secretion
patterns of brain endothelial cells. J Cereb Blood Flow Metab. 2018 Jun;38(6):1104-1118. doi:
10.1177/0271678X17740793.

Li G, Gao J, Ding P, Gao Y. The role of endothelial cell-pericyte interactions in vascularization and diseases. J Adv
Res. 2025 Jan:67:269-288. doi: 10.1016/j.jare.2024.01.016.

Noonin C, Thongboonkerd V. Exosome-inflammasome crosstalk and their roles in inflammatory responses.
Theranostics. 2021 Mar 4;11(9):4436-4451. doi: 10.7150/thno.54004.

Smyth LCD, et al. Unique and shared inflammatory profiles of human brain endothelia and pericytes. J
Neuroinflammation. 2018 May 11;15(1):138. doi: 10.1186/s12974-018-1167-8.

13, A tumorsejtek koril tobbszoros lumennel rendelkez6 erek alakulnak ki a migracié elo6tt.

7 _sr

Vizsgaltak-e illetve van-e adat arra, hogy a tumorsejteket termelnek-e ezt el6idézé vaszkularis
faktorokat?

Azt, hogy milyen szekretalt faktorok allhatnak a hattérben, nem tudjuk pontosan, de egyértelmien
latszik a konfokalis és az elektronmikroszkdpos felvételeken is, hogy az endotélsejtek képesek
nyulvanyokat bocsatani az érlumenbe, kérbefogni a tumorsejteket és ezaltal tobbszérds lumennel
rendelkezé ereket kialakitani. Ez a folyamat leginkdbb az intuszszuszceptiv angiogenézis els6
|[épéséhez hasonlit, azonban nem tudjuk, hogy a tumorsejtek atvandorldsa utdn a teljes folyamat
lezajlik-e, hiszen ilyet nem figyeltliink meg.

Az intuszszuszceptiv angiogenézist a turbulens aramlas, szamos novekedési faktorhoz kétott jelatvitel
—mint példdul az Ang-1-Tie2, a PDGF-B—PDGFRp, az FGF-FGFR, az ephrin—Eph, valamint a VEGF-Flk-
1 —, illetve matrix metalloproteinazok indukdalhatjak. Az 3ltalunk megfigyelt jelenségben ezek
barmelyike kulcsszerepet jatszhat.

Forrasok:

Du Cheyne C, Smeets M, De Spiegelaere W. Techniques used to assess intussusceptive angiogenesis: A systematic
review. Dev Dyn. 2021 Dec;250(12):1704-1716. doi: 10.1002/dvdy.382.
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Pandita A, et al. Intussusceptive angiogenesis in human metastatic malignant melanoma. Am J Pathol. 2021
Nov;191(11):2023-2038. doi: 10.1016/j.ajpath.2021.07.009.

Saravanan S, Vimalraj S, Pavani K, Nikarika R, Sumantran VN. Intussusceptive angiogenesis as a key therapeutic
target for cancer therapy. Life Sci. 2020 Jul 1:252:117670. doi: 10.1016/].1fs.2020.117670.

14, Az endotélsejtek szoros kapcsolataira a melanéma és eml6karcindma sejtek masképp hatnak.

7 77

Kapcsolatban lehet ez az eltéré miRNS profillal?

A pontos mechanizmust ebben az esetben sem ismerjik, de feltételezhet6en az adhéziés molekuldk,
a szekretalt protedzok és akar a miRNS-ek eltérd profilja is meghatarozé jelentdséggel birhat abban,
hogy a melandmasejtek hatékonyabban szakitjak fel az endotelidlis junkcidkat, mint az
eml6karcindma-sejtek. Sajat kutatdsaink az N-kadherinre fdkuszaltak, amely el8segiti a
melandmasejtek beintegraldddsat az endotélsejtek kozé, mig emlGkarcindma-sejtek esetén nem
jatszik szerepet az érfalon valé atvandorldsban (Herman és mtsai.).

Ami a proteolitikus enzimeket illeti, a matrix metalloproteindzok (els6sorban az MMP-1, -2, 9, MT1-
MMP, valamint az ADAM) fokozott aktivitasat mindkét sejttipusban leirtak, és ezek hasithatjak a
junkcionalis fehérjéket. A cathepsin S — amely a JAM-B tight junction fehérjét bontja — épp az
emlékarcindma-sejtek agyi metasztazisképzését segiti. Taldn a szerin protedzok expresszidjaban
lehet a legnagyobb kilonbség a kiillonb6z6 tumorsejtek kozott. Mi kordbban a szepraz szerepét irtuk
le, amely el6segiti a melandmasejtek atvandorlasat az agyi endotélsejteken (Fazakas és mtsai.).
Melandmaban magas a plazminogén aktivator aktivitas is (Perides és mtsai.), mig eml6karcindmaban
épp ennek gatldé molekuldi, a szerpinek expresszalédnak nagyobb mennyiségben, amelyek
ellensulyozzak az asztrocitdk anti-metasztatikus hatasait az agyban (Valiente és mtsai.).

Hogy a konkrét kérdésre valaszoljak, a miRNS-ek egyrészt valdban tumorspecifikusak, masrészt
szerepet jatszanak a szoros kapcsolatok modulalasaban. Ez utébbiakat kdzvetlendil is szabalyozhatjak,
masrészt kdzvetve, mas sejtfelszini molekulak, proteolitikus enzimek vagy gyulladdsos folyamatok
befolyasolasa révén. Példaként emlithet6 a miR-509, amelynek expresszidja csokken agyi
metasztatikus eml6karcinédma-sejtekben a primér tumor sejtjeihez viszonyitva, és amely gatolja a
TNF-q, illetve a RhoC/MMP-9 utvonalat, igy kdzvetve védd hatasu a vér—agy gat megnyilasa ellen
(Xing és mtsai.). Ugyancsak agyi metasztatikus eml6karcindma-sejtekben irtak le a miR-181c-t, amely
a PDPK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1) lebontasaval befolyasolja a junkciondlis
fehérjéket (Tominaga és mtsai.). Erdekes mddon, épp melanéma esetében nem taldltam olyan
mMiRNS-hez kothet6 mechanizmus, amely a szoros kapcsolatok megnyitdasat indukalnd agyi
attétképzés soran.

Ez is azt bizonyitja, hogy a miRNS-ek szerepe még nem kell6en tisztazott ebben a folyamatban.
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Perides G, et al. The fibrinolytic system facilitates tumor cell migration across the blood-brain barrier in
experimental melanoma brain metastasis. BMC Cancer. 2006 Mar 9:6:56. doi: 10.1186/1471-2407-6-56.

Rempe RG, Hartz AMS, Bauer B. Matrix metalloproteinases in the brain and blood-brain barrier: Versatile breakers
and makers. J Cereb Blood Flow Metab. 2016 Sep;36(9):1481-507. doi: 10.1177/0271678X16655551.

Sevenich L, et al. Analysis of tumour- and stroma-supplied proteolytic networks reveals a brain-metastasis-
promoting role for cathepsin S. Nat Cell Biol. 2014 Sep;16(9):876-88. doi: 10.1038/ncb3011.

Tominaga N, et al. Brain metastatic cancer cells release microRNA-181c-containing extracellular vesicles capable
of destructing blood—brain barrier. Nat Commun. 2015 Apr 1:6:6716. doi: 10.1038/ncomms7716.

Valiente M, et al. Serpins promote cancer cell survival and vascular co-option in brain metastasis. Cell. 2014 Feb
27;156(5):1002-16. doi: 10.1016/j.cell.2014.01.040.

Wang J, et al. Targeting microRNAs to regulate the integrity of the blood-brain barrier. Front Bioeng Biotechnol.
2021 Jun 11;9:673415. doi: 10.3389/fbioe.2021.673415.

Xing F, et al. MiR-509 suppresses brain metastasis of breast cancer cells by modulating RhoC and TNF-a. Oncogene.
2015 Sep 10;34(37):4890-900. doi: 10.1038/0nc.2014.412.

Sajat publikaciok:
Fazakas C, et al. Transmigration of melanoma cells through the blood-brain barrier: Role of endothelial tight

junctions  and melanoma-released  serine proteases. PLoS One. 2011;6(6):e20758. doi:
10.1371/journal.pone.0020758.

Herman H, et al. Paracellular and transcellular migration of metastatic cells through the cerebral endothelium. J
Cell Mol Med. 2019 Apr;23(4):2619-2631. doi: 10.1111/jcmm.14156.

15, A szerz6 kimutatta, hogy a tumorsejtek elGszeretettel tapadnak a pericitakra, mig az
endotélsejtekre nem, és az asztrocitdk vonatkozasaban nincs preferencia. Mi lehet ennek a
molekularis hattere? Ez az endotélsejt-pericita eltérés csak az agyi kornyezetre jellemzs?
Kapcsolatban lehet ez az ismertetett nagyon érdekes IGF1, IGF2, IGF-1R eltérésekkel?

A tumorsejtek periférias endotélsejtekre, illetve pericitdkra valé letapadasardl keveset tudunk.
Utébbiak szerepét inkdbb a tumor angiogenézisben vizsgaltak. Ugyanakkor mindenképp figyelembe
kell venni, hogy ebben az esetben Ugy a gazdasejtek, mint a tumorsejtek szamos tulajdonsagukban
eltérnek az agyi megfelelGiktdl.

A tumorsejtek mas sejtekhez vald letapaddsat a sejtek felszinén expresszalt adhéziés molekulak
hatdrozzak meg. Az agyi endotélsejtek egyik jellemzéje, hogy — a periférids endotélsejtektél eltéréen
— kevés E- és P-szelektint, valamint ICAM-1 és VCAM-1 molekuldt expresszdlnak egészséges
kérilmények kozott, és ezt épp a pericitak szabalyozzak. igy valdszindsithetd, hogy a tumorsejtek —a
leukocitdkhoz hasonldéan — kdnnyebben letapadnak a periférids, mint az agyi endotélsejtek felszinére.

Az agyi pericitdk is kevés ICAM-1 és VCAM-1 molekulat expresszalnak, amelyeknek mennyisége
megnd gyulladasban. Azonban kisérleteinkben az eml6karcindma-sejtek nagyobb szamban és
nagyobb erbvel tapadtak ezekhez a sejtekhez, mint az endotélsejtekhez. Ezeknek sem a pontos
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molekularis mechanizmusai, sem a szabalyozdsa nem ismert. Eddig ugyan nem gondoltunk ra, de az
IGF2-nek lehet szerepe ebben, és ezt meg is fogjuk vizsgdlni, hiszen talaltak 6sszefliggést az IGF2
expresszio és az adhézios jelatvitel kozott (Lovett és mtsai.).

Forrasok:

Lovett FA, et al. Convergence of Igf2 expression and adhesion signalling via RhoA and p38 MAPK enhances
myogenic differentiation. J Cell Sci. 2006 Dec 1;119(Pt 23):4828-40. doi: 10.1242/jcs.03278.

Persidsky Y, et al. Dysfunction of brain pericytes in chronic neuroinflammation. J Cereb Blood Flow Metab. 2016
Apr;36(4):794-807. doi: 10.1177/0271678X15606149.

Profaci CP, Muniji RN, Pulido RS, Daneman R. The blood-brain barrier in health and disease: Important unanswered
questions. J Exp Med. 2020 Apr 6;217(4):e20190062. doi: 10.1084/jem.20190062.

Torok O, et al. Pericytes regulate vascular immune homeostasis in the CNS. Proc Natl Acad Sci U S A. 2021 Mar
9;118(10):e2016587118. doi: 10.1073/pnas.2016587118.

16, Adatokkal tamasztja ald, hogy a NLRP3 gatlas csokkenti az agyi metasztazisok szamat, és ez
kapcsolatban lehet az IL-1B csokkenésével. Erdemes lett volna diszkuttalni, hogz IL-1B szignalizacié
antagonizalasa pl. Anakinra, hatékony-e a daganatok/metasztazisok kezelésében?

K6szondm a jogos megjegyzést! Az anakinra, amely egy recombinans human IL-1R antagonista,
valdban nem keril emlitésre a dolgozatban. Kineret markanéven van forgalomban, és reumatoid
artritisz, valamint néhany ritka 6rokletes autoimmun gyulladdsos betegség kezelésére alkalmazzak
szubkutdn injekcid formdjaban. A Sars-CoV-2 4dltal okozott sulyos tlid6gyulladas és szepszis
terdpiajaban is engedélyezték.

Daganatok kezelésére egyel6re még nem vezették be. Azonban az allatkisérletek hatékonynak
bizonyultak, és a klinikai tesztelések is elindultak szamos szolid és hematoldgiai rakos megbetegedés
esetében. Az anakinra kezelést Onmagaban, illetve kemoterapidaval vagy immunterdpidval
kombinacidban tesztelik.

Ami az agyi metasztazisokat illeti, els6ként az a kérdés meriil fel, hogy az anakinra atjut-e a vér—agy
gaton. In vitro eredmények igazoltak, hogy kis (17 kDa-os) méretébdl adéddan 4-7-szer nagyobb
mennyiségben jut at az agyi endotélsejtek rétegén, mint a sokkal nagyobb méretd IL-1B vagy IL-1a
elleni monoklonalis antitestek. Az in vivo adatok is arra utalnak, hogy hatasos koncentraciot tud elérni
az agyban. Azt egyel6re nem tudjuk megjdsolni, hogy agyi attétes daganatok, illetve mas patoldgias
folyamatok terapidjaban az IL-1R vagy az inflammaszdéma gatldsa fog-e elterjedni.

Forrasok:

Fang Z, Jiang J, Zheng X. Interleukin-1 receptor antagonist: An alternative therapy for cancer treatment. Life Sci.
2023 Dec 15:335:122276. doi: 10.1016/j.1fs.2023.122276.

Fox E, et al. The serum and cerebrospinal fluid pharmacokinetics of anakinra after intravenous administration to
non-human primates. J Neuroimmunol. 2010 Jun;223(1-2):138-40. doi: 10.1016/j.jneuroim.2010.03.022.
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Mehta P, et al. Silencing the cytokine storm: the use of intravenous anakinra in haemophagocytic
lymphohistiocytosis or macrophage activation syndrome. Lancet Rheumatol. 2020 Jun;2(6):e358-e367. doi:
10.1016/52665-9913(20)30096-5.

Sjostrom EO et al., Transport study of interleukin-1 inhibitors using a human in vitro model of the blood-brain
barrier. Brain Behav Immun Health. 2021 Jul 31:16:100307. doi: 10.1016/j.bbih.2021.100307.

Yamanaka G, et al. Towards a treatment for neuroinflammation in epilepsy: Interleukin-1 Receptor antagonist,
anakinra, as a potential treatment in intractable epilepsy. Int J Mol Sci. 2021 Jun 11;22(12):6282. doi:
10.3390/ijms22126282.

17, A gyodgyszer bejuttatds mechanizmusainal harom potencidlis lehet6séget emlit. Egy tovabbi
lehetdség a brain shuttle technoldgia.

Ami az agyi gydgyszebejuttatast illeti, a kutatdk szamos stratégiat fejlesztenek, amelyek kozil
egyesek a klinikai gyakorlatban is megjelennek. Ezeket tébb nagy csoportba oszthatjuk: a vér—agy gat
megkeriilését alkalmazo stratégiak, a barrier mechanizmusok gatldsa, a transzport mechanizmusok
kihaszndldsa, szallito sejtek alkalmazasa, valamint a gyégyszermolekuldk kémiai médositasa.

A vér—agy gat megkerilését alkalmazo stratégiak példaul az invaziv technikak (intracerebralis vagy
intratekalis adminisztracio), illetve a nazalis bevitel. A barriergatld stratégidk koziil az ultrahanggal,
illetve a hiperozmotikus mannitollal térténé reverzibilis vér—agy gat megnyitdst lehet. Utdébbi
mechanizmusait korabban mi is kutattuk emliteni (Farkas és mtsai., Wilhelm és mtsai.). Szallité sejtek
kozll laboratériumunkban az endotelidlis progenitor sejtekkel végeztek kollégaim kisérleteket
(Thinard és mtsai.). A molekuldk kémiai mddositdsara pedig a dolgozatban bemutatott KYNA- és EM-
2-analégokat hoznam fel példaként, illetve szolgaltatd laboratériumként részt vettiink tébb, Uj
fejlesztésli hatdanyag vér—agy gaton valo atjutdsanak tesztelésben.

A legnagyobb és legvaltozatosabb csoport a vér—agy gat transzport mechanizmusainak kihasznalasa.
Ezek kozé tartozik az internalizalédd receptorok (példaul a transzferrin- vagy az inzulin-receptor,
illetve az LRP-1, a low-density lipoprotein receptor-related protein 1) kihasznalasdnak lehetGsége.
Ezek a receptorok a ligand megkotése utan endocitézissal bejutnak a sejtbe a megkotott
makromolekuldval egyitt, amely elkertli a lizoszomalis degradaciét, és intakt formaban
transzportalddik a sejten keresztil. Ezt hivjuk receptor-medialt endo-/transzcitézisnak.

Ezt a mechanizmus lehet Ugy kihasznalni, hogy a receptor ligandjahoz kémiailag kapcsoljuk a terapias
molekulat, amelyet egylittesen — mint egy molekularis trdjai lovat — juttatunk at az endotéliumon a
vérbdl az agyba. Erre j6 példa az Angiochem Inc. éltal kifejlesztett paclitaxel-Angiopep-2 (ANG1005)
konjugatum. Az angiopep-2 egy, az aprotininbdl szarmazo peptid, amely amely az LRP-1-en keresztil
transzportalédik. ANG1005-tel fazis Il vizsgalatokig jutottak eml6karcindma agyi metasztazissal
rendelkez6 betegek kezelésében.
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Egy masik példa a receptor-medidlt transzcitdzis kihasznaldsara a Professzor ur altal felhozott
Brainshuttle technoldgia, amely a Roche fejlesztése. Ebben az esetben a célreceptor a transzferrin-
receptor, amelyhez ebben az esetben nem egy ligand, hanem egy specifikus ellenanyag Fab
fragmense kot. Ez utdbbihoz kapcsolhaté a terdpids szerként haszndlni és az agyba bejuttatni kivant
monoklondlis ellenanyag. Ezzel a technoldgidval tébb klinikai tanulmany is folyamatban van
Alzheimer-kdrban, illetve sclerosis multiplexben.

Forrasok:
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10.1080/19420862.2023.2261509.

Kumthekar P, et al. ANG1005, a brain-penetrating peptide-drug conjugate, shows activity in patients with breast
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18, Az utobbi évek adatai egyes sejt vagy egyes nukleusz szekvenaldssal funkcionalis alcsoportok
(clusterek jelenlétét mutatta). Erre utalnak térbeli szekvenalas adatok is. Erdemes lenne ezekben
az iranyokban is haladni, amennyiben lehetGség van ra.

Olyannyira egyetértek, hogy ezeket a kisérleteket mar korabban el is kezdtiik. Azt szeretnénk
megérteni, hogy milyen pericita clusterek vannak a fehér- és a szirkeallomanyban, illetve ezek
hogyan véltoznak 6regedésben. Az egysejt-szekvenalast hatradltatja, hogy az adatbdzisokban elérhet6
adatok és sajat tapasztalataink alapjan is aranyaiban sokkal kevesebb vaszkuldris sejt, és kiilondsen
pericita, detektdlhatd ezzel a technikdval, mint amennyi ilyen sejt a valdésagban jelen van az
agyszovetben.

Egy friss tanulmanyban Shapson-Coe és mtsai. elektronmikroszkdpos felvételekbél rekonstrualtak
1 mm3 emberi agyszdvet sejtjeit a temporalis lebenybdl. Osszesen 57 180 sejtbél 8100 volt
vaszkularis sejt, ami 14%-nak felel meg. Ezzel szemben a transzkriptomikai adatokban 1% alatti a
vaszkularis sejtek ardnya emberben (Chen és mstai.) és egérben is (Yao és mtsai.).

Ezért mi elsé korben mikrodisszekcidval gyljtottink pericitdkat, és bulk szekvendlast végeztiink. Az
adatokat kiértékeltiik, és jelenleg a kivalasztott gének expresszids kiilonbségeinek validalasa zajlik in
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situ hibridizaciéval, majd a mechanizmusok megértésével szeretnénk folytatni. Ezen tul, a
tovabbiakban a térbeli szekvenalds iranyaba szeretnénk tovabbvinni vizsgalatainkat.
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