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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATP adenozin-trifoszfat

BDNF brain-derived neurotrophic factor (agyi ndvekedési faktor)
KIR kozponti idegrendszer

Cx43 connexin-43

DAMP damage-associated molecular pattern

(veszélyjelz6 molekularis mintdzat)

DSM-5 Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
5. kiadas

ELISA enzimhez ko6tott immunoszorbens assay

Glu glutamat

IFN interferon

IL interleukin

IL-1p interleukin-1 beta

IL-1Ra interleukin-1 receptor antagonista

iNOS indukalhat6 nitrogén-oxid-szintaz

IRF interferon regulatory factor (interferon regulator)

JNJ INJ-47965567 (P2X7 receptor antagonista)

KO knockout (génkiiitott)

LPS lipopoliszacharid

MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz



MCP-1
MIA
NF-kB
NLRP3

PAMP

Panx1

PASC

PBMC
PCR
Poly(I:C)
ROS
SCD
sP2X7
TLR
TNF
TRAF

VRAC

ZIKV

monocita kemoattraktans protein-1

maternal immune activation (anyai immunaktivacio)
nuklearis faktor kappa B

NOD-like receptor pyrin domain containing 3

pathogen-associated molecular pattern

(patogénnel tarsulé molekularis mintazat)
pannexin-1

post-acute COVID-19 syndrome (poszt-akut COVID-19)

szindroma

periférias vér mononuklearis sejtek
polimeréz lancreakciod
poliriboinozinsav-poliribocitozinsav
reaktiv oxigén szarmazékok
szocialis kommunikacios zavar
szolubilis P2X7 receptor

Toll-like receptor

tumor nekrozis faktor

TNF receptor-associated factor

volume regulated anion channel (térfogatszabalyozott

anioncsatorna)

Zika virus



2 ELOSzO

A disszertacioban bemutatott kisérletes munka soran két kiilonb6z6 modellrendszert
vizsgaltam — kozos nevezdjiik, hogy mindketté az idegrendszeri gyulladas és a purinerg
szabalyozas kapcsolodésara vilagit ra. A kutatas folyaméan szamos tudomanyos és gyakorlati
kihivassal kellett szembenézni. Az autizmus spektrumzavar vizsgalata soran kiilonosen
szembetlind volt, hogy ez a korkép — még a tobbi neuropszichiatriai zavarhoz képest is —
rendkiviil komplex és nehezen megragadhat6. Nem all rendelkezésre olyan egyértelmi €s
konzisztens neuromorfoldgiai, genetikai vagy molekularis elvaltozas, amely minden
¢érintettre jellemzd lenne. Genetikai és fenotipusos sokfélesége miatt az allatmodelleken
végzett kutatds is Ohatatlanul korlatokba {itkdzik, ami megneheziti a terapias célpontok
egyértelmil azonositasat. Azonban a P2X7 receptor kdzponti szerepének feltérképezése
segithet a gyulladdsos ¢és idegrendszeri folyamatok kozotti bonyolult Osszefiiggések

megismerésében.

A SARS-CoV-2 MAI10 virussal végzett post-COVID modell esetében a kutatési
koriilmények jelentették a f6 kihivast. A viselkedéses kisérleteket magas biologiai biztonsagi
szintet igénylé (BSL-3) laboratoriumban kellett elvégezni, a kisérletekhez sziikséges virust
az Amerikai Egyesiilt Allamokbol szallitottuk be, a vilagjarvany idején fennalld szigort
biztonsagi protokollok betartasdval. A modellt bonyolitotta, hogy az akut fert6zést kovetd
idegrendszeri hatasokat egy olyan rendszeren kellett vizsgalni, amelynek fiziologiai €s

immunolodgiai jellemzdit csak részben ismertiik.

Ezen nehézségek ellenére bizom benne, hogy a munka soran sikeriilt olyan
Osszefiiggéseket feltarni, amelyek 0j szempontokat kindlnak a neuroinflammacié és a
viselkedéses zavarok kapcsolatanak értelmezéséhez — és ezzel hozzéjarulhatnak a jovébeli

terapids célpontok azonositasahoz is.



3 BEVEZETES

A kozponti idegrendszeri gyulladasos folyamatok és az ezekhez tarsulo viselkedéses, illetve
neuropszichiatriai zavarok kialakuldsa egyre nagyobb figyelmet kap az idegtudomanyi
kutatasokban. Az elmult évtizedben szdmos eredmény utalt arra, hogy az immunrendszer
aktivitdsa nem csupan a klasszikus fertéz6 vagy autoimmun folyamatokban jatszik szerepet,
hanem finomabb, kronikus mechanizmusokon keresztiil is képes befolydsolni az agyi
miikddést és a viselkedést — példaul a mikroglilis aktivitas, a gyulladasos citokinek, illetve
a neuroimmun kolcsonhatdsok révén, amelyeket egyre tobb kutatds hoz Osszefiiggésbe
pszichiatriai koérképekkel [1, 2]. Ennek fényében fokozott érdeklédés oOvezi azokat a
molekularis utvonalakat, amelyek az immunjelatvitelt az idegrendszeri funkcidkhoz
kapcsolhatjak. A purinerg jelatvitel egyik fontos eleme, a P2X7 receptor, szamos tanulmany
szerint részt vehet az immunvalasz és a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban [3, 4]. Az
immunvalasz, a sejtpusztulds és a gyulladasos citokin-képzddés szabalyozasan keresztiil
potencidlisan hidat képezhetnek a sejtszintli gyulladdsos aktivitas €s a hosszatavia
idegrendszeri eltérések kozott. Jelen disszertacid célja annak vizsgélata, hogy e receptor
szerepe hogyan értelmezheté  fejlddési és  fertézéses eredetli  gyulladasos
modellrendszerekben, kiilonds tekintettel a P2X7-NLRP3-IL-1f utvonalra, annak

immunolodgiai és viselkedésbeli valtozasok kozotti lehetséges kapcsolataira.
3.1 A jelatviteli utvonal és a neuroinflammacié molekuléaris mechanizmusai

3.1.1 A P2X7 szerepe a gyulladasos ATP-jelatvitelben

A szinaptikus vezikulakban és az asztrocitak vezikulaiban kiilonb6zd neurotranszmitterekkel
egylittesen ATP is tarolodik, és tobbféle mechanizmuson keresztiil szabadulhat fel az
idegvégzddésekbdl, dendritekbdl és axonokbol [5], asztrocitakbol [6] és mikroglidkbol [7,
8]. A fizioldgias neurondlis aktivacio soran ATP szabadul fel, amely neurotranszmitterként
és modulatorként részt vesz a szinaptikus transzmissziobsn, a kérnyez0 sejteken 1évé P2X7
receptorokat aktivalva pedig befolydsolja a sejtek kozotti jelatvitelt, hozzajarulva a
fiziologias idegi miikodésekhez [9]. Gyulladaskor, vagy hipoxia esetén az extracellularis

ATP-szint jelentésen megemelkedhet a sériilt, apoptotikus sejtekbdl torténd aktiv



felszabadulas és passziv szivargas miatt, ilyenkor az ektonukleotidédzok szintje pedig csdkken
[10] (1. abra). Az ATP-felszabadulasban szamos ioncsatorna, mint a konnexin félcsatorna,
a pannexin 1 (Panxl), a térfogatszabalyozott anioncsatorndk (VRAC), a maxi-
anioncsatornak és a kalcium homeosztazis modulator 1 (CALHM1) vesz részt [11]. Az
extracellularis ATP-koncentracié novekedése aktivalja a sejtfelszini P2X ¢és P2Y
receptorokat. A purinerg P2X receptorok homo- (P2X7) vagy heteromer nem-szelektiv
ligand-aktivalt membrankotott kationcsatornak, melyeket a P2X1-7 altipusok harom
alegysége alkot. Az idegrendszerben széleskorben expresszalodnak, mind a kézponti, mind
a periférias idegek és gliasejtek révén [12]. A P2X-receptorok ATP-kotésre nyilnak, ami
kationbearamlashoz, = membrandepolarizacidhoz  vagy kalciumfiiggd enzimatikus
jelatvitelhez vezet [13]. A P2X7-nek a tobbi P2X receptorhoz képest egyediilallé modon
alacsonyabb az ATP-hez val6 affinitasa (0,1-1 mM), ezéltal foként fokozott extracellularis
ATP-szinttel jar6 patologias koriilmények kozott aktivalodnak [14, 15]. Ilyen kortiilmény a
gyulladésos kornyezet, vagy a kornyezo sejtek trauma, hipoxia vagy egyeb karos események
hatasara létrejott pusztuldsa. A P2X7 maésik jellemzdje, hogy hosszitavi, magas
extracellularis ATP-koncentracid hatasara hosszantarté P2X7-aktivacié alakul ki, mely gyors
Ca®" és Na' bedramlast és K* kidramlast eredményez létrehozva egy nagy, ~900 Da-ig terjedd
molekuldkat ateresztd, nem szelektiv transzmembran porust a sejtfelszinen, mely 1étrejotte
sejtlizist/nekrozist vagy apoptozist indukal [16]. A P2X7 jelatviteli ttvonalanak alapvetd
szerepe van a gyulladas fenntartdsdban és felerdsitésében, és egy ATP-visszacsatolasi hurok

révén hozzajarulhat hosszutava gyulladasos allapotok kialakuldsédhoz.

3.1.2 A P2X7 és a pannexin-1 kdlcsonhatdsa a gyulladas soran

A P2X7 éltal indukalt intracellularis kalciumszint-emelkedés a velesziiletett immunitas korai
szakaszdban a pannexin-1-et aktivalhatja, ami a membranpermeabilitas ndvekedéshez és
makromolekuldk felszabaduldsdhoz vezet [17]. A pannexinek a plazmamembranban, az
endoplazmatikus retikulumban és a Golgi-membranban jelen 1évé hemicsatornak, melyek
0nallo transzmembran csatornakat képezhetnek 1000 Da-nal kisebb molekuldk szallitasara.
Bar altalanosan elfogadott, hogy a pannexin-1 citotoxikus hatast [18], ugyanakkor egyes

tanulmanyok sejthalallal szembeni védd funkciordl is beszamolnak [17, 19], valamint azt is

10



leirjak, hogy a Panx1 és a P2X7R egymasra szabdlyoz6 hatdssal lehetnek egymasra a ko-
lokalizaciojuk, fizikai kolcsonhatasaik és konvergens tevékenységekben vald részvételik
alapjan [17, 20]. A pannexin-1 ATP-vezetési és -felszabaditasi tulajdonsagai azonban nem
meghatarozottak [21], és a pannexin-1 megnyildsanak mechanizmusa sem teljesen ismert
[22]. Osszességében a kérdés erdsen ellentmondasos, de az aktivalasi idé novelése, akar a
P2X7 receptor ionos porusanak tagulasaval, akar a nagy konduktancidju kiegészitd fehérjék,
példaul a hemicsatorndk megnyilasaval [23], lehetdvé teszi a nagy kationok felvételét és az
ATP tovabbi felszabaduldsat a sejtekbdl, igy hozzéajarulva a P2X7 és egyéb purinerg
receptorok aktivaciojahoz. Valdszinii, hogy mind a P2X7, mind a pannexin-1 kiemelkedd
szerepet jatszik a kozponti idegrendszer (KIR) nem-szinaptikus kommunikacidjéban,

kiilondsen gyulladasos allapotokban.

3.1.3 TLR-indukalt priming és az NLRP3 inflammaszéma P2X7-medialt aktivalasa

Fert6zés esetén olyan valaszok valtédnak ki a szervezetben, ahol a kiilsé veszélyt jelentd
ingerek, mint a virus RNS vagy a bakteridlis lipopoliszacharid szekvencia, kdlcsonhatasba
Iépnek a Toll-szerli receptorokkal (TLR) [24]. A TLR-ek a kozponti €s periférids
idegrendszer immun-, glidlis ¢és neurondlis sejtjeiben kifejez6dd  velesziiletett
immunreceptorok [25]. A TLR-ek részt vesznek fert6zéses és nem-fertdzéses folyamatokban
is a kozponti idegrendszerben. Modulalhatjak a glialis és neuronalis funkcidkat, illetve a
velesziiletett immunitast és a neuroinflammaciot, mind fizioldgias, mind patofiziologias
kortilmények kozott, mint példaul fertézések, a kozponti idegrendszeri autoimmunités,
neurodegeneracio, tartos stresszhatds és szoveti sériilések esetén [25-27]. A specifikus TLR-
ek kiilonb6zé PAMP-okat ismernek fel: a TLR3 felismeri a kettos szali RNS-t, a TLR4 a
bakterialis lipopoliszacharidot (LPS), a TLRS kdlcsonhatasba 1€p a bakterialis flagellinnel
[28], a TLR7 ¢és a TLRS8 felismeri az intracellularis egyszala RNS-t, példaul a
virusligandumokat, nukleozidokat és oligoribonukleotidokat [29, 30], a TLR9 pedig
bakterialis vagy viralis CpG DNS-motivumokat ismer fel [31]. A TLR-receptorok ligandhoz
kotddése a gyulladasos citokin prekurzorok, példaul a pro-IL-1p, pro-IL-18 ¢s NLRP3 NF-
kB-fiiggd transzkripcids expressziojahoz vezet [32]. Egyes tanulmanyok szerint az NLRP3

poszttranszlacids modositdsai, mint példaul a foszforilacid és az ubikvitinacio, szintén
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hozzajarulhatnak ehhez a priming fazishoz [33, 34]. Az aktiv IL-1PB eldallitasdhoz és
DAMP (pathogen- or damage-associated molecular patterns) -hatas ald kell esnie. Egy
masodik, DAMP-ok 4altal indukalt aktivacios Iépés részeként az extracellularis ATP
novekedése aktivalja a P2X7-et, ami az NLRP3 inflammaszéma kialakuldsdhoz vezet [35]
(1. abra). Bar az NLRP3 aktivacio pontos mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, fontos
szerepet jatszik benne a K kidramlas, a Ca®" jelatvitel, a Na* bearamlas és a CI” kidramlas,
amelyek koziil a cellularis K™ kidramlas a legfontosabb és legjobban azonositott 1épés az
NLRP3 inflammaszéma aktivaciojaban [32, 33, 36, 37]. Bar az intracellularis K* kitiriilés
fontos elem, egyes tanulmanyok szerint a reaktiv oxigéngyokok termelddése K -kidramlastol
fiiggetlentil is aktivalhatja az NLRP3 inflammaszoma kialakuldsat [38]. A P2X7 az
intracellularis K" csokkenését, az intracellularis Ca®" novekedését, a ROS-termelés
indukcigjat, a mitokondriumok depolarizacidjat és a lizoszomak destabilizacidjat magaban
foglal6 mechanizmusok kombinacidjan keresztiil jarulhat hozza az NLRP3 aktivaciojahoz
[33, 36, 37, 39, 40]. Az NLRP3 inflammaszéma komplex az NLRP3-szenzorbol, az ASC
adaptor fehérjébdl és a pro-kaszpaz-1-bol all 6ssze. Aktivalaskor az NLRP3 kolcsonhatasba
1ép az ASC-vel, amely ezutan magahoz vonja a pro-kaszpaz-1-et, kialakitva az NLRP3
inflammaszomat. Ezt kovetden a komplex dimerizacié €s hasitdsos folyamatok révén
aktivalja a kaszpaz-1-et [41]. Az aktiv kaszpdz-1 egy cisztein-protedz, amely a pro-IL-1B-t
proteolizissel alakitja biologiailag aktiv forméjava, amely készen all az extracellularis térbe
valo kibocsatasra [42]. Erdekes modon egy nemrégiben végzett vizsgalat soran ATP-indukalt
P2X7-medialt IL-1B felszabadulast mértek primer makrofagokban farmakologiai ¢€s
genetikai NLRP3-deplécio jelenlétében, ami arra utal, hogy a P2X7 képes NLRP3-fiiggetlen
IL-1p felszabadulast is kivaltani [43]. Tovabbi kutatdsok sziikségesek ennek az aktivacios

mechanizmusnak bizonyitasdhoz.

3.1.4 IL-1p felszabadulas és jelatvitel a KIR-ben

Az aktiv IL-1P sejtekbdl valod felszabaduldsanak szamos lehetséges mechanizmusat leirtak.
Ide tartozik a lizoszomak szabdlyozott szekrécioja[44], a mikrovezikulak levéldsa a

plazmamembranrdl [45], az exoszomdkbol a kaszpaz-1-gyel és mas inflammaszoma-
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komponensekkel egyiittes felszabadulds [46], a sejthaldl sordn a hiperpermedbilis
plazmamembranon keresztiil torténd kozvetlen felszabadulas [47] vagy piroptozis [48].
Ismeretes ma mar, hogy az IL-1B-t kozvetleniil a KIR sejtjei is termelik beleértve a mikroglia
sejteket, asztrocitakat, oligodendrocitakat, neuronokat, tovabba ezn sejttipusok mindegyike
képes reagalni is a citokinre. Az IL-1B pleiotrép hatassal rendelkezik a KIR-ben: az
egészséges agyban neuromoduldtorként részt vesz a szinaptikus plaszticitasban, valamint
szamos KIR-betegség patogén folyamataban jatszik szerepet [49]. Tovabba serkentheti az
IL-6 termelddését az asztrocitdkban és a neuronokban, valamint az indukalhatd nitrogén-
oxid-szintaz (iNOS) aktivitasat az asztrocitdkban hozzajarulva a gyulladasos valaszokhoz
[50, 51]. Az IL-1pB az IL-1R1 receptorhoz kotddve fejti ki jol ismert pro-inflammatorikus
hatasat, mig az IL-1R2 receptorhoz kitddve gyulladascsokkentd hatassal bir. Az IL-1R3
tarsreceptorként miikodik, trimer jelatviteli komplexet alkotva az IL-1B-vel és az IL-1R1-
gyel. Fiziologias koriilmények kozott az IL-1R1 €s az IL-1R3 a sejtmembranon vannak jelen,
¢s matrix metalloprotedzok hasitasa altal szolubilis, keringd formava is valhatnak. Mind a
membranhoz kotott, mind az oldhat6 forma biologiailag aktiv [52]. Az IL-1P kétddése az IL-
1R 1-hez konformacids valtozast indukal, amely lehetdvé teszi az IL-1R3 kotddését [52]. Az
igy léetrejovo komplex a TIR-domén dimerizacidjdhoz vezet, rekrutalja a MyD88-at és elindit
egy IRAK-okat és a TRAF6-ot magaban foglald szignaltranszdukciot. Ezt kdvetden tobb
intracellularis foszforilacios €s ubikvitinacios 1épés vezet a mitogén-aktivalt protein kindz
(MAPK) p38, a c-Jun N-terminalis kindz (JNK) és a nukleéris faktor kappa B (NF-kB)
aktivaciojahoz [53]. Ezen véltozasok végiil szamos gyulladassal kapcsolatos gén, tobbek
kozott az IL-6, IL-8, iINOS, monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1), ciklooxigenaz-2,
IxBo, IL-1a, IL-1B és MAPK-foszfatdz 1, mRNS-atir6dasahoz vezet [54]. Az endogén
interleukin-1 receptor antagonista (IL-1Ra) képes ellensulyozni az IL-1R1-et azaltal, hogy
[53]. Az IL-1R2 membréanhoz kotott €s szolubilis formaban is 1étezik, szerkezetileg hasonlit
az IL-1R1-re, azonban csonka citoplazmatikus doménje €s a TIR-régi¢ hidnya miatt az IL-
1R2 képtelen transzmembran jelatvitelre, azaz kotddni és szekvesztralni képes az IL-1p-t, de

jelatvitelt nem indukal. A szolubilis IL-1R2 az extracelluldris térben megkoti az IL-1B-t és
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az IL-1P aktivitdsanak semlegesitését nagymértékben fokozza, ha szolubilis IL-1R3-mal

komplexet alkot [52].

3.1.5 Sejttipus-specifikus jelatvitel és az IL-1 hatasanak Gsszetett szerepe a KIR-ben

Az idegrendszerben az IL-1R 1 expresszidjat tobb sejttipus-specifikus promoter iranyitja, ami
lehetdvé teszi az IL-1R1 expresszio sejttipus-specifikus szabalyozasat [55]. igy az agyban az
IL-1B valtozatos hatasai valdsziniileg kiilonbozd sejttipus-specifikus IL-1R1 jelatviteli
utvonalakbdl (pl. p38 MAPK, NF-kB) erednek, amelyek szovet- vagy sejttipustol fliggéen
kiilon-kiilon vagy kombinacidoban aktivalédhatnak [53, 56]. A sejttipus-specifikus IL-1B-
expresszid ¢€s -szignalizicio vizsgélata, illetve az IL-1B-hatds kozponti idegrendszeri
célpontjainak azonositdsa azonban tovabbra is kihivast jelentenek, €s egyes tanulmanyok
ellentmondasos adatokat mutatnak [55]. Régota feltételezik, hogy az IL-1B képes atjutni a
vér-agy gaton [57]. Neurondlis gyulladas soran az IL-1B ismerten serkenti az adhézids
molekulak expresszidjat az endotélsejteken, amelyek megkonnyitik az immunsejtek
kitapadasat €és vér-agy gaton vald atjutdsat [58]. Azonban az endotelidlis IL-1R1 szerepe a
vér-agy gatnal és szerepe a hatasok kozvetitésében €s az atjutds mechanizmusaiban tovabbra

is bizonytalanok [55].

3.1.6 A mikroglia sejtek szerepe ¢€s sejtkozotti kolcsonhatdsai a  P2X7-medialt

neuroinflammacio fenntartasaban

Az 1L-1B sejttipus-specifikus hatisai kiilondsen fontosak az agyi immunvalasz
szempontjabol, mivel a mikroglia — mint az idegrendszer rezidens immunsejtje — egyszerre
forrésa és célpontja is e citokinnek. Ez a kétiranyu kapcsolat lehetévé teszi a gyulladasos
valasz lokalizalt, de hosszt tavon is fennmaradé szabalyozasat. A P2X7 receptor a kozponti
idegrendszer immunhomeosztazisanak kulcsszerepldje, kiilondsen a mikroglia sejtekben
betoltott szerepe révén. A mikroglia aktivacidja soran két egymassal Gsszefonodo,
onfenntartd gyulladasos visszacsatolasi hurok alakulhat ki, melyek kozponti elemei a P2X7
receptor és a gyulladasos citokinek. A fert6zések hatisara létrejott TLR-medialt NF-xB
aktivaci6 fokozza a pro-IL-1B transzkripciojat, mely IL-1B felszabaduldshoz vezet. Az

aktivalt IL-1p tovabb érzékenyiti a TLR-jelatvitelt [59], és fokozza a mikroglia reaktivitasat.
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Ezzel parhuzamosan a pro-inflammatorikus kornyezet hatdsara extracellularis ATP és
glutamat (Glu) szabadul fel neuronokbdl, asztrocitakbdl (Cx43 és Panx1 hemicsatorndkon
keresztiil), valamint karosodott sejtekbdl. A felszabadult ATP fizioldgids koriilmények
kozott az idegi sejtek kozotti kommunikacio szabalyozasaban vesz részt, azonban koéros
vagy stresszhelyzetekben a magas ingerkiiszobti P2X7 aktivaciojat idézik eld tobbek kozott
a mikroglia felszinén, amely kalium effluxot és kalcium influxot eredményez, eléidézve a
NLRP3 inflammaszoma Osszeszerelodését, a kaszpaz-1 aktivacidjat, majd a pro-IL-1B
hasitasat érett IL-1B-va a korabbi leirasnak megfelelden. Ez a folyamat gyulladasos citokinek
felszabadulasahoz vezet, és egy masodik visszacsatolasi kort indit el, amelyben a
citokinjelatvitel, a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termelddése, valamint a gyulladas
kovetkeztében felszabadulo ATP tovabb fokozzdk a mikroglia aktivaciot és fenntartjdk a
neuroinflammaci6 allapotat. Ez a két egymassal 6sszefonddo visszacsatolasi kor — a TLR—
NF-«B utvonalon térténd gyulladdsos priming, valamint az ATP—P2X7R—inflammaszdéma
aktivacio kozponti elemeknél talalkozik, mint a pro-IL-1B transzkripci6 ¢és az
inflammaszoma-aktivaci6é. Ezek konvergencidja hosszan fennallé mikroglia reaktivitast,
szinaptikus plaszticitasi zavarokat és kronikus gyulladdsos allapotot eredményezhet az

agyban (/. abra).
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1. abra Két egymasra hato visszacsatolasi hurok fenntartja a kronikus mikroglia-eredetii
neuroinflammaciét. A fertdzések hatasara 1étrejott TLR-medialt NF-xB aktivacio fokozza a pro-1L-18
transzkripcidjat, mely IL-1P felszabadulashoz vezet. Az aktivalt IL-1B tovabb érzékenyiti a TLR-jelatvitelt, és
fokozza a mikroglia reaktivitasat. Ezzel parhuzamosan a pro-inflammatorikus kornyezet hatasara extracellularis
ATP és glutamat (Glu) szabadul fel neuronokbdl, asztrocitadkbol (Cx43 ¢és Panx1 hemicsatornakon keresztiil),
valamint karosodott sejtekbdl. A felszabadult ATP a magas ingerkiiszobii P2X7 aktivacidjat idézik eld, tobbek
kozott a mikroglia felszinén, amely kalium effluxot és kalcium influxot eredményez, eléidézve a NLRP3
inflammaszoma Gsszeszerel6dését, a kaszpaz-1 aktivaciojat, majd a pro-IL-1p hasitasat érett IL-1B3-va a korabbi

leirasnak megfeleléen. Ez a folyamat gyulladasos citokinek felszabadulasahoz vezet, és egy masodik
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visszacsatoldsi kort indit el, amelyben a citokin-jelatvitel, a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termelddése,
valamint a gyulladas kdvetkeztében felszabaduldo ATP tovabb fokozzak a mikroglia aktivaciot és fenntartjak a
neuroinflammaci6 allapotat, amely rontja a neuroplaszticitast €s hosszu tavon fokozza a pszichiatriai zavarok
iranti sériilékenységet. Ez a két egymastol fiiggd visszacsatolasi hurok k6z6s kulcspontokban, példaul a pro-
IL-1B termelésben és az NLRP3 inflammaszoma aktivacidjaban konvergal. Szerkesztett sajat abra, modositva:

Kristof et al., 2025 alapjan [60].

3.2 A P2X7/NLRP3/IL-1p jelatviteli itvonal szerepe a fejlodo idegrendszerben

A P2X7 receptorok szerepe ugyanakkor nem korldtozédik a mikroglia altal medialt
gyulladasos vélaszokra. A kovetkezdkben azt vizsgaljuk meg, hogy a P2X7/NLRP3/IL-18
jelatviteli utvonal milyen specifikus szerepet jatszik a fejlodé idegrendszerben fizioldgias

fejlodési allapotok esetében.

3.2.1 A P2X7 receptorok szerepe a neurondlis fejlodésre

Prenatalis fejlédés: Allatkisérletek alapjan a P2X7 alegység expresszidja az embrionalis

neurogenezis soran E14-15 napon kezddédik patkanyok agyaban [61-63] és a posztnatalis
fejlodésig (P16) tart [64]. A P2X7 vezetd szerepet jatszik a sejtfunkciok megvaltozasaban az
aktualis fejlodési kornak megfeleléen egészen a felndttkori neurogenezisig. A P2X7
szabdlyozza az axondlis megnyulast, a szinapszisok kialakuldsat és a neuroprotekciot,
valamint modulalja a neuroinflammaciét [65, 66]. A felndttkori neurogenezishez hasonldan
a P2X7 az embriondlis fejlodési folyamatokban is szabalyozza a proliferaciot és modositja a
sejtciklus progresszigjat, de nem okoz sejthalalt [63]. A P2X7 fokozott expresszioja €s
fenntartasahoz, mig a neurondlis differencidlodas megindulasakor expresszigja €s aktivitasa
visszaszorul, indikdlva a neuroektodermalis differencialédas ¢és a neuronalis
sorsmeghatarozas kezdetét [67]. Imnmunfluoreszcens festési eljaras soran bizonyitottak, hogy
a P2X7 mind a sejtek szomdjaban, mind a neurondlis nyilvanyokban kifejezédik 3 napos
ujsziilott patkanyok agymintaiban. Ez a vizsgalat azt is kimutatta, hogy a P2X7 széles korben
kifejezddik a prefrontélis kéreg minden rétegében ujsziilott patkanyokban [68]. Sebastian-
Serrano ¢és munkatarsai in-utero agykérgi elektroporaciot végeztek, hogy meghatarozzak a

P2X7 részvételét a neurologiai rendellenességekhez tarsuld axon megnyulasi zavarokban
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[66]. Munkacsoportunk egy korabbi vizsgélatda sordn megallapitottdk, hogy, a P2X7
szabalyozza a dendritikus ndvekedést és elagazodast is a fejlédés korai szakaszaban [69]. A
fiziologias agyfejlodést karositd prenatalis €s korai életkori tényezdk a purinerg rendszer

megvaltoztatasdval hozzéjarulnak a felndttkori viselkedésbeli €s neurokémiai valtozdsokhoz

[70]. Felnéttkori neurogenezis: A korai fejlodésen tal a P2X7-receptorok a felnéttkori
neurogenezisben és neuroregeneracioban is dontd szerepet jatszanak. A posztnatalis agyban
a P2X7-nek vezetd szerepe van a neuronalis fizioldgia fenntartasaban, beleértve az axonalis
megnyulast, elagazast és neurotranszmitter felszabadulast [71]. A neuralis progenitor sejtek
neuronokka, asztrocitakka €s oligodendrocitakka differencidlodhatnak. A P2X7 receptorok
expresszi®jat a progenitor sejteken mar régota bizonyitottdk [72]. A P2X7 receptorok
szerepet jatszanak a neuralis Ossejtkészlet folyamatos fenntartdsdban ¢és mennyiségi
szabalyozasaban [73]. A feln6tt emlds hippokampuszban a neurogenezis tartos és alapvetd
funkci6, amelyben a P2X7-nek valtozatos szabalyozo funkcidi vannak, nevezetesen a
transzmembran porusképzodésen keresztiil a sejthalalt indukalja [74], modulélja a glutamat
felszabadulasat és a neurotrofikus faktorok, példaul a BDNF jelatvitelét [75], valamint a
mikroglia scavenger receptoraiként is miikodhetnek. Tovabba a neurdlis progenitorok és
neuroblasztok is P2X7-medialt fagocitdézison keresztiil eliminaljak a sejttormeléket. A
receptornak a proliferacio, a differencidlodas és az axonndvekedés szabalyozasdban is
potencialis szerepe lehet [74]. A fent emlitett porusképzddés, melyet az extracellularis ATP-
koncentracid6 ndvekedése indukdl, az inger természetétdl, az inger idStartamatol és a
sejttipustol fliiggden sejtlizist/necrosist vagy apoptézist eredményez [16]. gy a KIR-hez
kapcsolddo, nagyfoku gyulladassal és ATP-felszabadulédssal jaro karos események soran a

P2X7-receptorok késleltethetik a regeneraciot és a sejtek megljuléasat.

3.2.2 Az NLRP3 funkcioja és szerepe az idegsejtek fejlddésében

Az NLRP3 szerepét széles korben leirtdk a kdzponti idegrendszeri rendellenességekben, de
nagyon kevés adat all rendelkezésre a fiziologids agyfejlodésben betdltott szerepérdl. A gyors
neuronalis sejtproliferacid kovetkeztében az idegsejtek fejlodése soran sok neuron elhal.
Lammert ¢és munkatarsai egyediilalldé modon kimutattdk, hogy normalisan fejlédo

idegrendszerben a velesziiletett immunrendszer dontd szerepet jatszik a sériilt sejtek
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eliminalasaban és piroptdzis révén ATP, sériilt mitokondriumok és ROS-ok extracelluléris
térbe valod kibocsatasdban [76]. Piroptdzisnak a litikus sejthalal szabalyozott formadjat
nevezziik, amely a megfelelé KIR fejlédéshez és miikkddéshez elengedhetetleniil sziikséges
[77]. Lammert és munkatarsai emellett az ASC adapter fehérje erds festodését irtdk le az
egész agyban az 5. posztnatalis napon, ami megerdsiti az inflammaszéma komplex jelenlétét
ezen idépontban. Ugyanakkor azt talaltak, hogy mig az AIM2 inflammaszoma (citoszolikus
DNS altal aktivalt) és a kaszpaz-1 hidnya egérkisérletekben szorongasszerti viselkedést
eredményezett az emelt keresztpalld labirintusban ¢és a nyilt tér tesztben, addig az NLRP3
hianya nem befolyasolta az allatok viselkedését [76]. Ezzel Gsszhangban az ASC és a
kaszpaz-1 transzkriptjei, amelyek mindketten az NLRP3 leszall6 mediatorai, normalis
idegfejlédési koriilmények kozott kimutathatonak tlinnek a korai emberi magzati
neuronokban, asztrocitdkban és BMC-kben (Brain Macrophage-like Cells), mig az NLRP3
mRNS-e csak akkor jelenik meg, ha a sejt priming stimuldcidban részesiil [78]. Az NLRP3
fiziologias agyfejlodésben betdltott szerepének tisztdzasahoz vagy kizaradsdhoz tovabbi

vizsgélatokra van sziikség.

3.2.3 Az IL-1p mikddése és szerepe a normal neuronalis fejlédésben

Az IL-1B a prenatalis és posztnatalis fejloddés soran nagymértékben expresszalodik az
agyban, majd felnéttkorban alacsony szintre csokken, ami arra utal, hogy alapvetd szerepet
jatszik az agy fejlédésében [79]. Human embriondlis eldagyi sejtekben az 5. héttdl kezdve
kimutathat6 volt a konstitutiv IL-1B expresszid, amely a 7. héten koriilbeliil 50%-kal nétt, €s
a 10. héten volt a legmagasabb [80]. Hasonloképpen, az IL-1-et patkdnyembridkban is
kimutattdk E14-t0] egészen a felndttkorig, a legmagasabb expresszidval E18-nél [81]. In
vitro allatkisérletek alapjan az IL-1B dozisfiiggd modon fontos szerepet jatszik az agykérgi
jelatvitel modulélaséaval [82] a KIR fejlédés korai szakaszaban. Az IL-1p részt vesz a migralo
neuronok vezetd végzddéseinek, az Ugynevezett ndvekedési kiipnak az irdnyitasdban,
hozzéjarulva a migracio irdnyanak szabalyozasahoz [79]. Tovabba in vitro vizsgalatok azt is
kimutattdk, hogy az IL-1 részt vesz a neurit kindvések szabalyozasdban, ami meghatarozo

eleme a korai neuronalis fejloddésnek. Részletesebben, az IL-1B szinergikusan hat a
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neurotrofin-3-mal, és mindkettd stimulalja a neuritok stirliségét és hosszat, potencidlisan a
Wnt5a/RhoA/INK tutvonalon keresztiil [83]. Az agykérgi neuronok in vitro és in vivo is
expresszaljak az IL-1R1-et [79]. Mind a sejtmigracié, mind a neuritok kindvésének
diszregulacidja autizmus spektrumzavarhoz (ASD) és mas idegfejlodési zavarokhoz vezethet

[84].
3.3 A prenatalis gyulladdsos kornyezet €s az idegrendszeri fejlédés kapcsolata

3.3.1 Anyai fertdzések és a fejlodo agy sériilékenysége, fejlodési ablakok

Bar a terhes ndk tobb mint fele legalabb egy fertdzésen atesik [85], a legtobb esetben a
magzatban nem alakul ki agyi fejlodési rendellenesség. Azonban szamos klinikai vizsgalat
egyre inkabb azt mutatja, hogy a terhesség alatti kiilonbozo fertézések nagyobb kockazatot
jelentenek a gyermek- ¢és serdiilékorban kialakuld idegrendszeri fejlédési zavarok
kialakuldsara [86], melyek halmozott kdrnyezeti expozicid hatasara Osszeadddhatnak. A
fertdzes hatasa az idegi fejlodésre szamos tényezo6tol fiigg, tobbek kozott a fertdzés tipusatol,
a fert6zés idopontjatol, a sulyossagatol és a fertdzés helyétdl. A jarvanyok és a skizofrénia
fokozott eldfordulasa kozotti kapesolat egyértelmiien kimutatott [87]. Mindazonaltal még
szamos ismeretlen tényezdt kell feltarni a kockazati tényezok é€s a fertdzés idopontja kozotti
Osszefiiggések megértéséhez. A terhesség elsé trimeszterében (0-13. hét) az ektoderma
behajlik és fhziondl mialtal a masodik és harmadik hét sordn kialakul a neuroncsd
(neurulacid) [88, 89] (2. dabra). A negyedik héten a neuroncsd rostralis része harom
holyagocskat képez, amelyekbdl az eldagy, a kozépagy €s a hatsoagy fejlodik ki. Az 5-6.
hétre a neuronalis prekurzorok gyors proliferacion mennek keresztiil, amely genetikailag
meghatdrozott és epigenetikusan a kornyezet altal szabalyozott [88]. A 8. hétre a
neuroblasztok specifikus neurondlis sejttipusokkd vagy makroglidkka differencidlodnak
(neurogenezis). Ezek a neuronok a késdi elsé és a masodik trimeszter (12-29. hét) soran
vandorolnak a kérgi rétegbe, €s végiil szinapszisokat képeznek [90]. A harmadik trimeszter
soran a glidlis prekurzorok neurondlis axonokkd és glidkkd, példaul asztrocitakkd és
oligodendrocitakkd alakulnak (gliogenezis) [91]. Az agy morfologidja és plaszticitdsa a
sziiletés utan is tovabb fejlodik [88]. A terhesség alatti fertézések tobbsége a masodik

trimeszterben fordul eld [85], ami Osszefiiggésbe hozhaté az immunologiai valtozasokkal
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vagy a masodik trimeszterben zajlo aktivabb életmoddal. Az elsé és a masodik trimeszter a
legveszélyeztetettebb a hosszu tava neuronalis valtozasokat okozo prenatalis vonatkozasdban
[92]. Elsésorban az els6 trimesztert hoztdk Osszefiiggésbe a skizofrénia magasabb
kockéazataval [93-95], mig az ASD kialakulasanak kockdzata nagyobb a maéasodik
trimeszterben, amikor a magzati agy jelentds ndvekedésen és differencidloddson megy
keresztiil, de az elsdé trimeszterben nem [96-98]. A harmadik trimeszteri fertézés enyhe
mértékben, de szintén 0sszefiiggésbe hozhat6 az ASD fokozott kockazataval [98]. A legujabb
vizsgalatok azt mutattak, hogy a harmadik trimeszteri fertdzések ndvelik a kognitiv
karosodasok, kiilonosen a teljesitmény-IQ kockazatat [85, 99]. A harmadik trimeszterben
bekovetkezett bakteridlis fertézések és a kora gyermekkori kognitiv karosodasok kozotti
Osszefliggések a jelek szerint a férfiak kdrében €s a stlyosabb fertdzések vagy a tobbszervi
fertdzések esetében a legerdsebbek [99]. Egy tanulmany szerint az anyai fert6zés a harmadik
trimeszterben latens hatast gyakorolhat a kognitiv fejlodésre, amely csak akkor jelentkezik,
amikor a kognitiv terhelés id6vel novekszik [85]. Ez j6 példa arra is, hogy a korai gyermekkor

hatasai megvaltoztathatjak az agyi diszfunkciok megnyilvanulasat.
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Az idegrendszer ejlodése szempontjabadl kritikus iddszakok az
anyai immunaktivacioval szembeni serilékenységben

12-29. hét: a fertzések gyakori
idfezaka

ASD szempontjdbdl sdrilékeny iddszak
«
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2. abra. A fejlédo idegrendszer kritikus idészakai az anyai immunaktivacioval szemben. A fejlodo
idegrendszer a gesztacio soran kiilonb6z6 érzékenységet mutat az anyai immunaktivacioval szemben. Az elsé
trimeszteri fertézések a skizofrénia nagyobb kockazataval, mig a masodik trimeszteri fertézések az ASD
fokozott kockazataval hozhatok Osszefiiggésbe. A harmadik trimeszteri fertézések enyhe Osszefliggést
mutatnak az ASD fokozott kockazataval. A P2X7 expresszidja, amely a patkanyok agyaban E14-15-ben
kezdddik és a posztnatalis fejlodés soran folytatodik, valamint az IL-1P magas prenatalis és posztnatalis
expresszidja (amely E14-t6] kimutathatd, E18-ban tet6zik, és alacsony felnéttkori szintre csokken) arra utal,
hogy ezekben a veszélyeztetett idészakokban dontd szerepet jatszanak az agy fejlodésében. Az anyai
immunrendszer aktivalasa ezekben a szakaszokban megzavarhatja ezeket a kritikus folyamatokat, ami

potencialisan hozzajérulhat az idegrendszeri fejlédési rendellenességek kialakuldséhoz. Sajat szerkesztésli

abra.
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3.3.1.1 Virusfertdzések és idegrendszeri fejlédési zavarok

Szdmos virust, mint példaul az influenzat, a herpes simplex 1-es és 2-es tipusat, a
citomegalovirust, az Epstein-Barr virust, a retrovirust, a koronavirust, a Zika virust ¢és a
rubeolat hoztak Osszefiiggésbe a kozelmultban az idegrendszeri fejlodési rendellenességek
kialakulasaval [100-104], de tovabbi vizsgalatokra van sziikség ezen eredmények
megerdsitéséhez €s az érintett mechanizmusok feltardsdhoz. A virusok kozvetlen mddon,
vagy kozvetetten, immunmediatorokon, példaul citokineken vagy kemokineken keresztiil
hatva zavarjdk meg a normalis agyi érést. Egy eset-kontroll humén vizsgélatban kimutattak,
hogy a terhesség alatti tobbszords virusfertdzések ASD-érintett gyermek sziiletésének
fokozott kockéazataval jart. Az ASD kockézata statisztikailag hasonld volt azoknal az
anyaknal, akik kaptak kezelést fertdzésiikre, €s azoknal, akik nem kezelték fertozésiiket, ami
hangstlyozza a megelézés fontossagat [105]. Allatkisérleteknél a fokozott anyai
immunaktivacié [106, 107], amelyet a kozponti idegrendszer fejlédése soran egy adott
idépontban bekovetkez6 virusfertozés indukal, noveli mind az ASD-, mind a
skizofréniaszeri tlinetek prevalencidjat az utodokndl. 2012-ben Lee ¢és munkatarsai
kimutattak, hogy a P2X7 receptor kulcsszerepet jatszik a virusfertdzés indukalta velesziiletett
immunsejtek gyulladasos valaszaban a fert6zés korai szakaszdban. A P2X7-hidanyos, P2X7-
gatloval kezelt, kaszpaz-1-hidnyos vagy ATP-hidnyos egerek nagyobb tulélést mutattak egy

virus altal kivaltott, magas mortalitasu légzési distressz szindromaban [108].

3.3.1.1.1 A SARS-CoV-2 fertdzés hatasa a neurodevelopmentalis folyamatokra

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a P2X7R/NLRP3/IL-1p tengely szerepet jatszhat a
2019-ben kitort pandémia okozta SARS-CoV-2 fertézés kivaltotta immunszabalyozési
zavarokban is [90, 109], melyek neurologiai és neuropszichiatriai kovetkezményeket vonnak
maguk utan. Egy részletes human vizsgalatban Lécuyer és munkatéarsai kimutattdk, hogy a
P2X7-NLRP3 jelatviteli utvonal a gyulladds mellett jelentds szerepet jatszhat a
virusreplikécioban is [90]. Fokozott, P2X7-fliggetlen NLRP3 expressziot talaltak a sulyos
koronavirus-betegségben szenvedd betegek tiiddautopszidibol szarmazdé SARS-CoV-2

gazdasejtjeiben. Ez a NLRP3 inflammaszoma aktivacio biztositja az epitelialis sejtek SARS-
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CoV-2 fert6zéssel szembeni permeabilitasat. Ugyanakkor a P2X7 az NLRP3 inflammaszéma
aktivacigjan keresztiil modulalja a SARS-CoV-2 replikéciot [90]. A COVID-19 betegek
plazmajaban a megemelkedett szolubilis P2X7 (sP2X7) koncentracio korrelal a betegség
sulyossagaval, valamint a CRP-szinttel [109]. Hasonloképpen, a korai COVID-19-ben a
megemelkedett szérum P2X7 a kedvezétlen klinikai kimenetelt jelzi elore, ami arra utal,
hogy a sP2X7 hasznos betegségprogresszios marker lehet [110]. A COVID-19 morbiditasa
¢és mortalitdsa részben a gyulladasos valasznak koszonhetd [111]. A terhes ndk
megbetegedése sulyosabb [112], és a fert6zott terhes néknél mindmaig nagyobb a korasziilés
valoszintisége, ujsziilottjeiknél pedig nagyobb a halvasziiletés vagy az Gjsziilottosztalyra vald
felvétel kockézata [113, 114]. Szamos vizsgalat arra utal, hogy vertikalis atvitel lehetséges
[115, 116], kiillonosképpen a harmadik trimeszteri fertdzddések esetén bizonyitott, mig az
elsd két trimeszterrdl tovabbra is kevés adat all rendelkezésre [117, 118]. A magzati fejlédés
soran a fertdzéssel Osszefiiggd gyulladdsos allapotok potencidlisan hosszu tavu
rendellenességekhez vezethetnek az utdodoknadl [119]. Gyulladdsos ¢és trombotikus
elvaltozasokat figyeltek meg a fert6zott anyak placentdjaban [120]. Shuffrey és munkatarsai
kimutattdk, hogy a vildgjarvany alatti sziiletés, de nem feltétleniil az anyaméhben torténd
SARS-CoV-2 expozicid, neurodevelopmentalis eltérésekhez vezetett hat honapos korban
[121]. Ennek a vizsgalatnak azonban vannak korlatai, és csak hat honapos korig terjed,
amikor még jellemzden kevés neurodevelopmentalis rendellenességet azonositanak. Egy
prospektiv kohorszvizsgalatban Ayed és munkatarsai azt talaltak, hogy a terhesség alatt
SARS-CoV-2 fertézésben szenvedd anyaktol sziiletett csecsemdk 90%-anal kedvezd volt a
kimenetel, és csak 10%-uknal mutatkozott fejloddési késés, ami hasonlo az atlagpopulédcidhoz,
de a pontos definicio hidnya megneheziti az 6sszehasonlitast [122]. Mig ebben a vizsgélatban
a legtobb terhes nd a harmadik trimeszterben fert6z6dott meg, a fejlédési késések (kiilondsen
a motoros készségek terén) kockéazata 10-12 honap koriil nagyobb volt, ha a fert6zés az elsd
vagy a masodik trimeszterben kdvetkezett be [ 122]. Egy friss metaanalizis szerint a prenatélis
vagy neonatdlis SARS-CoV-2 fertdzésnek valo Kkitettség korai csecsemd fejlodési
kimenetelére gyakorolt potencidlis hatasardl sz6ld bizonyitékok korlatozottak és
ellentmondasosak. Nagyobb kohorszokra van sziikség az egy évnél idésebb korosztalyok

vizsgalatahoz [123]. Mivel a fejlddési rendellenességek jelei gyakran 2-3 éves kor utan
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jelentkeznek, az anyai COVID ¢és az utédok neurodevelopmentélis rendellenességeinek
nagyszabasi human vizsgalatabol még kevés fellelhetd. Erdogan és munkatarsai egy friss
vizsgalata kimutatta, hogy a SARS-CoV-2 tiiskefehérjének kitett him patkdnyoknal nagyobb
aranyban fordultak el autizmus-szer(i viselkedések, gliaaktivacid, neurondlis sejthalal a
hippocampusban és a kisagyban, valamint megvaltozott MDA-, TNF-a-, IL-17-, NF-kB-,
laktat- ¢s BDNF-szintek. Ezek az eredmények potencialis 0sszefiiggésre utalnak a COVID-

19 tiiskefehérjének valo prenatalis kitettség és a neurodevelopmentalis zavarok kozott [124].

3.3.1.1.2 A Zika virusfert6zés hatdsa az idegrendszeri fejlddésre

A ZIKV egy egyszali RNS-virus, amely a Flaviviridae csaladba tartozik, és sajatossaga,
hogy megzavarja a normalis agyi fejlédést. A varandds anydk ZIKV-fert6zésének
legismertebb kovetkezménye a magzat mikrocefalidja [125], amelyet a sejtreplikacioban ¢és
az apoptozisban részt vevo gének karosodott expresszidja okoz [126]. Az érintett esetekben
a virusgenom ¢s az antitestek jelen vannak az 0jsziil6ttek cerebrospinalis folyadékaban [127],
¢s hisztopatologiai elvaltozasokat, tobbek kozott meszesedést, nekrozist, neuronofagiat,
glidzist és gyulladasos infiltratumokat figyeltek meg a haladlos mikrocefalia eseteibol
szarmaz6 agymintakban [128]. Allatmodellekben a ZIKV-vel kezelt anydk utodaiban az
agykéregben a neuronalis elrendezddés kiilonbségeit és rendezetlen neuronalis rétegzddést
rendellenességeit €s a felndttkori neurogenezis karosodasat figyelték meg [130]. Ezen agyi
rendellenességek szorosan Osszefiiggenek a neurodevelopmentalis rendellenességekben
észlelt elvaltozasokkal [131], mint példaul a neurondlis érés késése és az agyi kapcsolatok
megvaltozasa, ami ok-okozati 6sszefliggésre utal a prenatalis Zika-fert6zés és az ASD [103,
132] vagy a skizofrénia [100] kés6bbi kialakulasa kozott. Egy tanulményban a P2X7 receptor
expresszioja megnovekedett a Zika virussal fert6zott egerek agyaban a kontrollcsoporthoz
képest [133]. A P2X7 fokozta a hippocampus karosodéasat a CA1/CA2 és CA3 régidkban, és
Osszefliggésbe hoztdk a fokozott neurodegeneracidval, neuroinflamacidéval és a motoros
teljesitmény karosodasaval a fertdzott egerekben. Erdekes modon a vad tipusu egerek
hatékonyabban kontrollaltdk a virusterhelését a P2X7 receptorhidnyos egerekhez képest

[133]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az ATP-P2X7 receptor jelatvitel hozzajarul a
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neurondlis veszteséghez, a neuroinflamacidhoz és a kapcsolddoé agyi rendellenességekhez,

ugyanakkor részt vesz az antiviralis valaszban a ZIKV-vel fertdzott egerek agyaban.

3.3.1.2 Anyai bakterialis megbetegedések hatasa

A magzati agy szerkezetében ¢s miikddésében is hosszatavu elvaltozasokat okozhatnak a
terhesség alatti anyai bakterialis fert6zések [95, 99]. El6fordulasukat dsszefiiggésbe hoztak
pszichés zavarokkal, kiilonosen férfiaknal, illetve a fert6zés stilyossagaval és kiterjedtségével
aranyos mértékben. A multiszisztémas bakterialis fertdzések hatdsai majdnem kétszeresnek
bizonyultak a kevésbé sulyos lokalis bakterialis fertézésekéhez képest [134]. A bakterialis
fertdzéseket, kiilonosképpen a tlinetmentes hugyuti fertdzéseket, gyakran kezeletleniil
hagyjak a prenatélis ellatds sordn, ami potencialis veszélyt jelent az egészséges magzati
fejlodésre nézve. Allatkisérletek azt mutatjak, hogy a prenatalis lipopoliszacharid (LPS)-
expozicio, amely a Gram-negativ bakterialis fert6zéseket célzott utanozni, autisztikus
viselkedést indukal [135, 136]. Az LPS a TLR4 receptoron keresztiil hat, ami egy dimerizalt
TLR4-b6l és MD-2-bdl 4ll6 receptor komplex kialakulasdhoz vezet. Ez két jelatviteli
utvonalat aktival: egy MyD88/Mal-fliggd utvonalat, mely korai NF-kB aktivaciohoz vezet,
¢s egy TRIF/TRAM-fiiggd tutvonalat, mely kés6i NF-«kB és IRF3 aktivacidohoz vezet,
amelyeken keresztlil az inflammaszoma, a citokinek, a kemokinek és mas transzkripcios

faktorok indukalédnak [137].

Terhesség soran az anyai huigyuti fertézések eléfordulasa viszonlag magas a terhesség alatti
immun-, hormonalis, anatémiai ¢és szokasbeli valtozasoknak koOszonhetéen. Az
antibiotikummal kezeletlen fert6zések fokozott kockazatot jelentenek mentélis retardacio
vagy fejlodési késés kialakuldsdra a csecsemdkben [138]. Az Ujsziilottkori szepszis a
korasziilott és az idore sziiletett gyermekeknél egyarant fokozott kockéazatot jelent autizmus
spektrum zavar kialakuldsara nézve [139]. A P2X7 aktivacioja a vér-agy gat karosodasahoz,
mikroglia sejtek aktivalédasdhoz, neuronalis apoptozishoz, gyulladésos sejtek toborzasahoz
vezet az agyi érrendszerben és mas karos folyamatokhoz, amelyek diffuz agykarosodéshoz
vezethetnek a szervezet mas részein fellépd masodlagos fertézés kovetkeztében [140, 141].
Ugyanakkor a P2X7 receptor sziikséges a szepszishez tarsulé gyulladasos valasz

kialakulasdhoz az egész szervezetben [142]. Martinez-Garcia €s munkatarsai kimutattak,
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hogy a P2X7, az ismertebb hatasai mellett, szepszis soran szerepet jatszhat a mitokondrialis
diszfunkci6 kialakuldséban is, ami karosodott NLRP3 és IL-1pB aktivacidhoz vezet, mely
részese lehet a szepszisben szenvedd betegek immunhianyos allapotadnak kialakuldsaban és
az ezzel jar6 mortalitdsban. A P2X7 gétlasa protektivnek tlinik a szepszis patogenezisével
[143, 144] és a velejard szervi diszfunkcidéval szemben [145-147]. A P2X7 receptor
farmakologiai gatlasa vagy genetikai delécioja csokkenti az IL-1f termelését, csokkenti a
neuroinflamaciét és megakadalyozza a kognitiv karosodast a szepszist tuléld allatokban
[148]. Meglepd moddon azonban vannak olyan tanulmanyok, amelyek a P2X7 védo
szerepérdl szamolnak be a bakteridlis terjedés csokkentésén keresztiil, valamint a P2rx7 /"~
egerek fokozott mortalitasat irjak le [149, 150]. Fialho és munkatarsai felhivjak a figyelmet
a P2X7 lehetséges védd hatdsdra az ujsziilottkori szepszisben, és arra, hogy a purinerg
receptorok terdpias célzdsa soran tiszteletben kell tartani a P2X7 kérokozd-szabalyozo
jotékony hatdsait a talzott gyulladdsos valaszreakciot kivaltd hatisai mellett [142]. A
vonatkozo szakirodalmi adatokat figyelembe véve tehat megallapithatd, hogy a P2X7
szepszisben betoltott szerepe, a P2X7 antagonistdk gyulladascsokkentd tulajdonsaga és az
ujsziilottkori immunvélaszok hipo-inflammatorikus jellege miatt a P2X7 potencialis célpont
lehet az ujsziilottkori szepszisben az antibiotikus terdpia kiegészitéseként, feltéve, hogy a
korokozok eliminacidjat az antibiotikumos kezelés eredményeként megfeleléen
alatamasztjak laboratoriumi vizsgalatok. Mivel az Ujsziilottkori szepszis tulélése szamos
neurokognitiv karosodast okozhat, a P2X7 gatlas sikeres klinikai alkalmazéasa csokkentheti

a neurodevelopmentalis rendellenességek kialakulasat az érintett gyermekeknél.

3.3.1.3 Prenatalis Toxoplasma gondii fert6zés

A Toxoplasma gondii, mely az emberi spontan abortuszok egyik f6 oka [151], elsdsorban az
agyat fertdzi meg, célpontjai a neuronok. A parazita megkeriili az immunvalaszokat a tartos
fertdzés érdekében [152]. A méhen beliili fertézés magzati agyi karosodasokat és késobbi
neuropszichiatriai rendellenességeket kockaztat [153, 154]. A fert6zott egerek neurdlis
progenitor sejtjeiben a P2X7 expresszidja megnd, megvaltozott ektonukleotidaz aktivitas
mellett, serkentve az ATP/ADP hidrolizist. Ez arra utal, hogy az extracellularis ATP aktivalja
a P2X7-et a mikroglidkon, és a P2X7 receptorok ATP-altali folyamatos aktivalasat a T.
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gondii eliminacidjanak egyik f6 mechanizmusaként hatdroztdk meg kronikus fertdzés soran
[155]. Moreira-Souza ¢és Coutinho-Silva Osszefoglald cikke leirja a purinerg jelatvitel
szerepét a T. gondii-fertézésben, kiemelve a nem-fagocita sejtekben a P2X7-aktivacio
mikrobicid hatasanak parazita- és fagocita-kontrollban betdltott szerepét bizonyito in vitro

vizsgalatokat [156].

3.3.2 Fert6zések allatmodelljei (pl. poly(1:C), LPS)

A virusfert6zés imitdlasara, az anyai immunaktivacio kivaltdsdhoz széles korben ismert és
alkalmazott modszer a vemhes egerek és patkanyok poly(I:C)-vel vald kezelése. Ezek a
preklinikai modellrendszerek segitenek a mogottes patofizioldgiai mechanizmusok
molekularis, sejtes és viselkedési szintli vizsgalataban. A poly(I:C) a virus kétszali RNS
szintetikus analdgja, és a TLR3 receptor agonistajaként mikodik. A TLR3 egy TRIF-fiiggd
valaszt general azaltal, hogy a TRIF-et a citoplazmatikus doménhez toborozza, amely
kolesonhatasba 1ép a RIP1-gyel, a TRAF6-tal, a TBK1-gyel és a TRAF3-mal, ami a MAP
kin4zok ¢és az IKK komplex aktivalodasahoz vezet [157]. Ezen folyamatok a tovabbiakban
az ERK, a JNK, az IRF3, a p38 és az NF-«B aktivalodasat okozzak. Az ERK, a JNK és a p38
nukledris transzlokacidja kovetkezik be, ami aktivalja az AP-1 transzkripcids faktort, ami
tovabbi transzlokacidkhoz (NF-kB, IRF-3 és IRF-7) vezet a sejtmagba. Az AP-1 és az NF-
kB a citokin gének promoterjeihez kotddik, mig az IRF-3, az IRF-7 és az NF-xB a kemokin
gének promoterjeit célozza meg, indukélva azok transzkripciojat [157]. Az anyai citokinek
¢és kemokinek ezutdn immunaktivaciot indukélnak, ami szisztémas gyulladdshoz vezet. A
fent leirt gyulladdsos mechanizmusban kozponti szerepet betdlté P2X7 receptor
farmakologiai gatlsa, kiilondsen szelektiv antagonistak, mint a INJ-47965567 alkalmazasa,
lehetdséget teremtett a neuroinflammaci6 €s az ehhez tarsuld viselkedési eltérések célzott
vizsgalatara allatmodellekben. Emellett a gyulladdsos kaszkad tovabbi kulcspontjain
alkalmazhat6 NLRP3-gatldé MCC950, valamint az IL-1B-receptor antagonista célzott
beavatkozasi lehetdségeket nydjtanak. E farmakoldgiai eszkdzok révén modellezhetd és
befolyasolhato a TLR—P2X7-NLRP3-IL-1B ttvonal miikodése, eldsegitve a gyulladasos

folyamatok és azok idegrendszeri kovetkezményeinek pontosabb megértését (3. abra).
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3. abra A P2X7/NLRP3/IL-1§ jelatviteli ttvonal aktivalodasa anyai immunaktivaciés (MIA)
allatmodellekben, farmakolégiai beavatkozasi pontokkal. A TLR3 felismeri a kett6s szala RNS-t, példaul a
Poly(I:C)-t, ami a gyulladasos citokin prekurzorok és az NLRP3 komponensek NF-kB-fiiggd kifejezodéséhez
vezet. A megndvekedett extracellularis ATP ezutan aktivalja a P2X7-et, ami az NLRP3 inflammaszéma
kialakulasdhoz vezet. Ez a komplex dimerizacio és dnhasadas révén aktivalja a kaszpaz-1-et. Az aktiv kaszpaz-
1 proteolizis Gtjan a pro-IL-1B-t biologiailag aktiv formajava alakitja, amely igy készen all az extracellularis
térbe vald kibocsatasra. A gyulladasos kaszkad tobb pontjan is lehetséges célzott farmakologiai beavatkozas:
INJ-47965567 (P2X7-antagonista), MCC950 (NLRP3-gatlo), illetve IL-1p receptor antitestek alkalmazasaval,

amelyek hozzajarulhatnak a mechanizmusok pontosabb megértéséhez és a neuroimmun folyamatok

vizsgalatahoz allatmodellekben.

Egyes anyai kemokinek ¢€s citokinek kdzvetleniil hatnak a magzati agyra. Bizonyos esetekben

pedig az anyai citokintermel6 sejtek (pl. Th-sejtek) maguk is atjutnak a placentan, vagy olyan
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effektorokat aktivalnak, amelyek a placentafunkci6 befolydsdn keresztiil kozvetve
befolyasolhatjdk a magzati fejlédést, vagy tovabbi medidtorok termelését indukaljak,
amelyek a magzatba szallitodnak, vagy kozvetleniil a magzatban hatnak. Az anyai citokinek
transzplacentaris jelatviteli Utvonalak indukaldsaval akar fokozhatjdk a magzat sajat
citokintermelését is, ami hatassal van a fejlodo agyra. A placentat kovetden a magzati vér-
agy gat a masodik gat, mely mar a terhesség 8. hetében miikkoddképes és a teljesen kifejlett
felndtt agyban talalhatéd vér-agy gatra jellemzo gatlod tulajdonsagok nagy részét mar mutatja

[158].

A Dbakterialis fertdzések anyai immunaktivacios modelljére a lipopoliszacharid (LPS)
expozici6 terjedt el széles korben, amely a Gram-negativ baktériumok sejtfalanak f6
komponense [159]. Az LPS a TLR4 receptoron keresztiil aktivalja az anyai immunvalaszt,
amelynek soran proinflammatorikus citokinek — példaul IL-6, TNF-a és IL-1p — szabadulnak
fel [160]. E modellekben az anyai LPS-kezelés — kiilondsen a terhesség k6zépso szakaszdban
— viselkedési eltéréseket eredményezhet az utédokban, tobbek kozott csokkent szocialis
viselkedést ¢és fokozott repetitiv aktivitast, melyek az ASD-re jellemzd fenotipusokhoz
hasonlitanak [161]. Kimutattdk, hogy az ilyen mddon kezelt vemhes allatok utddainal
megvaltozik az interneuronok migracidja és oxidativ stressz alakul ki, anélkiil, hogy
kozvetlen magzati immunvalasz lenne jelen [162]. Az LPS-modellek kiegészitik a poly(I:C)-
alapu rendszerek 4ltal feltart mechanizmusokat azaltal, hogy lehetdvé teszik a bakterialis
gyulladas idegrendszeri kdvetkezményeinek vizsgalatat, €s hozzajarulnak a P2X7-receptor

szerepének értelmezéséhez is az anyai immunaktivacid neurobioldgiai hatdsaiban.

3.3.3 Autoimmun allapotok és endogén gyulladas a terhesség soran

Bizonyitékok alapjan feltételezhetd, hogy a gyulladasos kornyezetet terhesekben a kiilsd
ingerek mellett a bels6 mechanizmusok karosodésa is kivalthatja, ami hasonl6 gyulladéasos
kornyezetet hoz 1étre, és olyan jelatviteli utakat indukal, amelyek idegrendszeri fejlédési
rendellenesség kialakuldsahoz vezethetnek [163]. Az autoimmunitas soran specifikus adaptiv
immunvalasz alakul ki a sajat antigének ellen, és a koros IgG-k atjuthatnak a placentan [164],
ami potencidlisan magzati problémakat okozhat. Az anyai autoimmun betegségek

Osszefiiggésbe hozhatok a fejlédési rendellenességekkel [165, 166], és az anyai

30



autoantitestek novelik az ASD kockazatat [167, 168]. Az anyai hipotiredzis a neurondlis
migracid befolyasolasan keresztiil szintén 9sszefiiggésbe hozhatd az ASD-vel, kiilondsen az
elsé trimeszterben [169]. Még egy mérsékelt, atmeneti elsd trimeszteri anyai
hypothyroxinémia, amely nem feltétleniil jar egyiitt TSH-emelkedéssel, megzavarja a
alapjan [170]. Autoimmun encephalitisben az immunrendszer az agy idegsejtjeit timadja
meg, gyulladast okozva, amely autizmus-szerli idegrendszeri elvaltozadsokhoz vezet [171].
Ragcsalokban a vemhesség alatt beadott anyai autoantitestek a kérgi parenchimaba
vandoroltak, megzavarva a kéreg fejlodését ¢és a neurogenezist, kiilonosen a
dendritnyulvanyok kialakulasat és a szinaptikus kapcsolatok fejlodését [172, 173], illetve
fokozott repetitiv viselkedésformakat és csokkent szocidlis interakciot eredményezett [174].
A P2X7-t az autoimmun encephalitisben is a kozponti idegrendszeri gyulladds korai
sulyosbitojaként jellemezték [175], amely az autoimmunitast taplalja proinflammatorikus
citokin-felszabaditason keresztiil [176]. A P2X7-gatlok fazis II. klinikai vizsgalatokban
szerepeltek egyes autoimmun betegségek kezelésében [177, 178], ezért fontos lenne tovabb

vizsgalni a P2X7 terhesség alatti autoimmunitasban betoltott szerepét és lehetséges kiilsd

crer

3.4 A méhen beliili gyulladasos kornyezet, a neuroinflammacié és a neuropszichiatriai

zavarok Osszefliggései

3.5 Prenatalis gyulladas és viselkedéses eltérések (allatmodellek)

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy az anyai gyulladas a kordbban emlitett kdrnyezeti
faktorokhoz kapcsolodo fejlédési rendellenességek fokozott kockazatanak kulcsfontossagi
kozvetitéje. Szamos nemrég megjelent tanulmany széleskdrben vizsgalja, hogy a terhesség
alatti fokozott immunaktivacié hogyan kapcsolodik a neuroldgiai rendellenességekhez,
allatkisérletek felhasznaldsaval vizsgalva az agy fejlédésére gyakorolt hatasait. Az aktivalt
anyai immunitds megemeli az extracellularis ATP-t a fejldd6 idegi strukturdkban [179, 180].
Beamer ¢és mtsai. megallapitottdk, hogy a megndvekedett extracellularis ATP a P2X7
receptorokon keresztiil megvaltoztatja az akcios potencial kiiszobértékét és a maximalis

tiizelési frekvenciat, ezaltal modulalva az Gjsziilottkori subplate neuronok aktivitasat [68].
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Az IL-1 receptor antagonista LPS-sel egyiittes addsa enyhitette az LPS altal kivaltott
placentaris gyulladast és a magzati agykarosodast (az eléagy fehérallomanyéanak és motoros
viselkedéseknek elvaltozasa) az utodpatkdnyokban [181]. A prenatalis poly(I:C) expozicid
megemelte a P2X7/NLRP3/IL-1 Gtvonal aktivitasat ndstény fiatalkora patkanyok nucleus
accumbensében [182]. Mind az LPS, mind a poly(I:C) kezelés az NLRP3 ¢és az IL-1P
expresszidjat és aktivalodasat indukalta az utédpatkdnyok agyaban, amelyek skizofrénia-
szerli viselkedést mutattak [183]. Ezt a kapcsolatot erdsiti Horvath €s munkatarsainak
tanulmanya is, amely elsdként igazolta, hogy a P2X7 receptor aktivacidja elengedhetetlen az
anyai immunaktivacioé autizmus-szeri fenotipusba val6 atforditdsdhoz, és hogy annak gatlasa
mind az anyaban, mind az utédban képes enyhiteni a viselkedéses és morfologiai eltéréseket
[180]. A prenatalis gyulladas és az idegrendszer kolcsonhatdsai kiilonosen markdnsan
jelenhetnek meg azokban a korképekben, ahol a fejlédési folyamatok sériilése mar korai
¢letkorban meghatarozza a viselkedés alakuldsat - ilyen allapot lehet példaul az autizmus

spectrum zavar is. A kovetkezkben ennek klinikai jellemzoit és hatterét ismertetjiik.

3.6  Autizmus spektrum zavar altalanos jellemzdi

Az autizmus sperktum zavar legfontosabb jellemzdi a tarsas kommunikacié zavara és a
beszikiilt, ismétlodé elemek a viselkedésben, érdeklodésben és aktivitasban. A

rendellenességek mintdzata rendkiviil sokféle és bonyolult.

3.6.1 ASD definicidja és tiinettani jellemzdi

Az autizmus spektrum zavar tiinettana szerteagazo, spektrum-jellegébdl adoddan a
kiilonbozd tiinetcsoportok eltérd erdsségli tlinetei kombindlodnak egyéni varidcioban,
azonban harom teriilet minden esetben érintett. Ezek a szocialis interakcidok zavara, a
kommunikécios készségek elmaradéasa és a viselkedés, rugalmas gondolkodés eltérései. A
2013-ban bevezetett DSM 5 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) az

autisztikus tridsz tlineteit két kategoéridba tomdaritette két fo tiinetcsoportot megjeldlve. Ezek:
— a tarsas kommunikacid és szocialis interakciok zavara és

— a korlatozott, ismétl6do viselkedésmintazatok, érdeklddés és tevékenységek.
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A diagnozis felallitasahoz a tiineteknek a korai fejlodési iddszakban jelen kell lenniiik és a
tinetek klinikailag jelentds karosodast kell okozzanak a jelenlegi funkcionalitdsnak
megfelelo helyen (foglalkozas, tanulas, szocialis teriiletek), illetve ezeket a zavarokat értelmi
fogyatékossag, vagy globalis fejlédési késés kizarhato legyen [184]. Ertelmi fogyatékossag
gyakran egyiitt fordul el¢ autizmus spektrum zavarral. Ahhoz, hogy az ASD és értelmi
fogyatékossag komorbid diagndzisa megallapitasra keriiljon, a szocidlis kommunikéci6 a
varhatd fejlettségi szintnél alacsonyabb szinten kell legyen. Az ASD nem mindig
manifesztalddnak a korai iddszakban, amennyiben nincsenek meg a megfeleld szocialis
elvarasok, vagy a késébbi életkorban a tanult stratégidk a tiineteket elfedik. Az elsé
tiinetcsoporthoz, a kommunikaci6é zavardhoz tartozik a szocidlis és érzelmi kolcsonosség
zavara (mint példaul a rendellenes szocidlis kozeledés a tobbiek fel¢, az oda- vissza
kommunikécio zavartsaga, az érzelmek és érdeklddés megosztasdnak hidnya és a szocialis
interakcidkra vald adekvat reakcidknak hidnya). Ilyen tiinetek mar csecsemdkorban
felfedezhetdek, mint példaul a masik arc figyelésének hianya, a ritka mosoly. Késobb
hianyzik az 6rdm megosztasa, a tirgyak megmutatasa, gyakori a kortarsaktol valo elhtizodas,
kozos tevékenységbe nehéz bevonhatosag. Probléméak megoldéasara kiviilallo keresésének
hianya, segitségnyujtas hianya, mas nehézségeire latszolagos k6zombdsség, tobbi ember
érzeései €érzékelésének latszolagos hianya. Szintén a kommunikéacié zavardhoz tartoznak a
nonverbalis kommunikacios mintdk zavara, vagy rendellenessége (mint a rosszul integralt
verbalis és nonverbalis kommunikécio, a szemkontaktus és a testbeszéd zavara, a gesztusok
megértésének ¢és kifejezésének zavara, egészen az arckifejezések és a nonverbdlis
kommunikécio teljes hianyaig). Jellemz0 a szemkontaktus keriilése, vagy inadekvat
felvétele. Gyakran a gesztusok, hangadés, szemkontaktus nem megfeleléen 6sszehangolt,
szokatlan ritmussal, hangszinnel, hangerdvel jarhat. Enyhe forméaban neologizmak, tlzottan
pedans beszéd, sajat érdeklddés szerinti monologok, szocialis csevegés hidnya fordulhat eld.
Masok non-verbalis jelzéseinek félreértése. Elso tiinetcsoport része tovabba a kapcsolatok
fejlesztésének, fenntartdsanak és megértésének zavara (példaul a kiillonb6zd szocialis
kontextusoknak nem adekvat viselkedés, nehézségek a szerepjatékokban, baratsagok
kialakitasaban, és a tarsak iranti érdeklédés hidnya). Zarkozott jellem a védekezés a vilag

kaotikussadgaval szemben, szocialis elvarasoknak valdo megfelelés nehézsége jellemzo.

33



Eléfordulhat talzott nyitottsag is a kapcsolatteremtés eszkozenek nem megfeleld hasznélata.
Az ASD érintetteket eltérd ingerfeldolgozas jellemzi, melynek kdszonhetéen valaszaik,
viselkedésiik eltérd. A DSM 5 szerinti masodik fo tiinetcsoporthoz tartozik az alabbiak koziil
legalabb kettd: —Sztereotip, repetitiv motoros tevékenységek. Kisgyermekkorban sokszor
jellegzetes a kézzel repdesés, indok nélkiili nevetés, siras, hangoskodas. —Ragaszkodas a
megszokotthoz és a verbalis €s nonverbalis ritudlékhoz, valamint rugalmatlansag a rutintol
valo eltérésben (példaul szorongas és fesziiltség a megszokottdl valo eltérés esetén,
valtozasokkal szembeni megkiizdési nehézségek, merev gondolkodasi mintak, napi rutintol,
étkezési idOpontoktol vald eltérés képtelensége). A jatékok jellemzden kiilonbdznek a
tarsakétol. A rutin és a kiszamithatdsag biztonsagérzetet nydjt az ASD érintett egyének
szamara. Ertelmetlen, rituélis viselkedésmintazatokhoz valé ragaszkodas gyakran figyelhetd
meg. — Korlatozott, fix érdekldédési korok, amelyek intenzitdsa és fokusza abnormalis
szinteken mozog. A beérkezd ingerek apr6 részingerekké esnek szét. Eldfordul a zajok
figyelmen kiviil hagyasa, de azok iranti fokozott érzékenység is, ami szokatlan
viselkedéseket magyarazhat. Mindehhez gyakran erds vizudlis memoria tarsul, ritkan
kiemelkedd képességekkel (pl.: telefonkdényv, menetrend megjegyzése). — Hyper-, vagy
hypoaktivitas az érzékelésben, vagy szokatlan érdeklddés a kornyezet bizonyos érzékszervi
vonatkozasai irant (példaul k6zombdosség a fajdalomra, hémérsékletre, rendellenes, vagy
fokozott érzékenység a hangok, szaglas és tapintdsi ingerek irant, targyak gyakori
szagolgatasa, tapintdsa, vagy a vizudlis €s fényingerek irant mutatott fokozott figyelem).
Szinte minden érintettnél jelentkezik a fokozott szorongas, fleg kiilonbozd szocidlis
helyzetekben, tomegben, zajos helyeken. Egyéb viselkedészavarokkal is gyakran tarsul a
koréllapot, ezek lehetnek taplalkozasi zavarok, alvaszavar, fokozott agresszivitas,
diihrohamok, Onsérté magatartas, depresszid6 (CDC, Autism Spectrum Disorder (ASD) -
Signs and Symptoms), [185-187]. A DSM 5 hirom sulyossagi szintet kiilonit el mind a
szocialis viselkedés terén, mind az ismétld viselkedésmintazatok terén: (Nagyon jelentds
tamogatast igényel / Jelentds tdmogatast igényel / Tamogatast igényel). Tovabba kiilon
specifikalja az értelmi zavarral és anélkiil, illetve nyelvi zavarral és anélkiil el6fordulod
eseteket, valamint a meghatarozott genetikai, vagy kornyezeti kivaltd tényezohoz kothetd

megbetegedéseket. Emellett kiilon pontba foglalja a katatonidval jar6 megbetegedéseknél
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eléforduld komorbid ASD-t. A DSM 5 4ltal megjelolt ASD csoportba tobb, korabban (a DSM
IV szerint) 6ndllo kategoria tartozik bele: a gyermekkori autizmus, az Asperger-szindroma,
a Rett-szindroma, a gyermekkori dezintegracios zavar, és az egyéb pervaziv fejlodési zavar.
A DSM-5 az els0 tiinetcsoportba tartozo és a masodik tiinetcsoportbol tiineteket nem mutatd
egyéneknek egy 1) kategoriat is alkotott, amelyet szocialis kommunikécios zavarnak (SCD)
nevez, s amelybe azok a személyek tartoznak, akiknek verbalis ¢és nonverbalis
kommunikécids nehézségeik vannak, de az autizmus egy€b jellemzd6i nem taldlhatok meg

naluk [184, 188].

3.6.2 Az ASD prevalencidja és etiologiai tényezdi

A CDC Autism and Developmental Disabilities Monitoring (ADDM) Network becslései
szerint 36 gyermekbdl egynél allapitanak meg autizmus spektrumzavart (ASD) [189].
Fiukban eléforduldsa négyszer gyakoribb [189]. Az ASD a jelentések szerint minden faji,
etnikai és tarsadalmi-gazdasadgi csoportban eldfordul [190]. Az eurdpai vizsgalatok
eredményei az évek sordn a diagnosztikai kritériumok eltérései miatt valtozoak, 4,76-
31,3/100016 kozott mozog a prevalencia a 7-9 évesek kozott egy atfogd eurdpai vizsgalat
szerint [191, 192]. Az autizmus spektrum zavar etiologidja multifaktorialis, amelyben
genetikai és nem genetikai tényezdk egyardnt szerepet jatszanak. Jellemzdi, hogy az
Osszesitett populacios gyakorisaguk viszonylag magas, csalddi halmozddast mutatnak, a
betegségek valtozo stulyossaguak csalddon beliil is, és nem hat rd szelekcios tényezo.
Valamely szindromahoz kothetd ASD gyakran kromoszoma-rendellenességekhez vagy
monogén elvaltozasokhoz tarsul, ilyen példaul a Rett-szindroma, a fragilis X-szindroma és a
MECP2-duplikacié szindroma. A nem szindroémakhoz tarsuld ASD etiologidja még mindig
viszonylag ismeretlen a genetikai heterogenitas miatt. A de novo mutaciok €s a pre- és
posztnatélis kornyezeti tényezok egyiittmiikdodése jatszik szerepet [192]. Ikerkutatasok soran
azt talaltak, hogy egypetéjlieknél egy gyerek betegsége esetén 36-95%-ban érintett a masik
gyerek is. Ez az arany kétpetéjiicknél 0-31% [193-195], mig testvérek esetében 2-18% [196,
197]. Az ASD eléfordulasaval 10%-ban jar egyiitt Down-szindréma, Fragilis X-szindroma,
sclerosis tuberosa, vagy egyéb genetikai, illetve kromoszomalis eltérés, ami jelentosen

meghaladja az ASD-ben nem szenvedd populécioban vald eléfordulasat [198, 199]. ASD
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gyermekekben 10%-ban jar egyiitt egyéb pszichiatriai megbetegedéssel. Az ASD-vel egyiitt
mig valés gyakori komorbiditas az ADHD, epilepszia, értelmi fogyatékossag [200].
Kutatasok azt mutatjak, hogy ASD-ben érintett egyének kozott tobb atlag feletti 1Q-val
rendelkezd €s kevesebb atlag alatti 1Q-val rendelkez6 egyén talalhato [201]. A viselkedéses
¢s idegrendszeri jellemzok sokfélesége mellett egyre tobb adat tdmasztja ald, hogy az
autizmus spektrumzavar hatterében tobbféle immunoldgiai komponensek is szerepet
jatszanak. Ennek egyik legfontosabb bizonyitéka a kiilonb6z6 gyulladasos biomarkerek
jelenléte ASD-ben.

3.7 Human bizonyitékok IL-1B, P2X7 expressziorol ASD-ben

In vitro vizsgalatok magasabb alapszintii és LPS-indukalt kaszpéaz-1, NLRP3 és szekretalt
IL-1p szintet mutattak ASD-s egyének PBMC-jeiben [202] (Szabo et al., 2024). Az NLRP3
gatlasa MCC950-¢el blokkolta mind az NLRP3 4ltal kozvetitett, mind az alapszinti IL-13
termelést ¢és csokkentette a kaszpaz-1 aktivitast PBMC sejtkulturdkban [202]. A posztnatalis
human vizsgalatok azt mutatjak, hogy az ASD-ben szenvedd gyermekek és felndttek
plazmajaban megndvekedett az IL-1p szint [203]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
emelkedett IL-1f expresszio az agyban a tartds gyulladas hossza tavu terméke lehet. Bar az
eredmények igéretesek, a hosszll tavl Osszefiiggések tisztdzasahoz azonban még kevés adat

all rendelkezésre.

3.8 A P2X7/NLRP3/IL-1p utvonal kdozponti szerepe a zavarok kialakulasaban

Egy human tanulmanyban roviddel a korasziilést kovetden a keringésben 1€vé emelkedett 1L-
1B 6sszefiiggott az idegrendszeri fejlédési zavarok fokozott kockézataval 24 honapos korban
[204]. A terminusra sziiletett/terminus kozeli ujsziilotteknél az élet elsé napjaiban
megemelkedett szisztémas és cerebrospinalis IL-1B-t Osszefiiggésben talaltdk az agyi
anyagcsere karosodéasaval €s 30 honapos korban jelentkezd fejlodési késéssel [205, 206].
Kelly és munkatérsai javasoljak az interleukin-1 receptor antagonistak klinikai felhasznalasat
a perinatalis gyulladas és az idegrendszeri fejlodési zavarok szempontjabol leginkabb

veszélyeztetett csecsemOk esetében [207]. Bar a P2X7/NLRP3/IL-18 utvonal

36



aktivalodasanak pontos mechanizmusai a kéros agyfejlédésben tovabbra is tisztdzatlanok,
néhany morfologiai kiilonbséget leirtak. Koros koriilmények kozott a P2X7 aktivalasa a
poly(I:C) egérmodellel végzett ex vivo vizsgalat alapjan a dendritmorfologia
rendellenességeit és a dendritikus kindvés hidnyossagait is okozta, valamint a poly(I:C)
kezelés viselkedési rendellenességeket eredményezett a fiatal utédokon [69]. Fetsko és
munkatarsai kimutattdk, hogy az IL-1p KIR-specifikus expresszidja a neurovaszkuldris
fejlodés soran az agyi endotélsejtekben a Wnt/B-katenin jelatviteli uton keresztiil karosan
befolyasolja a vér-agy gat fejlodését, ami a KIR angiogenezis és a gatfunkcio jelentOs
csokkenéséhez vezet [58]. A P2X7/NLRP3/IL-1B utvonal jelent6ségét az anyai
immunaktivacié altal kivaltott neurofejlédési zavarokban munkacsoportunk korabbi
vizsgalata is megerdsitette, amely elsdéként igazolta, hogy a P2X7 receptor aktivalasa
sziikséges ¢s elégséges az autizmus-szerli viselkedéses ¢s morfologiai eltérések
kialakuldsdhoz a poly(I:C)-alapt MIA egérmodellben [180]. A jelen disszertdcidban
bemutatott kisérletsorozat ezen eredményekre épiil, és célja a P2X7-hez kapcsolodd
downstream jelatviteli utak — kiilonosen az NLRP3 ¢és az IL-1p — id6beli dinamikéjanak
vizsgalata, valamint a posztnatdlisan alkalmazott P2X7-antagonista kezelés hatdsainak

elemzése volt, potencidlis terapias lehetdségek azonositasa céljabol.

Mindezek alapjan felmertil az a kérdés is, hogy a P2X7 receptor szerepe mas, nem fejlddési
eredetli, de szintén gyulladasos eredetli idegrendszeri eltérésekben is kimutathatd-e. A
disszertacid kordbbi fejezeteiben bemutatott kisérletes €s elméleti hattér alapjan egyre
erdteljesebben korvonalazodik a P2X7 receptor kozponti szerepe az idegrendszeri
immunaktivacid és a hosszil tavli neuropszichiatriai eltérések kialakulasa kozott. Ehhez
kapcsolédoan az elmult években egy masik koéros gyulladasos allapot, a SARS-CoV-2
fertdzést kovetd szindroma (PASC) allatmodelljén is vizsgalatokat végeztiink, amelyben
szintén a P2X7 receptor szerepét tartuk fel a poszt-akut idegrendszeri -eltérések
kialakuladsdban. Bar ez a modell nem az idegrendszeri fejléddéshez, hanem felndttkori
gyulladdsos allapothoz kapcsolddik, a P2X7 receptor szerepének vizsgalata olyan
mechanizmusokra is ravilagithat, amelyek mas, gyulladdsos eredetli neuropszichiatriai

eltérések hatterében is relevansak lehetnek. A kovetkezd alfejezetek ezen kapcsolddasi
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pontokat és a P2X7-receptor gyulladasos kozvetitd szerepét ismertetik a SARS-CoV-2

fertdzést kovetd idegrendszeri eltérések elméleti hatterén keresztiil.

39 A P2X7 receptor szerepe neuroinflammadacié kozvetitésében ¢és hossza tavu

idegrendszeri eltérések kialakuldsaban posztakut COVID-19 szindrémaban (PASC)

Mikozben kutatdsaink az anyai immunaktivacid ¢és az autizmus spektrumzavar
Osszefliggéseit vizsgaltak a P2X7 receptor kozvetitésével, a COVID-19 vilagjarvany idején
lehetéség nyilt e purinerg jelatviteli utvonal szerepének feltérképezésére egy masik
neuroinflammatorikus allapotban is. Ez az 1) kutatasi irdny nemcsak az aktudlis
kozegészségiigyi kihivasokra reflektalt, hanem egyben Uijabb lehetdséget kinalt a P2X7
receptor altalanos patofiziologiai szerepének jobb megértésére a kozponti idegrendszeri

gyulladés és a hosszl tdva neuropszichiatriai eltérések dsszefiiggésében.

Az utébbi években vilagossa valt, hogy a SARS-CoV-2 fertézést kovetéen szamos betegnél
alakulnak ki hosszabb tavli neurolédgiai €s pszichiatriai tiinetek, amit az irodalom post-acute
COVID-19 syndrome (PASC) vagy long COVID néven emlit [208]. Ezen tiinetek kozé
tartozik a kognitiv romlds, szorongds, depresszid, faradékonysag és alvaszavarok is [209]
[210]. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy e klinikai tiinetek hatterében elhuz6do

neuroinflammacio all, amely kiilondsen az agy frontalis és limbikus teriileteit érinti [211].

3.9.1 A P2X7-medialt gyulladas szerepe a PASC kialakulasaban

A SARS-CoV-2 fertézést kovetd neuropszichiatriai szovédmények, mint a szorongas,
kognitiv hanyatlas vagy hangulatzavarok, hatterében az egyensulyabdl kibillent gyulladasos
valasz, kiilondsen a purinerg P2X7 receptor aktivacioja allhat. A P2X7 aktivacigja altalaban
magas extracellularis ATP-szint mellett torténik meg, amely jellemz6 lehet virusfertdzések
utani gyulladdsos kornyezetre. Allatkisérletes modellekben, koztikk az MA10 egértorzzsel
végzett fertdzésekkel kimutattak, hogy a fertdzést kovetden tartds mikroglialis aktivacio és
IL-1p talszabalyozas alakul ki a kozponti idegrendszerben [212]. A hippocampus, amygdala
¢és prefrontalis kéreg régidiban mérhetd fokozott P2X7 €s inflammaszoma-aktivacio tartos
neuroinflammacios kornyezetet hoz létre [213, 214]. Ezek a mechanizmusok nemcsak

strukturalis, hanem funkcionalis karosodasokhoz is vezethetnek.
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3.9.2 A P2X7-receptor kozvetitd szerepe a gyulladés és a neuropszichiatriai tiinetek kdzott

Preklinikai modellekben a P2X7 receptor aktivacidja utdn szorongdsos és depressziv
viselkedésformak jelentkeztek, melyeket a gyulladdsos mediatorok, mint az IL-1B, TNF-a €s
IL-6 megnovekedett szintje kisér [215, 216]. A receptor jelenléte az agyi mikroglia sejteken
lehetdvé teszi a gyulladasos valasz gyors feler6sodését, ami a viselkedéses valtozasok egyik
alapja lehet. Egyes egereken végzett vizsgdlatok szerint a SARS-CoV-2 S1 fehérje a
mikroglidkban kozvetlentil aktivalja az NLRP3 inflammaszémat, amely fokozott IL-1B
termeléshez, neuroinflammaciohoz, hippocampalis sejtpusztulashoz, memoriaromlashoz ¢€s
szorongasszerli viselkedéshez vezethet, mely hatdsok az NLRP3 genetikai, vagy
farmakologiai gatlasaval mérsékelhetéek [213, 214]. A megemelkedett szolubilis P2X7
(sP2X7) szintet human COVID-19 betegek plazmajaban is kimutattdk, ami a betegség
sulyossagaval korrelalt [109, 110].

3.9.3 A P2X7 receptor mint potencidlis terapias célpont gyulladasos eredetii idegrendszeri

eltérésekben

A P2X7 receptor a neuroinflammatorikus folyamatok egyik kulcsszabalyozodjaként egyre
nagyobb figyelmet kap kiilonb6z6 pszichiatriai €s neurodevelopmentalis korképek lehetséges
célpontjaként. A fentebb emlitett allatkisérletes eredmények és human biomarker adatok
egyarant alatamasztjak, hogy a P2X7 receptor gatlasa igéretes stratégiat jelenthet PASC-hoz
kapcsolddo neuropszichiatriai tiinetek mérséklésére. A JNJ-47965567 egy nagy affinitasq,
centrdlisan haté P2X7-antagonista, amely lehetévé teszi a kozponti idegrendszeri
immunvalasz szelektiv modulalasat. Farmakoldgiai tulajdonsagai révén igéretes eszkozt
jelent a P2X7-gatlas terapias jelentdségének vizsgalatara, kiilondsen olyan allapotokban,

ahol a gyulladas szerepet jatszik a viselkedéses €s kognitiv eltérések kialakulasaban.
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4 CELKITUZESEK

A purinerg P2X7 receptor egy gyulladasos jelatvivd, amely aktivacidja soran kulcsszerepet
tolt be a gyulladasos citokin-valasz kozvetitésében, a sejtkdzotti kommunikacid
szabalyozasaban, valamint az ATP- és kalcium-homeosztazis dinamikajanak alakitasaban.
Koros aktivacidja feltételezhetéen tartds, Onfenntartd neuroinflammadcios folyamatokat
indithat el az idegrendszerben. Ez a jelenség kiilondsen relevans lehet olyan korképek
esetében, ahol elhtiz6d6 immunaktivacio figyelheté meg, igy az autizmus spektrumzavar
(ASD) és mas neurofejlodési rendellenességek patogenezisében is. A receptor aktivaciojahoz
kapcsolodd mechanizmusok — ugymint a mikroglia sejtek fokozott citokin-termelése, az
extracellularis ATP kozvetitette sejtkozotti kommunikdcié, valamint a neuron-glia
interakcidk zavara — igéretes kutatasi célpontta teszik a P2X7-et. E mechanizmusok
vizsgalata — amely dolgozatom f6 fokuszat képezi — els@sorban az autizmus spektrum zavar
patomechanizmusanak mélyebb megértését szolgalja, ugyanakkor relevanciaval bir mas,
példaul poszt-infekcids eredetii neuropszichiatriai eltérések szempontjabol is. Ezek koziil —
a pandémia idején valo aktualitdsuk okan — kiilon is foglalkozom a SARS-CoV-2 fert8zést

kovetd idegrendszeri kdvetkezményekkel.

A disszertacio célkitiizései a kovetkezok:

» Az NLRP3 inflammaszoma és az IL-1P gyulladiasos mediator szerepének
feltarasa az ASD-szert fenotipus kialakulasaban anyai immunaktivacios (MIA)
modellben: farmakolégiai (MCC950, IL-1p antitest) és genetikai (IL-1o/f KO)
modszerekkel elemeztiik ezen gyulladdsos utvonalaknak a szerepét az anyai
immunaktivacio kovetkezményeiben.

» Az anyai immunaktivaciot kovet6 id6fiiggo citokinprofil meghatarozasa: célunk
volt az anyai vérplazmaban ¢és a magzati agyban jelentkezd gyulladasos
citokinvalaszok idébeli alakuldsanak jellemzése.

» A P2X7 receptor kozponti jelentéségének igazolasa az anyai immunaktivacios

modellben: célunk volt annak meghatirozasa, hogy a genetikai delécié (P2rx7™"
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egerek) vagy a szelektiv farmakologiai gatlas (JNJ 47965567) képes-e megeldzni a
MIA Altal kivaltott viselkedési és idegrendszeri elvaltozasokat.

A P2X7 gatlas posztnatalis alkalmazhatosaganak vizsgalata: célul tiztiik ki annak
meghatarozasat, hogy az utédok ismételt posztnatalis kezelése P2X7-antagonistaval
képes-e reverzibilis hatast gyakorolni a kialakult neuropszichiatriai eltérésekre.

Uj poszt-COVID modell felallitisa és a P2X7 szerepének vizsgalata:
kutatasainkat kiterjesztettiik egy posztakut SARS-CoV-2 (PASC) egérmodellre,
amelyben a P2X7 receptor expresszidjanak regionalis valtozasait és a fertézést kovetod
neuroinflammacios valaszokat térképeztiik fel.

A P2X7 gatlas hatasanak vizsgalata posztakut SARS-CoV-2 fert6zés esetén:
célunk volt feltarni, hogy a P2X7 receptor szelektiv gatlasa képes-e enyhiteni a
fertdzést kovetden megfigyelt viselkedéses és molekularis eltéréseket.

A P2X7 receptor mint terapias célpont preklinikai értékelése: célul tiiztiik ki a
P2X7 gatlas alkalmazhatosdganak preklinikai bizonyitdsat gyulladasos eredetli
neuropszichiatriai zavarokban, kiilonos tekintettel az ASD- és PASC-modellek

alapjan megitélhetd transzlacids potencialra.
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5 MODSZERTAN
5.1 L. A P2X7-receptor szerepe az autizmus spektrum zavar modellezésében

5.1.1 Kisérleti allatok

Az allatokat standard laboratériumi koriilmények kozott, 12 6ras fény-sotét ciklusban,
paratartalom (60 = 10%) és hdmérséklet (23 £ 2 °C) szabalyozott helyiségekben tartottuk, ad
libitum biztositott taplalékkal (tenyésztési tap, V1124-000, Sniff Spezialdidten GmbH) és
vizzel. Az éllatok szenvedésének minimalizalasat szem el6tt tatottuk és mindent megtettiink
a felhasznalt allatok szdmanak csokkentése érdekében. A Kisérleti Orvostudomanyi Intézet
helyi allatgondozasi bizottsdga minden kisérleti eljarast jovahagyott (engedélyszam:
PEI/001/778-6/2015). Az allatok tenyésztése az KOKI Orvosi Géntechnoldgiai Részlegében,
SPF (specified pathogen free/ meghatarozott fert6z6 betegségektdl mentes) higiéniai szintii
koriilmények kozott tortént. A kisérleteket kezelt és teszt-naiv vad tipusa P2rx7"* és P2rx7-
" egereken és IL-10p”" egereken végeztiik [217]. A P2rx7”~ and IL-1B~ 4llatokat homolog
rekombinacioval hoztak létre. A P2rx7”" egerek eredeti tenyészparjait Christopher Gabel a
Pfizer, Inc.-t6l (Groton CT, USA) kaptuk. A targetald konstrukciot patkdnyokbol izolalt
teljes RNS felhasznalasaval, RT-PCR segitségével allitottak eld. A primerek szekvencidi a
kovetkezok voltak: P2X7-F1 (5'-CGGCGTGCGCGTTTTGACATCCT-3") és P2X7-R2 (5'-
AGGGCCCTGCGGTTCTCTC-3") [218]. A P2rx7"" és P2rx7" allatok farkabol genomi
DNS-t izolaltunk, és a genotipusokat PCR-elemzéssel igazoltuk. A kisérleteinkben hasznalt
P2rx77 egérkolonidhoz dsszesen kilenc visszakeresztezést végeztiink C57BL/6-ra. Az IL-
laf kettds knockout egerek tenyészparjai a University of Tokyo Institute of Medical Science
tenyészallat-kdzpontjabol szarmaznak. Az IL-la targetald konstrukcidt tigy hoztak létre,
hogy az 5. exonban és az 5. intronban 1év6 Sau3Al és Kpnl helyek kozotti 1,5 kbyte-os DNS-
fragmentumot lacZ-pA-PGK-hph-pA kazettaval helyettesitették. A 3. €s 5. exonban 1év6
HinclI és BstXI helyek kozotti 2,45 kbyte-os DNS-fragmentumot tordlték €s lacZ-pA-PGK-
neo-pA kazettaval helyettesitették az IL-1f célvektor 1étrehozasahoz. Az IL-10/p kettds-KO
egereket az embriondlis Ossejtben végzett egymdst kovetd homoldg rekombinaciokkal
allitottak eld. Minden kisérletsorozatban 40-60 felnétt, 10-14 hetes ndstény €s him (25-30 g

sulyt), azonos koru €és genotipusu egyedet parositottunk 2 vagy 3 véletlenszertien kijelolt
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csoportokban, a tovabbi kezeléstdl fliggetleniil. A parositas hetente egyszer tortént, hogy az
embriofejlodés napjait kdvetni lehessen. A ndstényeket 6-10 f6s csoportokban tartottuk, amig
vemhességiik be nem bizonyosodott, mig a himeket a tenyésztés soran egyesével tartottuk.
Az paroztatast kovetéen naponta megfigyeltilk a ndstény allatokat és a E12,5. terhességi
napon a has mérete és alakja alapjan 1-2 fos csoportokba kiilonvalasztottuk és kezeltiik a
vembhes allatokat. A vemhes néstényeket meghatarozott kisérleti csoportokba randomizaltuk.
A megtermékenyitettség a poly(1:C) kezelés utan koriilbeliil 60%-ra, a sooldatos kezelés utan
80%-ra csokkent. Ezek a spontan vetélési aranyok hasonldak voltak a més csoportok altal a
MIA-modellt hasznalé csoportok altal jelentett aranyokhoz [219]. Csak a him utodokat
vizsgéltuk tovabb, mivel az azonos alombol szdrmazd ndstény utddok tobbnyire
rezisztensnek tlintek a MIA hatdsaival szemben [180, 220]. Korabbi tapasztalataink alapjan
egy vemhes anyadllat atlagosan 5 himnek ad életet, ezért a tenyésztési folyamat eldtt a
korabbi tanulmanyunkban [180] leirtak szerint szamoltuk ki az idedlis elemszamot. A
kisérleti allatokat a tenyésztohelyrol a tervezett viselkedési tesztek elott egy héttel szallitottuk
at a viselkedésvizsgalati egységbe. A csoportokon beliili elemszam eltérést mutatott a kezelt
allatok korében eldforduld nagy szordsu spontan vetélések, anyai ¢€s Ujsziilottkori

elhalalozasok miatt.

5.1.2 Kezelések

A MIA kivaltasara a vemhes anyakat 3 mg/kg dozist poly(I:C)-vel (Sigma-Aldrich, P9582,
LOT#118M4035V, LOT#12190304) intraperitonealis injekcioval kezeltiikk az E12.5 napon
és 1.5 mg/kg dozissal az E17.5 napon, vagy azonos mennyiségli fizioldgias sooldattal
kezeltiik korabbi metodikanknak megfeleléen [180] (4. dbra). Az NLRP3 inflammaszéma
gatlas c€ljabol a MIA kivaltasa eldtt vemhes anyaallatokat 50 mg/kg NLRP3-szelektiv
antagonistaval, MCC950-nel (CRID3 natriumsd, Tocris Bioscience, LOT#5479)
intraperitonealisan el6kezeltiik az E12.5 napon, kétoraval a poly(I1:C) injektalast megel6zden.
Hasonlé modon az IL-1f aktivacio gatlasdnak céljabol egyes vemhes egereket 25 pg/kg
kecske anti-egér IL-1 B/IL-1F2 antigén affinitasu tisztitott poliklonalis IgG ellenanyaggal
kezeltiink eld (R&D Systems, AF-401-NA). A kontrollallatok azonos térfogatt (100 ul)
sooldatot kaptak ugyanabban az idépontban.
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Az MCC950 az NLRP3 inflammaszdéma specifikus inhibitora, amely kozvetlentil kotédik a
NACHT domén Walker B motivumahoz, ezéltal stabilizalja az NLRP3 fehérjét egy inaktiv
konforméacioban. A gyartéi adatok alapjan szelektiv modon hat az NLRP3-ra, mik6zben nem
befolyasolja az NLRC4 inflammaszéma vagy a TLR receptorok jelatviteli Gtvonalait. A
kontroll 4allatokat az MCC950 kezeléseel egyidoben, egyenértékli vivéanyaggal
(sulfobutylether-7B-cyclodextrin, Sigma-Aldrich) kezeltik. A P2X7-hatds gatlasara
INJ47965567 anyagot hasznaltunk (30 mg/kg, Tocris Bioscience), melyet szintén két draval
a MIA indukci6 el6tt alkalmaztunk egereken, mig a kontrollcsoportok egyenértékii

mennyiségli oldodszer anyagot kaptak (30% captizol-oldat).

5.1.3 Kisérleti elrendezés

Az 1. és a 3. kisérletben 8-10 hetes him utédokon viselkedésteszteket végeztiink a kovetkezd
sorrendben: szocialis preferencia teszt, mosakodas teszt, golyd-asas teszt, rotarod teszt (4.
dbra). Ezutan az allatokat terminaltuk és mintédkat gyijtottiink a morfologiai elemzésekhez.
A 2. kisérletben vemhes egerek farokvéndjabol vettiink vérmintakat az E12 napon 0, illetve
egyes kisérletekben 1, 6 és 24 oraval a poly(I:C) injekci6 beadasat kdvetden. A 24., vagy 48.
oraban az egereket folyamatosan adagolt izoflurannal altattuk, mig anyai plazma, magzati
agy ¢és placenta mintakat gyiijtottiik ELISA, vagy CBA elemzésekhez, majd az anyakat
cervikalis diszlokacioval terminaltuk. A viselkedéstesztekhez hasznalt, allatokkal érintkezo
eszkozoket és arénakat minden egyes tesztallat utdn 20%-os alkohollal, majd vizzel

tisztitottuk meg a szagok csokkentése érdekében.
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4. abra A vizsgalatok kisérleti felépitése, a kisérletek és a kezelések idévonala. Az 1. és 3. kisérletben az
ASD-vel kapcsolatos viselkedésmintakat vizsgaltuk anyai poly(I:C) kezelés hatdsara. Az intraperitonealis
kezeléseket két dozisban végeztik az E12,5 és az E17,5 napokon. Az 1. kisérletben anyai elokezelést
(MCC950), a 3. kisérletben pedig ismételt utddkezelést (JNJ47965567) alkalmaztunk. A 2. kisérletben anyai és
magzati szoveteket gyljtottiink egyszeri poly(I:C) és elbzetes anyai elékezelést (MCC950/INJ47965567)

kovetben.

5.1.4 Viselkedéstesztek

5.1.4.1 Szocialis preferencia teszt

Naviaux [221] modszertanat alkalmaztuk egy haromkamras plexiarénaban (60x40 cm), ahol
minden oldalkamraban egy-egy drotketrecet helyeztiink el. A kisérletek két fazisbol alltak: 5
perces habituécios és 10 perces tesztfazisbol. Az elsé habituacids fazisban a kisérleti allat 5
percig szabadon fedezhette fel az egész arénat. Ezt kdvetden az egeret az aréna kozépsod
kamrajaba zartuk, €s egy azonos kort és nemii idegen egeret (intruder) helyeztiink a kamra
egyik oldalso drotketrecébe. A mésik oldalsé kamra drotketrece tliresen maradt. Ezutan a 10
perces tesztfazis kezdetén kinyitottuk a kapukat a ketrecek kozott. A Noldus Ethovision XT
13 szoftverrel ¢él6 nyomon kovetési méréseket végeztiink, Gsszehasonlitva azt az idot,

amelyet a tesztegér az egyes, a szoftverben meghatarozott szimatolasi zéndkban toltott. A
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szocidlis preferencidt szazalékban fejeztiik ki: az iires- vagy az intruder-szimatolasi zondban
toltott kumulativ idétartam (masodperc) és a mindkét szimatold zénaban toltott 6sszidd

hanyadosénak szazszorosat véve.

5.1.4.2 Mosakodas (self-grooming) teszt

A mosakodas tesztet a Kyzar altal leirtak szerint végeztiik [222]. A kisérletek elott az
egereket 30 percig szoktattuk a kisérleti helyiséghez. Az allatokat egyenként tiveghengerekbe
(12 ecm atméréji, 20 cm magas) helyeztilk egymastol elszeparalva, és 10 percen keresztiil
rogzitettiik a spontan mosakodasi viselkedésiiket. A mosakodas hosszat és frekvencidjat
manualisan pontoztuk a Noldus Observer XT szoftver segitségével, és a mosakodas

kumulativ idétartamat masodpercben fejeztiik ki.

5.1.4.3 Uveggolyo6-asas (marble-burying) teszt

Az liveggolyo-asas tesztet Malkova tanulmanya alapjan terveztiik [223]. Egy tiszta allattartd
ketrecben (36,7 x 14,0 x 20,7 cm) 4-5 cm vastag, tiszta alom feliiletén 20 egyforma méretii
tiveggolyot helyeztiink el egyenld tavolsdgra, 4x5 sorban. 1/3 feliilet maradt golyomentes,
ahova az egereket 6vatosan behelyeztiik, majd a ketrecet plexiiiveggel fedtiik le a 10 perces
vizsgalati 1d6 alatt. A >60%-ban alommal fedett golyokat elasottnak tekintettiik. Az asési

viselkedés jellemzésére szolgalo elasott golyok mennyiségét darabszamban fejeztiik ki.

5.1.4.4 Rotarod teszt

A rotarod-tesztet [221] szerint végeztiik egy rotarod-késziiléken (Rotarod Treadmill 755,
IITC Life Science, Kalifornia, Egyesiilt Allamok). Az egereket dvatosan egy allandd vagy
gyorsulo sebességgel forgathato ridra helyeztiik. A késziilék 5 egér egyidejii vizsgalatat tette
lehetévé. Minden egér két egymast kovetd napon allando, 4 fordulat/perc sebességgel végzett
habituacion esett at, hogy elérje a radon vald egyensulyozas képességét legalabb 30
masodpercig. A kovetkezd két napban, a vizsgalati fazis sordn a rud egyenletesen gyorsult 5
percig 4 ¢és 40 fordulat/perc kozott. A leesésig eltelt idot a vizsgalati napokon mértiik, naponta
négyszer. A probak kozotti 1dokoz legalabb 30 perc volt. A leesési késleltetési értékeket

masodpercben fejeztiik ki.
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5.1.5 Morfologiai vizsgalatok

5.1.5.1 Kovantitativ immunhisztokémia

Csoportonként 6-13 allat kisagyan végeztiink immunhisztokémiai festést a Purkinje-sejtek
szdmszerisitése céljabol. Az egereket izolflurannal talaltattuk és 4%-os paraformaldehiddel
(PFA) perfundaltuk. A perfaziét 0,1 M foszfatpufferes sooldattal (PBS) kezdtiik az erek
atoblitése céljabol, majd ezt kdvette a 4%-o0s paraformaldehides fixalas. Az agyakat kivettiik
¢és egy ¢éjszakan at 4%-os PFA-ban posztfixaltuk. A mintdkat hdromszor atoblitettiik PBS-
szel, majd 50 um-es paraszagittalis metszeteket készitettiink a kisagybdl Leica vibratom
segitségével. A metszeteket 5% normal l6szérumot, 1% szarvasmarha szérumalbumint
(BSA) és 0,3% Triton X-100-t tartalmazé blokkold oldatban permeabilizaltuk 2 o6ran
keresztiil szobahdmérsékleten, 0,1 M foszfat pufferben (PB). A metszeteket egy éjszakan at
4 °C-on inkubaltuk els6édleges antitesttel: nytlbol szdrmazo poliklonalis anti-calbindin D-
28k antitesttel (Swant, CB-38a, 1:12 000), amelyet 0,1 M PB-ben higitottunk. Ezutédn a
metszeteket ismét haromszor mostuk PBS-szel, majd 2 6rdn at szobahdmérsékleten
inkubaltuk 6ket fluoreszcens masodlagos antitesttel (Alexa-Fluor 488 kecske antinyul IgG,
1:3000, Invitrogen). A metszeteket az el6zéek szerint mostuk és dvatosan targylemezekre
helyeztiik. A kitapadt mintdkat fluoreszcens festést védo kozeggel és feddlemezekkel fedtiik
le. A kisagy VII. lebenyérdl [224] konfokalis Nikon C2 mikroszkoppal készitettiink képeket
20x-o0s nagyitassal. A sejtstirliséget az Imagel szoftver segitségével szamoltuk manualisan.
A képeken fluoreszcensen jelolt Purkinje-sejtek szamat a lebeny mért hosszahoz

hasonlitottuk, igy a Purkinje-sejtek stirliségét sejt/mm-ben fejeztiik ki.

5.1.5.2 Szinaptoszoéma-integritds mérése elektronmikroszkopiaval

Teljes-agy szinaptoszoma frakciokat készitettiink Kofalvi és munkatarsai protokollja alapjan
[225]. Dekapitulaciot kovetden a teljes agyakat szachar6z-HEPES oldatban (0,32 M
szachar6z, 0,01 M HEPES, 0,63 mM Na2EDTA, pH 7,4) 4°C-on homogenizaltuk kézi iveg-
dugattyis homogenizatorral, majd 5 percig 3000 g-nél centrifugaltuk. A feliiliszot 13000 g-
n (10 perc, 4 °C) centrifugéltuk tiszta centrifugacsében. Ezutan a feliiluszot elvetettiik, és a

P2 pelletet 45%-o0s (v/v) Percoll-Krebs oldatban (Krebs: 113 mM NaCl, 3 mM KCl, 1,2 mM
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KH2PO4, 1,2 mM MgS04, 2,5 mM CaCl2, 25 mM NaHCO3, 5,5 mM gliikoz, 1,5 mM
HEPES, pH 7.4) felvettiik, és 2 percig 13000 g-nél 4 °C-on centrifugéltuk. A Percoll-oldatot
a folyadékoszlop tetején 1€évo, szinaptoszomakban gazdag réteg alol leszivtuk, majd a
fennmaradd szinaptoszoma-frakcidt levalasztottuk, €s azonos térfogati Krebs-oldatban 2
percig 13000 g-nél Gjra centrifugdltuk. Az igy kapott pelletet kétszer ujra szuszpendaltuk
Krebs-oldatban, ismét centrifugaltuk, majd a feliiliszot leszivtuk. A szinaptoszémakat
tartalmazo pelletet 4%-os paraformaldehiddel (pH 7.,4) fixaltuk legalabb egy 6ran keresztiil.
PBS pufferrel torténd 6blités utan 1%-o0s OsO4-al utofixaltuk szobahdmérsékleten 30 percig.
A preparatumot en bloc 1%-os uranil-acetattal 50%-os etanolban festettiik (30 perc), majd
50%-o0s, 70%-0s, 90%-0s, 100%-0s alkohol sorozattal dehidrataltuk. Végiil a mintakat Taab
812 gyantaba (Taab Laboratories) agyaztuk be. A mintdk 60°C-on torténd ¢jszakai
polimerizacidjat ultravékony metszés kovette Leica EM UC7 ultramikrorotomaval (Leica
Microsystem), majd egy Veleta 2k x 2k MegaPixel TEM CCD kameraval (Olympus)
felszerelt Hitachi 7100 elektronmikroszkoppal (Hitachi Ltd., Japan) vizsgéltuk. Az
elektronmikroszkopos felvételeket 25 000-es nagyitissal készitettiik minden vizsgalati
csoportban. A kapott képeket ,,Adobe Photoshop CS3” és az ,,Image J” szoftver segitségével
elemeztiik. Az intakt és a malformalt (egyenetlen membranok, szabalytalan posztszinaptikus
denzitas) szinaptoszémakat manualisan kétszer szamolta meg egy olyan kutatd, aki nem

tudott a kezelésekrol.
5.1.6 Biokémiai vizsgalatok

5.1.6.1 Az IL-1p kvantitativ elemzése ELISA modszerrel

Az anyai plazma, a magzati agy és a placenta IL-1p szintjét a The Quantikine® Mouse IL-1
beta Immunoassay, R&D Systems segitségével mértiikk. A plazmamintdkat a vena cava
inferiorbdl vettiik, egy 6raval a poly(I1:C) (3 mg/kg), vagy sdoldat intraperitonealis injekciojat
kovetden. A kezelést kdvetden 24 ordval magzati agy- és méhlepénymintakat gylijtottiink
olyan vemhes egerekbdl, amelyekbdl kordbban nem vettek plazmamintat. A
homogenizalashoz a mintdkat 1%-os protedz inhibitort tartalmazd, PBS-sel 1:1 ardnyban
higitott lizis-pufferbe helyeztiik (50mM Tris HCL, 150mM NaCl, SmM CaCl2, 0,02%NaN?2,
1% Triton X-100, pH=7,4) helyeztilk. Homogenizalas ¢€s centrifugdlds utdn az agyi

48



crer

1B-specifikus monoklonalis antitesttel eldzetesen bevont mikrotiter lemezen hataroztuk meg
hataroztuk meg a gyartd utasitasait kovetve. Az optikai siiriséget 450 nm-en mikroplate
olvasoval hataroztuk meg (Cytation™S5 Cell Imaging Multi-Mode Reader). A koncentracios
értekeket (pg/ml) GraphPad segitségével szamoltuk ki. A szdvetmintdk teljes
Fisher Scientific, Pierce), és a szOvetmintdk teljes fehérjeszintjének méréséhez az
abszorbanciat 560 nm-en mértiik. A magzati agyi és placentaris IL-1 koncentraciokat pg/mg

fehérjében fejeztiik ki. A plazma citokinkoncentraciokat pg/ml-ben fejeztiik ki.

5.1.6.2 Anyai plazma és magzati agy citokin- és kemokin-vizsgalata

A poly(I:C) (3 mg/kg) vagy sooldat intraperitonealis beadasat kovetden 0, 6 és 24 oraval
anyai plazmamintdkat gytijtottiink farokvénabol. 48 6ranal magzati agyat, valamint vérmintat
gyljtottiink a vena cava inferiorbdl és jéggel hiitott fiziologids sooldatba helyeztiik.
Homogenizalas és centrifugalas utan az agyi homogenatumot és a plazmamintakat -80°C-on
taroltuk. Ovatos felolvasztast kovetden a kovetkezd citokineket és kemokineket mértiik
multiplex CBA-analizissel (BD FACSVerse aramlasi citométer, BD Biosciences): IFN-y, IL-
6, IL-2, IL-4, IL-10, TNFa, G-CSF, RANTES, MCP-1. Az elemzéshez FCAP Array 5 (Soft
Flow) eszk6zt hasznaltunk. Az agyi citokinkoncentraciot a BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Pierce) segitségével normalizaltuk a teljes fehérjeszintre. Az abszorbancia
mérése 560 nm-en tortént Cytation ™ 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader segitségével. A
magzati agyi citokinkoncentracidkat pg/mg fehérjében fejeztik ki. A plazma
citokinkoncentraciokat pg/ml-ben fejeztiik ki. A termék adatlapjan meghatarozottak szerint
az egér IL-1B minimalis kimutathaté dozisa (MDD) 0,46-4,80 pg/ml kozott mozgott, az
atlagos MDD 2,31 pg/ml volt. Az ennél alacsonyabb értékeket nullanak vettiik.

5.1.7 Statisztika I.

A statisztikai elemzésekhez GraphPad Prism 7 (GraphPad Software) és Statistica 13 (Dell)
programokat hasznaltuk. Az adatok normalitasat a Kolmogorov-Smirnov-teszttel vizsgaltuk,

ahol az adatokat sziikség esetén logaritmikusan transzformaltuk. A lehetséges kiugro
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értékeket a ROUT moddszerrel (q = 1%) [226] detektaltuk, és ezeket az adatokat kihagytuk
az elemzésbdl. Az adatokat atlag+ SEM értékeként mutattuk be, ‘n’ az allatok szamat
jelentette. Minden kisérletet 3-7 fiiggetlen alomban ismételtiink meg. *P<0,05, **P<0,01,
***%Pp<0,001. A viselkedéstesztekre €s a citokinkoncentraciokra vonatkoz6 adatokat egy- és
kétutas ANOV A-val elemeztiik Tukey post hoc teszttel kiegészitve. A nem normal-eloszlast
mutatd adatok esetében a Dunn-féle tobbszords Osszehasonlitdssal kiegészitett nem-
parametrikus ANOVA (Kruskal-Wallis) tesztet alkalmaztuk. A részletes statisztikai
eredményeket — az egyes abrakhoz tartozé F, p-értékekkel, probakkal és elemszamokkal — a

4. Kiegészito tablazatban foglaltuk dssze.

5.2 1II. A P2X7-receptor szerepe a poszt-akut COVID-19 szindroma (PASC) idegrendszeri

eltéréseiben

5.2.1 Kisérleti elrendezés
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5. abra A vizsgalat Kkisérleti felépitése. A COVID-19 fert6zés neuropszichiatriai kovetkezményeit vizsgaltuk
egereken 10° PFU SARS-CoV-2 MAI0 intranazalis beadasat kovetSen. 30 perccel minden egyes
viselkedésvizsgalat eltt az egerek egy csoportja tovabbi P2X7-antagonista (JNJ 47965567) kezelést kapott. A
viselkedéstesztek végén ketamin-xilazin altatas mellett terminaltuk az allatokat és szovetmintakat gytjtottiink,

majd -80°C-on taroltuk a CBA ¢és az ELISA vizsgalatok elvégzéséig.

A vizsgéalathoz 79 nyolchetes BALB/c him egeret hasznaltunk. Az allatokat egyedileg

szelldztetett ketrecekben tartottuk természetes megvilagitasi viszonyok mellett, 22 £ 1 °C-
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on, 50-70% paratartalommal. A kisérletek a Nemzeti Népegészségiigyi és Gyogyszerészeti
Ko6zpont BSL-3 laboratériumaban torténtek. A SARS-CoV-2 MA10 torzset intranazalisan,
10° PFU doézisban adagoltuk ketamin-xilazin anesztézia mellett. Kontrollként PBS-oldatot
alkalmaztunk. A fertézést kovetd tiz napon at monitoroztuk a testtomeget és altalanos
allapotot. Egyes egerek a viselkedésvizsgalatok el6tt 30 mg/kg dozisa JNJ 47965567 P2X7-

antagonista kezelést kaptak intraperitonealisan (5. dbra).

5.2.2 Viselkedéstesztek

A viselkedéstesztek kdzott szerepelt a Nyilt tér (“Open Field”) teszt, az ugynevezett “Splash”
teszt (cukros-permetes mosakodds teszt), a faroklogatas teszt (“Tail Suspension”), a T-
labirintus (“T-maze”), valamint az 0 targy preferencia teszt (“Novel Object Recognition”).
A nyilt tér teszt soran az egereket egy négyzet alapt plexidoboz kdzepére helyeztiik és 30
percen keresztiil rogzitettilk a spontdn mozgasukat, majd Ethovision XT 15 rendszerrel
(Noldus) elemeztiik a teljes megtett tdvolsagot, sebességet, valamint a centrumban elt5ltott
1d6t. A “Splash™ teszt soran az Onapolasi (mosakodasi) viselkedést figyeltiik. A vizsgalat
soran a mosakodasra forditott id0 hossza a motivacios allapot és depresszio-szeri viselkedés
egyik indikatoraként szolgal. Ehhez az egereket egyenként egy téglalap alaku arénaban (40
x 13 x 10 cm, atlatsz6 akrillemezzel boritva) helyeztiik el 5 percre habituacié céljabol. Ezutan
az allatokat 10 %-os szachardzoldattal permeteztiik le, €s 5 percig rogzitettiik a mosakodasi
viselkedést. Az eredményeket manudlisan elemeztiik a Solomon Coder eseményrdgzitd
szoftver (Eotvés Lorand Tudomdanyegyetem, Budapest, Magyarorszag) segitségével. A
faroklogatas teszt soran az egereket a padlotdl 10 cm magasra fiiggesztettiik fel a farkuk
végétdl 1-2 cm-re elhelyezett ragasztoszalag segitségével és 6 percig rogzittettik az
inaktivitassal toltott 1d6t. Az immobilitas a motivacié €s a kiizdési hajlandosag csokkenésére
utal, igy a teszt a depresszio-szerl, tehetetlenségi viselkedés egyik allatmodellje. A videdkat
szintén a Solomon Coder eseményrogzitd szoftver segitségével elemeztiik. A T-labirintus
teszt soran a térbeli memoriat vizsgaltuk, majd az ujszerii objektum felismerését. Ennek soran
eldszor az egereket a T-labirintus egy karjdhoz szoktattuk 10 percen keresztiil, majd
megallapitottuk az 0j karokba 1épések szamat, ezaltal meghatarozva a spontan alternacidok

aranyat (Spontédn alternacidé %=(0j karba 1épés)/(6sszes belépés-1) x 100 ). Belépésnek a
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mind a négy végtag altali vonalatlépést (centrum-kar) szamitottuk. 24 o6raval késébb
végeztiik az uj targy felismerésének vizsgalatat. Ehhez a tesztallatot és két ismeretlen targyat
helyeziink a korabban hasznalt 3-agu labirintusba 10 percen keresztiil, a két targyat az egértol
egyforma tavolsagra két ellentétes kar végébe helyezve. Ezt kdvetden a tesztallatokat az
eredeti ketreciikbe visszahelyeztiik 3 percre, mig az egyik targyat egy 0j ismeretlen targyra
cseréltiik. A teszt soran ismételten 10 percig vizsgaltuk a targyfelismerd memoriat, azaz az
ujszerli és az ismerds targyak felfedezésére forditott teljes idét az Ethovision XT 15 rendszer

(Noldus) hasznalataval.

5.2.3 Mintakezelés, ELISA és aramlasi citometrias CBA analizis

A viselkedésteszteket kovetd 24 oran belil az allatokat ketamin—xilazin anesztéziaban,
heparin (10 mL/kg, 550 IU/mL) i.p. beadéasat kdvetden cervicalis diszlokacioval terminéltuk.
A vena cava inferiorbdl vérmintat vettiink, majd 6000 rpm-en centrifugaltuk 2 percig. A tiid6
jobb alsé lebenyét, valamint a prefrontalis kérget (PFC), a hippokampuszt (HIP) és a
stridtumot (STR) izolaltuk, lizispufferben (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM CaCla,
0,02% NaN, 1% Triton-X, protedazgétldo koktél) inaktivaltuk, majd -80 °C-on taroltuk. Ezt
kovetden a szoveteket ultrahangos homogenizalast kovetden 2 6ran at szobahdmérsékleten
inkubaltuk, majd 15 percen at 10 000 g-n centrifugéaltuk. A feliilisz6t -80 °C-on taroltuk. A
teljes fehérjeszintet Pierce BCA Protein Assay segitségével hataroztuk meg, tizszeres higitas
homogenatumokbol ELISA-val hataroztuk meg (P2X7 Receptor ELISA Kit, MyBioSource,
San Diego, CA, USA; detektalasi tartomany: 0,156—10 ng/mL) a gyart6 protokollja szerint.
A plazmamintékat higitatlanul, a szoveti mintdkat pedig a teljes fehérjetartalomhoz normélva
(pg/mg) vizsgaltuk duplikdtumban. Az abszorbanciaértékeket 450 nm-en, Multiskan Sky
mikrotiter leolvasdval (Thermo Fisher Scientific) mértiik. A gyulladasos citokin szinteket
(IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, CXCLI, TNF-a) CBA Flex Set (BD
Biosciences) segitségével mértiik a plazma- és szovetmintakban, duplikatumban, kétszeres
higitast alkalmazva. A mérést BD FACSVerse dramlési citométeren végeztiik, az adatok
elemzése FCAP Array szoftverrel (Soft Flow Kft., Pécs) tortént. A citokinszinteket pg/ml-

ben (plazma) vagy pg/ug fehérje egységben (szovet) adtuk meg.
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5.2.4 Statisztika II.

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 8.0.2 szoftverrel végeztiik. Az allatokat random
modon osztottuk be a kisérleti csoportokba, a viselkedéses elemzéseket a kezelések ismerete
nélkiil, vak moédon végzd kisérletvezetd végezte. A thlélési arany elemzéséhez Log-rank
(Mantel-Cox) tesztet alkalmaztunk. A normaleloszlas ellenérzése Kolmogorov—Szmirnov-
teszttel tortént. A tobbszempontos 0Osszehasonlitasokhoz egy- vagy kétutas ANOVA-t
hasznaltunk, sziikség esetén logaritmikus transzformaciéval, majd Sidak- vagy Tukey-féle
post hoc tesztet alkalmaztunk. Az adatok atlag + SEM vagy 95%-os konfidenciaintervallum
formajaban keriiltek megjelenitésre. A statisztikai szignifikancia szintjét p <0,05-ben
hataroztuk meg, amelyet az dbrdkon csillaggal jeloltiink (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001). A részletes statisztikai eredményeket — az egyes abradkhoz tartoz6 F, p-értékekkel,

probakkal és elemszamokkal — az 5. Kiegészito tablazatban foglaltuk 6ssze.
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6 EREDMENYEK
6.1 L A P2X7-receptor szerepe az autizmus spektrum zavar egérmodellben

6.1.1 Az NLRP3 és IL-1p gatlasa mérsékelte a MIA éaltal kivaltott autizmus-szerii fenotipus

kialakulasat

Az 1. kisérletben azt vizsgaltuk, hogy az NLRP3 farmakologiai gatlasa hogyan modositja az
anyai immunaktivacié hatasara kialakult ASD-szerti fenotipust egerekben. Az anyai
poly(I:C) kezelés a P2rx 7" utddokban autisztikus fenotipust valtott ki, igy szocialis deficitet
(6B abra) ¢és repetitiv viselkedésmintdzatot figyeltink meg a szocidlis preferencia ¢és
golybasas tesztben (6D dbra), de nem valtoztatta meg a mosakodasi gyakorisagot és a
szenzomotoros koordinéciot (6C, E abra). NLRP3 antagonista MCC950-el (50 mg/kg i.p.)
val6 anyai elokezelés kivédte ezen fenotipus kialakulasat (6B,D dbra). Hasonloképpen, az
anyai elokezelés IL-1p antitesttel (25 pg/kg i.p.) szintén megakadalyozta a szocialis deficitet
(6B. abra), valamint az utddok repetitiv viselkedésének valtozasat (6D dbra).
Hasonloképpen, az IL-10/B-hidanyos egereknél sem alakult ki autisztikus fenotipus az anyai
poly(I:C) kezelést kovetden (1. kiegészito dbra). Ezutan megvizsgaltuk a szinaptoszomak
integritasdt €s a Purkinje-sejtek slrtiségét. A poly(I:C) kezelés a szinaptoszomak
integritasdnak csokkenéséhez vezetett, mely a malformalt szinaptoszomak nagyobb
szazalékat eredményezte (6F-G abra), tovabba Purkinje-sejtveszteséget okozott a VII.
kisagyi lebenyben (6H-I dbra), mig az MCC950 eldkezelt csoportokban nem észleltiink
kiilonbséget a morfoldgiaban (6F-1).
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6. abra Az MIA-indukalt autizmus-szerii viselkedés megel6zése NLRP3- és IL-1B-gatlassal. A
folyamatabran lathato a kisérleti protokoll (1. kisérlet) (A). B-E Az anyai immunaktivacid szocialis deficitet
valtott ki (B), valamint ndvelte az eltemetett golyok szamat av VEH-al kezelt egerekben (D), mig az MCC950
¢és az IL-1P antagonistaval elokezelt egerekben nem volt megfigyelhet6 a poly(I1:C) (PIC) fenotipikus hatasa,
bar mindkét MCC950 kezelt csoport alacsonyabb SP értékeket mutatott a VEH-SAL kezelt csoporthoz képest
(B). A poly(I:C)-kezelés kismértékben ndvelte a mosakodasi id6t, azonban a kiilonbség egyik csoportban sem
érte el a szignifikancia hatarat (C). A szocialis preferenciat (%) ugy szdmoltuk ki, hogy az idének, amelyet a
tesztegér az idegen egér interakcidjaval toltott és az 6sszes idOnek, amelyet a tesztegér az idegennel €s az iires
ketreccel egyiittesen toltott, a hanyadosat vettiik és megszoroztuk szdzzal. F-G A sériilt szinaptoszomak aranyat
jelzik a diagramon feltiintetett pontok (F). Reprezentativ EM-kép a szinaptoszoma preparatumokrol (G). A
VEH-al kezelt agymintaknal lathato sériilt szinaptoszomak aranyanak szignifikans kiilonbségét az MCC950
kezelés kivédte. A malformalt szinapszisok (csillag) a normalisan fejlett szinapszisoktol (nyilak) eltérd
struktirat mutattak (egyenetlen membranok, szabalytalan posztszinaptikus stirliség). H-I A Purkinje-sejtek
stirlisége a VEH-al kezelt csoportban MIA hatasara csokkent, mely csokkenést az MCC950-PIC kettds kezelés
kivédte (H). Reprezentativ kép a kisagy VII. lebenyében 1év6 kalbindin-jeldlt Purkinje-sejtekrol (I). Az adatok
10-30 technikai ismétlésnek felelnek meg, csoportonként n = 3 vagy 4 allatbol. Méretsav: 100 pm. Minden
adatot atlag + s.e.m. szorasértékekkel abrazoltunk. *p < 0.05. **p <0.01. ***p < 0.001. A részletes statisztikai

elemzéseket lasd a 4. Kiegészitd tablazatban.

Korabbi adatainkat megerésitve (Horvath és mtsai., 2019), a VEH-SAL és VEH-PIC kezelt
P2rx77 egerek nem mutatték az autista fenotipus egyetlen aspektusat sem a viselkedésben,
sem a morfologiai jellemzdkben (7B-H dbra). Hasonloképpen, az anyai MCC950 eldkezelés
sem befolyasolta a szocidlis vagy repetitiv viselkedést (7B-D dbra), sem a motoros

koordinaciot (7E-H abra) ennél a genotipusnal.
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7. abra Az anyai Poly(I:C) kezelés nem valtott ki autista fenotipust sem a VEH, sem az MCC950-kezelt
P2rx7-- allatokban. A folyamatabran lathaté a kisérleti protokoll (2. kisérlet) (A). B Egyik csoportban sem
jelentkezett szocialis deficit. C-F A repetitiv viselkedések (C,D) és a szenzomotoros koordinacid (E,F) nem
mutattak kiilonbséget a MIA hatasara egyik PIC-csoportban sem a kontrollcsoportokhoz képest. Ennek
megfelelden a VII. lebeny Purkinje-sejtjeinek stiriségében sem mutatkozott kiilonbség (G,H). Méretsav 100
um. Minden adatot atlag + s.e.m szorasértékekkel abrazoltunk. *p < 0.05. **p < 0.01. ***p < 0.001. A részletes

statisztikai elemzéseket lasd a 4. Kiegészité tablazatban.
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6.1.2 A P2rx7 hidnya és az NLRP3 gatlasa megakadalyozta a poly(I:C) altal kivaltott IL-

1B-szint emelkedését mind a placenta, mind a magzati agymintakban.

A 2. kisérletben egérspecifikus IL-1B immunvizsgalatot végeztiink annak meghatarozasara,
hogy az anyai poly(I:C) kezelés indukélja-e az IL-1P szintjének emelkedését az anyai
keringésben, a placentaban és az utédok agyaban. A vizsgalatot vad tipusu és P2rx7-hianyos
egerekben végeztiik, valamint anyai eldkezelést alkalmaztunk a JNJ47965567 szelektiv
P2X7-receptor-antagonistaval és az MCC950 NLRP3-inhibitorral. A JNJ47965567-¢t, az
MCC950-et és a hordozojat a megfeleld poly(I:C) kezelés elott két oraval adtuk be. A
P2rx7"* egerekben a poly(I:C) mar az injekcid beadasa utan 1 éraval megndvelte az IL-1P
szintjét az anyai plazmaban, mig a P2rx7" és a JNJ47965567 elékezelt egerek
plazmamintaiban észlelt kiilonbségek nem voltak szignifikansak. (8B dbra). Az IL-1p fehérje
szintje a poly(I:C) hatasara 24 6raval az injekcid beadasa utdn megndvekedett a placentaban
(8C dbra) és a magzati agyban (8D dabra) vad tipusi egerekben. A P2rx7 gén hidnya,
valamint az anyai el0kezelés a INJ47965567 szelektiv P2X7-antagonistaval megakadalyozta
a poly(I:C) altal kivaltott IL-1pB-szint emelkedését mindkét szovettipusban (8C-D dbra).

58



Plazma

I=
=]

INJ47965567 Poly (I:C) / SAL

E12.5 21 £ 807 A
" -
 p—|
1znl ™
EE‘
E2 ]
b
Pdroztatds Termindlds E 20 a =
: 3 r_-1|:| B §
Anyai plozma gyiijtés —1 = 0 [ et o |
(ELISA) L 1h g & & &g
Magzati agy és placenta [ I .-l-,f.éé d"'{;\" q,‘dﬁ ng !\.‘}\} #?
. A . A
mintagydjtés (ELISA) L sk < {l&ﬁ. {F
C Placenta o Magzati agy
ke ki
L] ¥
F TTs
1
6= > * : . G0= ol
3 —_— g —
Sz . Sz
3 — Eg .0
E g 40 E .3 40
=3 -
] = .
2
£ 5 20- . = g 204 8
z E A i E & 4 1
Pl b Bl £ duy o
= = —~
o ¥ L] ¥ . L] L) lj o L L] L) Ll ¥ I—I
F & P E i & & N N G o
& &"\g &1}, d,}:. i%g' & - o AN 1&\; ?g: ?f'
& o ¥ & &# o & P o (;l;x"
& & & &

8. abra Poly(I:C) altal kivaltott IL-1p szint emelkedés WT egerek anyai és magzati szovetmintaiban. A
P2rx7 genetikai és farmakologiai gatlasa mindharom szovettipusban megakadalyozta a poly(I:C) altal
okozott jelentds IL-1B emelkedést. 4 Folyamatabran bemutatott kisérleti protokoll (2. kisérlet). B A PIC
szignifikansan megndvelte a pro-inflammatorikus IL-1B szintjét P2rx7*" egerek anyai plazmajéban, de nem
szignifikdnsan a genetikailag és farmakoldgiailag P2rx7-hidnyos egerekbdl szarmaz6 mintdkban (B). A
plazmamintakat a gyogyszer beadasat kovetden 1 oraval gytjtottiik. A kiilonboz6 pontok kiilonbozé allatok
mintainak felelnek meg (csoportonként 5-10 allat). C-D A PIC IL-1B koncentracio-emelkedést idézett eld 24
oraval a MIA indukcidjat kovetden vad tipusu egerek placenta (C) és magzati agy (D) mintaiban, mig ez a hatas
elmaradt a P2rx7” és a JNJ eldkezelt P2rx7** egerekbdl szarmazo mintdkban. Egy vemhes éllatbol két intakt
placenta és 2-3 hasonld mérett és kiilonb6zé méhhelyzetli magzati agymintat gytijtottiink, igy csoportonként

9-17 placenta- és 10-24 magzati agymintat kaptunk, amelyek 5-9 allathoz tartoztak. A plazméaban mért citokin
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és kemokin értékeket pikogramm per milliliterben, a magzati agyban és a placentdban mért értékeket
pikogramm per mg Osszfehérje mennyiségben fejeztiik ki. Minden adatot atlag + s.e.m szorasértékekkel
abrazoltunk. *p < 0.05. **p < 0.01. ***p < 0.001. A részletes statisztikai elemzéseket lasd a 4. Kiegészité

tablazatban.

Az MCC950 egy NLRP3-inhibitor (50 mg/kg), melyet 2 6raval az anyai poly(L:C)-kezelés
eldtt intraperitonealisan injektaltunk vad tipust egerekbe. Ez a kezelés megakadalyozta az
IL-1P termelddését a placentdban €s a magzati agyban (9C-D dbra), mig nem befolyasolta
az anyai plazmaban megfigyelt, poly(I:C) altal indukalt IL-1B-szintkiilonbséget a sdéoldatos
kezeléshez képest (9B dabra).
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9. abra Az NLRP3 farmakologiai gatlasa megakadalyozta a poly(I:C) jelentés IL-1p-szint emelkedést
kivalté hatasat a placenta és a magzati agymintakban, azonban az anyai plazmidban nem. A4
Folyamatabran bemutatott kisérleti protokoll (2. kisérlet). B A PIC kezelés ismételten megemelte az 1L-18
szintjét a P2rx7"* egerek anyai plazméjdban 1 éraval a PIC injekciot kdvetden mind az NLRP3-antagonistaval

elékezelt, mind a fiziologias sdoldattal kezelt egerek esetében (B). A kiilonbdzé pontok kiilonbozd allatok

crer

kivaltotta 24 oraval a MIA indukcidjat kdvetéen a vad tipust egerek placentaris (C) és magzati agyi (D)
mintdiban is, mig az MCC950-eldkezelt egerek esetében a poly(I:C) beaddsa nem eredményezett szignifikans
ndvekedést. Csoportonként 6t vemhes allatbol két intakt placentat, valamint 2-3 hasonlé mérett, de eltérd
méhbeli elhelyezkedésii magzati agymintat gy(jtéttiink. A plazmaban mért citokin- és kemokinértékeket
pikogramm per milliliterben, mig a magzati agyban €s a placentaban mért értékeket pikogramm per milligramm
Osszfehérje mennyiségben fejeztiik ki. Minden adatot atlag & s.e.m. formajaban adtunk meg. *p < 0.05. **p <

0.01. ***p < 0.001. A részletes statisztikai elemzéseket lasd a 4. Kiegészitd tablazatban.

6.1.3 A poly(l:C) altal kivaltott proinflammatorikus valtozdsok a citokin- ¢és

kemokinszintekben az anyai plazmaban €és a magzati agymintakban

A 2. kisérletben az anyai immunaktivacio (MIA) hatdsat vizsgaltuk a citokinek és kemokinek
sz¢les spektrumara nézve is kiilonb6z6 idépontokban (0, 6, 24 és 48 6raval a MIA indukciojat
kovetden), P2rx77" és P2rx7 egerek anyai plazma- és magzati agymintdinak
felhasznalaséaval (10.-11. dbra, 2. kiegészito abra). A citokinkoncentraciokat 6 éraval a MIA
indukcidja utan vizsgaltuk, és mindkét genotipusban jelentds, poly(I:C) altal kivaltott IL-6
emelkedést talaltunk, ami P2X7-fiiggetlen mechanizmus kézremiikddésére utalt (/0B abra).
A plazma RANTES szintje szintén 6 6ranal jelentdsen megndtt, és az emelkedés mértéke
P2X7-fliggbdnek tlint, mivel a P2rx7-hidnyos csoportban az emelkedés szignifikdnsan kisebb
volt. Ez a tendencia 24 6ranal is megfigyelhetd volt (/0F dbra). A G-CSF szintje mindkét
genotipusban emelkedett a MIA indukcigjat kdvetden 6 oraval, de a 24. 6rdra csokkent a
P2rx7"" csoportban. A poly(I:C) altal kivaltott emelkedés azonban a P2rx7”" egerekben 24
¢és 48 oraval a kezelés utan is fennmaradt (/0D dbra). A MIA a poly(I:C)-kezelést kovetden
az MCP-1 plazmaszintjének genotipusfiiggetlen emelkedését valtotta ki, amely 6 6ranal érte
el a csticspontjat. A P2X7-hianynak volt némi hatdsa az anyai plazmdban 24 6ran 4t tartd
MCP-1-emelkedésre (10E dbra). Erdekes modon a plazma TNFa csak a P2rx7”~ csoportban

mutatott szignifikdns emelkedést 6 oOranal (2B kiegészité abra). Az 1L-4 szintjét nem
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befolyasolta a poly(I:C) kezelés a P2rx7*"* csoportban, és nem volt kimutathaté a P2rx7”"
egerekben. A CBA-méréshez hasznalt Mouse IL-4 Flex Set (BD, 558298) gyartdjanak
technikai adatlapja szerint a kimutatds elméleti hatara 0,3 pg/ml, igy a P2rx7” mintak
tobbsége feltehetden a kimutatasi hatar ald esett (/0G dbra). Az IL-2-t nem befolyasolta a
poly(I:C) kezelés, és nem volt kimutathato a P2rx7”" egerekben. Az elméleti kimutatasi hatar
az IL-2 esetében 0,2 pg/ml. Az IFN-y (24 kiegészito abra) és az IL-10 (2C kiegészito abra)
anyai plazmaszintjében egyik idopontban sem mutattunk ki genotipushoz vagy kezeléshez

kapcsolodo kiilonbségeket.
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10. dbra Az anyai plazmaban mért citokin- és kemokin-koncentraciok a poly(I:C) beadasat kovetd

kiilonb6z6 idépontokban. A Folyamatabran lathato kisérleti protokoll (2. kisérlet). A 48 oranal végzett

terminalis vérvételt megeldzden a fenti 3 id6pontban csoportonként 5-10 vemhes allattol vettiink vért, majd
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s

G Az 1L-6 koncentracidja megemelkedett mind a P2rx7"", mind a P2rx7” plazmamintakban a poly(I:C)
injekciot kdvetden (B). Az IL-2 anyai plazmaban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a s6oldatos és a PIC-
csoportok kozott (C). A G-CSF mind a P2rx7**, mind a P2rx7"" poly(1:C)-kezelt allatok mintaiban emelkedett
az anyai plazmaban a 6. 6raban, és magasabb értékeket mutatott a plazmaban minden génkiiitdtt csoportban
(D). A kemokinek plazmaszintje a poly(I:C)-kezelést kovetden emelkedett (E, F). A RANTES plazmaszintje
szignifikansan alacsonyabb volt a P2X7-hianyos poly(I:C)-kezelt csoportban, mint a vad tipusu megfelelében
(F). Az IL-4 plazmakoncentracidja magasabb értékeket mutatott a vad tipusti csoportokban, de a poly(I:C) nem
indukalta. A plazmédban mért citokin- és kemokin-értékeket pikogramm per milliliterben fejeztiik ki. Minden
adatot atlag + s.e.m szorasértékekkel abrazoltunk. *p < 0.05. **p < 0.01. ***p < 0.001. A részletes statisztikai

elemzéseket lasd a 4. Kiegészitd tablazatban.

A magzati agyakban a poly(1:C) az IL-6 (/14 abra), IL-2 (11B abra) és MCP-1 (11C abra)
szintjének genotipusfliggd, szignifikans emelkedését idézte el a sooldattal kezelt csoporthoz
képest 24 6raval az anyai immunaktivaciot kdvetden, amely kiilonbség a P2rx7”" allatok
mintaiban nem volt megfigyelhetd. Az IFN-y (34 kiegészito abra), TNF-a (3B kiegészito
abra) és 1L-10 (3C kiegészito abra) citokinszintek a P2rx7-hianyos csoportban a kimutatasi
hatarérték alatt maradtak, mig a vad tipusu allatokbdl szdrmazé mintdkban kimutathatoak
voltak. A kezelés és a genotipus nem okozott szignifikans kiilonbségeket a RANTES (/1D
dabra) ¢és a G-CSF (/IE dbra) szintjében, bar a RANTES koncentraciojat a poly(1:C)
szignifikinsan novelte a P2rx7”" csoportban. Mig az IL-4 koncentracioja a vad tipust allatok
mindkét kezelési csoportjidban nagyon alacsony értékeket mutatott, a P2rx7”" egerekben
sokkal magasabb értékeket kaptunk (//F dabra), ellentétben a plazmaszinttel, ahol a vad

tipusban talaltunk jelentdsen magasabb értékeket (/0G dbra).
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11. dabra Magzati agymintakban mért citokin- és kemokin-koncentriaciok az anyai immunaktivaciét
kovetd 48 oraban. A magzati agymintakat 48 6raval a MIA indukcidja utan gyijtottiik, a terminalis anyai
vérvétellel egyiitt. 4-B. A magzati agyban a P2X7 receptorok hianya megakadalyozta a poly(1:C) kezelés altal
okozott IL-6 (A) és IL-2 (B) szint novekedését. C. A G-CSF nem indukalodott szignifikansan a magzati agyban.
D. Az MCP-1-et a MIA indukalta, és ezt a hatast a P2X7 hianya megakadalyozta. E. A RANTES kiemelked6
koncentracios értékeket mutatott a P2rx7-hidnyos csoportban. F. A P2rx7” csoportok gyulladasgatld IL-4
szintje a P2rx7"* tarsaihoz képest megndvekedett értékeket mutatott a magzati agyban, ellentétben a
plazmaszintjével. A magzati agyakban mért citokin- és kemokinértékek pikogramm per dsszfehérje értékben
vannak kifejezve. Minden adatot atlag + s.e.m formaban abrazoltunk. *p < 0.05. **p < 0.01. ***p < 0.001. A

részletes statisztikai elemzéseket lasd a 4. Kiegészité tablazatban.
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6.1.4 P2X7 antagonistaval (JNJ47965567) torténd ismételt utddkezelés kivédte a MIA altal
kivaltott hatasokat P2rx7"" egerekben.

Csoportom korabbi cikkében (Horvath és mtsai., 2019 [180]) kimutattdk, hogy az utodok
P2X7 genetikai delécidja €s farmakoldgiai gatldsa egyszeri JNJ47965567 antagonista
injekcioval megakadalyozta a MIA altal kivaltott utdédok viselkedési és szovettani
elvéltozasait ¢és citokinvalaszait. A P2X7 mint potencidlis gydgyszercélpont tovabbi
validalasa érdekében ismételt INJ47965567-kezelést alkalmaztunk olyan MIA-modellben,
amely az egyszeri kezeléshez képest jobban hasonlit egy potencialis human terapias kezelési
idészakhoz. A 3. kisérletben a INJ47965567-et 20 mg/kg/nap adagban adtuk be az utdédoknak
intraperitonealisan, P65-t6l kezdddden kilenc napon keresztiil, 2 o6radval a megfeleld
viselkedési tesztek eldtt (124 abra). A szocidlis preferencia tesztben a MIA enyhe szocialis
deficitet eredményezett a VEH-val kezelt csoportokban, mig a JNJ47965567-¢l kezelt utodok
nem mutattak szignifikdns kiilonbséget az anyai kezelés tekintetében, ami azt jelzi, hogy a
P2X7 antagonista megforditotta az anyai poly(I:C) hatasat (/2B abra). A VEH-al kezelt
csoportokban a MIA szignifikansan novelte a repetitiv viselkedést, azaz a mosakodassal
toltott teljes iddtartamot és az elasott golyok szdmat (/2C-D dbra) a kontroll utédokhoz
képest, mig a INJ47965567 adasa kivédte az anyai poly(I:C) ezen hatdsat. A gyorsulo rotarod
teszttel meért szenzomotoros koordinaciot nem befolyasolta sem a poly(I:C), sem a
INJ47965567 hatasa (12E abra). A szinaptoszémak integritdsat elektronmikroszkdpidval
értekeltiik. A MIA szignifikdnsan novelte a VEH-al kezelt utddokban a rendellenesen
strukturdlt szinapszisok szdmat (/2F-G dbra). Ezzel szemben az ismételt JNJ47965567
adagolas az utodokban jelentdsen csokkentette az abnormadlis szinapszisok szamat. A rotarod
teszthez hasonloan a Purkinje-sejtek elvesztése a MIA hatasdra nem volt megfigyelhetd
ebben a kisérletsorozatban (/2H-I dbra). A INJ47965567 6nmagaban egyik tesztben sem

volt jelentds hatdssal a fenotipusra.
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12. abra A P2rx7 antagonistaval (JNJ47965567) torténé ismételt utédkezelés megakadalyozta a MIA altal
kivaltott hatasokat P2rx7** egerekben. A Folyamatabran bemutatott kisérleti protokoll (3. kisérlet). A
viselkedési tesztek valtozasait vizsgaltuk a szubkronikus antagonista kezelés soran. B-D. Az antagonista kezelés
kivédte a szocialis deficit kialakulasat (B) és normalizalta a repetitiv viselkedést (C, D). E. A MIA nem volt
hatassal a szenzomotoros koordinaciora. F-G. A MIA a kontrollcsoportban ndvelte a malformalt
szinaptoszomak szamat, amely kiilonbség az antagonistaval kezelt csoportban elmaradt. Méretsav 500 nm. H-
1. A MIA nem volt hatassal a Purkinje-sejtek szdmara, ami 6sszhangban van a szenzomotoros koordinacios
teszt eredményével. Skala: 100 um. Minden adatot atlag + s.e.m értékekkel dbrazoltunk. *p <0.05. **p <0.01.

**%*p <0.001. A részletes statisztikai elemzéseket lasd a 4. Kiegészito tablazatban.

6.2 1II. A P2X7-receptor szerepe a poszt-akut COVID-19 (PASC) szindréma idegrendszeri

eltéréseiben

6.2.1 A SARS-CoV-2 MA10 fertdzés sulyos tiineteket és magas mortalitast valtott ki a him

egerekben

A tulélési arany a 10. napon 41,1% volt, a median talélési id6 hat nap (/34 dbra). A
testtomeg-valtozasok statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutattak a kontroll (PBS) és a
fertdzott egerek kozott a 3. €s 9. nap kozott (/3B abra). Az étlag testtomeg legalacsonyabb
értéket a 4. napon mutatott (83,19 + 1,582 %). A fertdzott egerek allapotromlasanak kiilsé
jegyei (félig csukott szem, csapzott szOrzet, gyengeség, mozgashiany) az 5-8. nap kozott

(13C abra) voltak a legmarkansabbak.
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13. abra A tulélés és az altalanos egészségi allapot SARS-CoV-2 MA10 fertézés utin egerekben.
A SARS-CoV-2 MA10 fertdzés magas mortalitast és teststlycsokkenést okozott a kezelt allatokban. A: Tulélési
arany; B: Relativ teststlyvaltozas; C: Az allatok egészségi allapotanak értékelése. Az adatok atlag + 95% CI
(A), atlag = SEM (B), illetve atlag (C) formajaban keriiltek bemutatasra. Kontroll: n = 6, SARS-CoV-2 MA10:
n =30 (A); kontroll: n = 6, SARS-CoV-2 MA10: n = 10 (B, C). *p < 0,05 a kontrollhoz képest. A részletes

statisztikai elemzéseket lasd az 5. Kiegészito tabldazatban.

6.2.2 A poszt-akut SARS-CoV-2 MAI1O0 fertdzés fokozta a P2X7 receptor expresszidjat

plazma- és agymintdkban

A P2X7 receptor szintjét ELISA-val mértiik. A plazmaszint a fertézést kovetd 16. napon
szignifikansan emelkedett a kontrollhoz képest (/4B dbra), mig a tiidészdvetben nem volt
kimutathaté valtozas (/4C dbra). Az agyban fokozott P2X7 expresszidt észleltiink a
prefrontalis kéregben (PFC) és a hippocampusban (HIP) (/4D,E dbra), mig a striatumban
(STR) nem tortént valtozas (/4F dbra).
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14. abra P2XT7 receptor szintek egér plazmaban, tiido- és agymintakban SARS-CoV-2 MA10 fertozés
utan. A plazma P2X7 szintje szignifikdnsan emelkedett (B), mig a tiidémintakban nem volt eltérés (C). A P2X7
expresszio emelkedett a  prefrontdlis  kéregben (D) és a  hippocampusban  (E),
de nem valtozott a striatumban (F). Az adatok atlag = SEM formajaban jelennek meg; kontroll: n = 8, SARS-
CoV-2 MA10: n = 6. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 a kontrollhoz képest. A részletes statisztikai

elemzéseket 1asd az 5. Kiegészits tabldzatban.

6.2.3 A SARS-CoV-2 MAIO fertézés szorongas- €s depresszio-szerli viselkedésbeli

eltéréseket okozott egerekben

Az open field (OF) teszt alapjan a SARS-CoV-2 MA10 fertdzés nem befolyésolta az allatok
altal megtett tdvolsadgot és a sebességiiket, azonban a JNJ kezeléssel ndtt mindkettd érték
(I54,B dabra). A rotacidk szama nem mutatott eltérést (/5C dbra). A fertdzés jelentésen

csOkkentette az aréna centrumaban toltott idot, mig a JNJ kezelés ezt normalizalta (/5D
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abra). A splash teszt sordn a fert6zott egerek mosakodasi ideje csokkent, ezt azonban a JNJ

kezelés nem befolyésolta (/5E abra). A farokfelfiiggesztéses tesztben nem volt kimutathatd

eltérés (I5F dbra).

15. abra A viselkedés értékelése nyilt tér (open field), splash és farokfelfiiggesztéses tesztek soran. A JNJ
kezelés fokozta az altalinos mozgasaktivitaist a SARS-CoV-2 MAI10 csoporthoz képest. A fert6zés
szorongasszerl viselkedést eredményezett, amit a centralis zonaban toltott id6 csokkenése jelzett, melyet a JNJ
kezelés visszaforditott. A: Atlagos sebesség, B: Teljes megtett tavolsag, C: Rotaciok szama, D: A centrumban
eltoltott idS, E: Splash teszt. Az adatok atlag + SEM forméajaban jelennek meg; kontroll: n = 6, SARS-CoV-2
MA10: n = 6, SARS-CoV-2 MA10 + JNJ: n = 4. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 a kontrollhoz képest;

+++p < 0,001 a MA10-hoz képest. A részletes statisztikai elemzéseket lasd az 5. Kiegészitd tablazatban.
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6.2.4 A SARS-CoV-2 MAI0 fert6zés nem befolyasolta a munkamemoriat

A SARS-CoV-2 MAI10 fertézés nem okozott szignifikdns eltérést a kontrollhoz képest az
alternaciok szdmaban (/64 dabra) €s a helyes alternaciok aranyaban (/6B abra) a T-labirintus

teszt alapjan (T-maze), sem a targyfelismerési indexben (/6C dabra) az 1j targy felismerési

(NOR) teszt soran. A JNJ kezelés sem befolyasolta ezen eredményeket (164-C).

16. abra A munkamemoria vizsgalata SARS-CoV-2 MA10 fert6zés utan. A fertézés nem befolyasolta az

iy

C: Diszkriminacios index az 0j targy felismerési tesztben (NOR). Az adatok atlag + SEM forméajaban jelennek
meg; kontroll: n=6, MA10: n=6, MA10 + JNJ: n=4. A részletes statisztikai elemzéseket lasd az 5. Kiegészits

tablazatban.

6.2.5 A plazma és tiido mintakban jelentds citokinszint-elvaltozas nem volt detektalhato

A fertdzést kdvetden 16 nappal a periférian (plazma, tiid6) és a kozponti idegrendszerben
(PFC, HIP és STR) pro- (IL-1a, -1B, -2, -6, [FN-y, CXCL1 és TNF) és anti-inflammatorikus
(IL-4 és -10) szinteket hataroztunk meg. A periférids mintdkban az IL-2 és IL-4 szintek nem
voltak detektalhatok (az adatokat nem tiintettiik fel). A plazméban nem tortént szignifikans

citokinvaltozas (/74 dbra), mig a tiidoben az IL-1a szintje emelkedett volt a JNJ kezelt
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csoportban (/7B dbra). Més pro- és antiinflammatorikus citokinek nem mutattak valtozast

(174-B Gbra).

17. abra Periférias citokinszintek 16 nappal SARS-CoV-2 MA10 fertézést kovetéen. Citokinszintek A:
plazmaban, B: tiidében. A vérplazmaban nem talaltunk szignifikans eltérést a citokinek szintjében sem a
fert6zés, sem a JNJ kezelés hatasara. A JNJ kezelés megemelte a tiid6 IL-1a szintjét, egyebekben nem okozott
valtozast, a fertézéshez hasonloéan. Az adatok atlag + SEM forméajaban jelennek meg; kontroll: n =6, MA10: n
=6, MA10+JINJ: n=4. *p <0,05 a kontrollhoz képest. A részletes statisztikai elemzéseket 1asd az 5. Kiegészito

tablazatban.
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6.2.6 A SARS-CoV-2 MA10 fertézés IFN-y emelkedést okozott a striatumban

A pro-, és antiinflammatorikus citokinek szintjét a kozponti idegrendszerben a viselkedés-
eltérések szempontjabol relevans teriileteken 1is megmértilk (prefrontdlis cortex,
hippokampusz, striatum). Az IFN-y szintje emelkedett volt a striatumban a fertdzott
csoportban, amelyet a JNJ kezelés kivédettt (/8D dbra). A stridtumban az IL-10 szint
emelkedett volt a JNJ csoportban (/8C dbra). A CXCLI1 szintje pedig szignifikdns
csokkenést mutatott a hippokampuszban a fert6zés hatasara, mig a JNJ kezelés ezt nem
befolyasolta jelentésen (/8E dbra). Az IL-la, és IL-1B szintjében nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a csoportok kozott egyik teriileten sem (/84,B abra). Az 1L-2, 1L-4,

IL-6 és TNF-a szintje minden csoportban a kimutatasi hatarérték alatt volt ezen idépontban

(az adatokat nem tiintettiik fel).
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18. abra Citokinszintek a kozponti idegrendszerben 16 nappal SARS-CoV-2 MAI10 fertézés utan.
Citokinszintek a prefrontalis kéreg, a hippokampusz és a striatum szévetmintaiban. A: IL-1a, B: IL-1B, C: IL
10, D: IFN-y, E: CXCL1. Az IFN-y szintje emelkedett volt a fertdzott allatok striatumaban, amely emelkedést
a JNJ kezelés kivédett. Ezzel szemben a CXCL1 csokkent a hippocampusban a fert6zés hatasara, amelyet a JNJ
kezelés nem befolyasolt szignifikansan. A JNJ kezelés megemelte az IL-10 szintjét a striatumban, mig a fert6zés
onmagaban nem befolyésolta a kontroll csoportéhoz képest. Az adatok atlag = SEM; kontroll: n = 6, MA10: n
=6, MA10 + JNJ: n = 4. *p < 0,05; ***p < 0,001 a kontrollhoz képest; +p < 0,05 a MA10-hoz képest. A

részletes statisztikai elemzéseket lasd az 5. Kiegészito tablazatban.

6.2.7 Osszefoglald grafikus 4bra a poszt-akut SARS-CoV-2 MA10-modell fébb

viselkedéses és molekularis eltéréseirdl

abuut faris poezt-akut fhxis kronikus fazis

EaCH]

T

* R FEET jubdey jiwd

EF2T. iy

\-r 1Py

19. abra. A SARS-CoV-2 MAI10-modell fébb allatkisérletes megfigyeléseinek Osszefoglalasa. Az
intranazalisan beadott SARS-CoV-2 MA10 fertézés akut szakaszat kovetéen az allatokban fokozott P2X7
expresszio alakult ki a prefrontalis kéregben és hippokampuszban, valamint IFN-y szint emelkedés volt
kimutathato a stridtumban. Mindez szorongasszerii viselkedéssel (csokkent centrumban tSltott id6 a nyilt tér
tesztben) €s motivacidohiannyal (csokkent mosakodasi id6 a “Splash’ tesztben) tarsult. A P2X7 receptor
szelektiv gatlasa (JNJ-47965567) csokkentette a P2X7 és IFN-y expresszidt, €s visszaforditotta ezen
viselkedésbeli elvaltozasokat.
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7  MEGBESZELES

Jelen tanulmany elsédleges célja a P2X7 aktivalasat kovetd downstream jelatviteli utak
azonositasa volt az autizmus spektrum zavar MIA egérmodelljében. Vizsgalataink soran
kimutattuk, hogy a MIA altal kivaltott proinflammatorikus citokin- és kemokinszint-
emelkedést az anyai plazmaban (IL-18, RANTES, MCP-1) ¢és a magzati agyban (IL-1p, IL-
2, IL-6, MCP-1) a P2X7 - NLRP3 utvonal szabalyozza ASD egérmodellben. A P2X7
receptor genetikai vagy farmakologiai gatlasa az autizmushoz hasonlé viselkedésformak és
citokinszint-valtozasok hidnyat eredményezte fiatal felndttkorban, ami arra utal, hogy a
P2X7 oOnmagaban elegendd és sziikséges is az autisztikus jellemzOk kialakuldsdhoz
egerekben a neuronalis fejlodés soran. Hasonldképpen, az anyai NLRP3 antagonistaval vagy
semlegesitd IL-1P antitesttel torténd kezelés a terhesség alatt szintén ellensulyozta az
autisztikus fenotipus kialakuldsat az utéd egerekben. A tovabbiakban egy ismételt P2X7-
antagonista kezelési protokollt mutattunk be, amely potencialisan jobban modellezi a human
terapias alkalmazast. Végiil betekintést nyertiink a P2X7 jelatviteli Gtvonal egyéb, az
idegrendszeri gyulladast fenntartd hatdsaiba egy egér-COVID-19 modell segitségével, a
poszt-COVID szindroma kontextusdban. Eredményeink azt sugalljak, hogy a P2X7
receptorok aktivacidja hozzdjarul a poszt-COVID szorongas ¢és depresszio kialakuldsahoz
azaltal, hogy fenntartja a neuroinflammaciot, igy a P2X7-antagonizmus igéretes terapias
megkozelitést jelenthet. Bar a poszt-akut COVID-19 szindréma Osszetettsége megneheziti a
végleges kovetkeztetések levonasat, tanulmanyunk alatdmasztja azt a ndvekvd bizonyitékot,
hogy a P2X7-medidlta gyulladasos utvonalak célzdsa enyhitheti a SARS-CoV-2 fertézést

kovetd neuroldgiai tiineteket.

Az els6, MIA-modelt alkalmaz6 kisérletsorozatban anyai immunaktivacid hatasara
viselkedésbeli és morfoldgiai elvaltozasokat talaltunk a vad tipusu, antagonistaval nem kezel
allatoknal, tigymint szocidlis deficit, 4sassal, mint repetitiv tevékenységgel eltoltott ido
megnyuldsa, a malform szinaptoszomak aranyanak novekedése, valamint a Purkinje sejtek
mennyiségbeli csokkenése a VII. lebenyben. Tekintettel az NLRP3 kulcsszerepére a
velesziiletett immunvalaszban és a P2X7 4ltal kozvetitett hatdsokban, a vemhes anyakat

poly(I:C) kezelés elétt MCC950-tel, az NLRP3 szelektiv antagonistajaval kezeltiik. Az anyai
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elékezelés gatolta a MIA altal kivaltott ASD-fenotipus kialakuldsat, megakadéalyozva a
poly(I:C) kezelés hatasara megjelend viselkedésbeli és morfologiai eltéréseket, és
megerdsitette az NLRP3 inflammaszoma szerepét a MIA altal indukalt valaszban. Ezen
eredményeink alatdmasztjak az NLRP3 inflammaszoma részvételét az utddok MIA-ra adott
valaszdban. Adatainkat tovabb erdsiti egy human vizsgalat, amelyben emelkedett
inflammaszéma- és NLRP3-aktivaciot figyeltek meg ASD-ben [227]. Az NLRP3 kdzvetitd
szerepet jatszhat a bél-agy tengelyen is, a bélmikrobidta 0sszetételének megvaltoztatasaval
proinflammatorikus fenotipus irdnyaba torténd eltolodast kivaltva [228, 229]. P2rx7™
egerekben az anyai poly(I:C) beadasa nem befolyasolta az utdodok viselkedését, fiiggetleniil
az MCC950 jelenlététdl, ami arra utal, hogy az NLRP3 aktivacidja a P2X7 szabalyozésa alatt
all. A P2X7 aktivalasa ismert médon NLRP3 inflammaszéma aktivalodast és az IL-1p
NLRP3 inflammaszéma aktivacidja kulcsszerepet jatszik a viselkedésbeli és morfologiai
eltérések kialakitdsdban MIA hatasara, és ez a folyamat P2X7-fiiggé mechanizmusokon
keresztiil valosul meg. Az MCC950-vel végzett anyai eldkezelés megakadalyozta ezeket az
eltéréseket, ami megerdsiti az NLRP3 inflammaszéma szerepét az autizmus spektrum
zavarhoz kapcsolddo patofizioldgiai folyamatokban, és ravilagit a célzott gatlas potencialis

védOhatasara.

Mivel eredményeink szerint az NLRP3 kulcsszerepet jatszik az utdédok MIA-ra adott
valaszaban, adekvat volt az IL-1P lehetséges szerepének tovabbi vizsgdlata. Annak
érdekében, hogy feltarjuk az IL-1P szerepét az ASD-vel kapcsolatos viselkedési eltérések
kialakulasdban, megvizsgaltuk, hogyan valtoznak a vad tipusu allatok viselkedésbeli
eltérésel az IL-1P jelatvitel gatlasa esetén. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az anyai
poly(I:C) altal kivaltott fenotipus nem jelentkezett sem az IL-1B semlegesitd antitest anyai
beadasat kdvetden (6B,D abra), sem az IL-1B KO allatokban (lasd 1. kiegészito abra). Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy az IL-1f szlikséges az autisztikus jellemzdk kialakulasdhoz
egerekben, ¢€s kozponti szerepet jatszhat a MIA-modell altal kozvetitett neuroimmun
folyamatokban. Ezen eredményeket megerdsitendd, Arrode-Brusés és Brusés [244]

vizsgélataihoz hasonldéan mi is emelkedett IL-1[ szintet talaltunk roviddel a MIA indukcidja
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utan az anyai plazmaban, valamint 24 6raval az injekci6 beadédsa utan a magzati agyban és a
placentaban, ami arra utal, hogy a korai anyai citokintermelés késleltetett hatast gyakorol a
fejlodé magzati agyra. A vad tipussal ellentétben, a poly(I:C) nem novelte szignifikdnsan az
(8B dbra), azonban egy MIA-t kovetd emelkedett tendencia megfigyelhetd volt. Az anyai
plazmaban tehat tigy tlinik, hogy az IL-1f koncentracid novekedése nem, vagy csak részben
fligg a P2X7 receptortél. Ugyanakkor a placenta- ¢és magzati agymintakban ettdl eltérd
modon jelentdés P2X7-fliggést figyeltink meg az IL-1B koncentracidkban, amely a

placentaris gat szerepére utal. Mig a P2X7"*

allatoknal szignifikans IL-1B emelkedés volt
megfigyelheté mindkét minta tipusban, addig mind a génkiiitott, mint az antagonista-kezelt
csoportokban elmaradt ez az emelkedés, ami arra utal, hogy a poly(I:C) altal indukalt IL-1-
termelés P2X7-fliggé mechanizmus az utédokban. Igy feltételezhetiink egy magzati oldalra
korlatoz6do P2X7-medialt citokinindukcios szerepet. Ez 6sszhangban van az IL-18 poly(I:C)
altal indukalt viselkedésbeli és morfologiai valtozasok kialakitasaban betoltott szerepével.
Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az IL-1B a P2X7-medialta
citokinindukcion keresztiil hozzédjarulhat a poly(I:C) altal kivaltott neuroinflammacidhoz,
amely befolyasolja a magzati agy fejlodését. Mivel a P2X7-fiiggd IL-1B-emelkedés hianya a
génkilitott €s antagonista-kezelt csoportokban egyiitt jart a poly(I:C) altal indukalt
morfologiai €s viselkedésbeli eltérések elmaradéasaval, ez arra utal, hogy az IL-1p kozvetitd

szerepet tolthet be a MIA altal kivaltott neurofejléddési zavarokban, igy hozzajarulhat az

autizmus spektrum zavar patomechanizmusahoz.

Az NLRP3-gatolt anyak plazméjaban az IL-1B megndvekedett mennyisége volt kimutathatod
(9B abra), hasonloan a sooldattal elokezelt poly(I1:C) csoporthoz. Ez arra utal, hogy az anyai
immunaktivacio altal indukalt korai IL-1B-termelés az anyai plazmaban NLRP3-fliggetlen
mechanizmus altal torténik. Ezen tulmenden azt talaltuk, hogy az NLRP3 antagonizmus
onalldan elegendd volt az IL-1P citokin emelkedésének megakadalyozasahoz a magzati
agyban €s a placentdban, ami megerdsiti hipotézisiinket, miszerint az NLRP3 fehérje szerepet
jatszik a P2X7 altal kivaltott folyamatok kozvetitésében. Az emelkedését az anyai plazmaval

ellentétben tehat az MCC950-kezelt csoportokban nem volt IL-1B-emelkedés a magzati
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agyban ¢s a placentdban (9C,D dabra), szemben a kontrollcsoportokkal, ami megintcsak a
placenta gat funkcidjat hangsulyozza ¢€s arra utal, hogy az anyai IL-1B nem jut 4t nagy
mennyiségben a placenta gaton. Girard és Sebire eredményei szerint még az anyai
immunrendszer LPS altali aktivalasa esetén is csupan elhanyagolhaté mennyiségli anyai
eredetli IL-1p jut at a placentan [230]. Ennek alapjan feltételezziik, hogy a placentaban és a
magzati agyban megfigyelt IL-1B szint emelkedés elsésorban helyileg, a placenta vagy a
magzati oldalon zajlé P2X7-NLRP3 jelatviteli folyamatok révén alakulhatott ki, minimalis
anyai IL-1B atjutasa mellett. Mivel ismert, hogy a placenta jelentés mennyiségi TLR3-at
tartalmaz [231, 232], valdészinli, hogy a lokalisan generalt gyulladasos jel indukalja a
citokintermelést. Eredményeink arra is kovetkeztetnek, hogy mig az anyai plazmaban
NLRP3-fiiggetlen mechanizmusokon keresztiil indukalodik az IL-1f, addig a magzati agy
lokalis IL-1p szint emelkedésében ¢és az ezzel jar6 magzati agyi abnormalitdsok

kiakauldasdban meghataroz6 tényezd az NLRP3 inflammaszdma aktivalddasa.

Szdmos tanulmény kimutatta, hogy az fokozott anyai immunaktivacido emelkedett
gyulladésos citokin [233, 234] és kemokin szintekhez vezet [235, 236]. Korabbi tanulmanyok
alapjan a P2X7 ko-stimulatorként miikodik az endotoxin altal kivaltott primer stimulus
mellett, eldsegitve a poszttranszlacids feldolgozast €és az azt kovetd citokin-felszabadulast
[3]. Kovetkezésképpen feltételezhetd, hogy a MIA-modellben az utddvalasz P2X7-hez
kapcsolodo szabalyozasat a keringd vagy helyi citokinek is befolyasolhatjak. Hogy
részletesebb, 1d6fliggd betekintést nyerjiink a MIA altal kivaltott citokinvalaszba, a poly(I:C)
adasat kovetden kiilonbozd idépontokban anyai plazma-, placenta- és magzati agymintakat
gyljtottiink (/0 dbra). Szdmos tanulmany foglalkozik a pro- és anti-inflammatorikus
citokinek szintjével az emberekben, amelyek szerepet jatszhatnak az ASD patofiziologiai
mechanizmusaban [237]. Az autizmussal €16 személyekre jellemzd az emelkedett [L-6 szint
[238-240]. Egérmodellekben az anyai szérumban indukalt IL-6 képes atjutni a placentan
[242, 243]. Kisérleteink soran a poly(I:C) kezelést kovetéen 6 oOraval jelentds pro-
inflammatorikus IL-6 indukciot figyeltiink meg az anyai vérben (/0B abra), amelynek szintje

ezt kovetden fokozatosan csokkent. Mig korabbi tanulmanyunkban az IL-6 szintjének két
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oraval az injekcidé beadédsa utani emelkedése P2X7-fiiggdnek bizonyult [180], addig jelen
kisérleteink alapjan a 6. orara egy madsik, P2X7-fliggetlen mechanizmus volt felelds a
megnovekedett IL-6 koncentracioért mind a P2X7"*, mind a P2rx7”" allatokban. Szamos,
egymassal 6sszefliggd jelatviteli utvonal is hozzajarulhat az IL-6 fokozott expresszidjahoz,
beleértve az IL-1B, TLR3, TLR4 és TNFRI1 altal kozvetitett folyamatokat, példaul a TAK-1-
IKK-NF«kB vagy a TAK-1-MKK-p38-AP-1 jelatviteli kaszkadokat [244, 245]. Lehetséges,
hogy a citokinek kdlcsonhatasai aktivaltak az IL-6 expressziot egy késobbi, P2X7-fiiggetlen
mechanizmus révén. Ezt a folyamatot példaul a TNFa-TNFR1 interakcié vagy az MCP-1
indukalhatta, amely eldsegiti a makrofagok pro-inflammatorikus citokintermelését [246-
248]. A RANTES (CCL5) ¢és az MCP-1 (CCL2) kemotaktikus citokinek, amelyek
kulcsszerepet jatszanak a leukocitdk gyulladasos helyekre torténd toborzasaban. Kisérleteink
kezelés utan figyeltik meg az anyai plazmédban (/0E,F dbra), amely ezt kdvetden
fokozatosan csdkkent, és 48 drara alacsonyabb szintre visszasiillyedt. A P2rx7** mintdkban
a poly(I:C)-indukalt plazma RANTES-koncentracio jelentés emelkedése, mig a P2rx7”
mintakban ennek szignifikdnsan alacsonyabb ndvekedése arra utal, hogy a citokinvalasz
részben genotipusfiiggd mechanizmusokhoz kothetd. Bar a RANTES szintje P2X7
hianyaban is megemelkedett a plazmaban, az atlagos koncentraciok feleakkorak voltak, mint
P2X7 jelenlétében, ami arra utal, hogy a receptor fontos szerepet jatszhat a teljes RANTES-
valasz kialakuldsdban immunaktivacid hatasara. A P2X7 receptorok a plazma MCP-1
szintjének indukcidjaban is szerepet jatszanak, kiilondsen 24 oraval a poly(I1:C) kezelés utan,
de nem 6 6raval azt kovetéen. Ez arra utal, hogy P2X7 hidnydban az MCP-1 indukcio6ja
gyorsabban lecsenghet, igy a P2X7 a hosszabbtavi MCP-1 emelkedés fenntartasaban
jatszhat szerepet. A G-CSF a neuronok ¢€s a neuralis dssejtek novekedési faktoraként ismert,

serkenti a neurogenezist [249], védd szerepet jatszik idegsériilés esetén €s anti-apoptotikus

crer

szignifikans emelkedését figyeltik meg a MIA-t kovetd 6 oOraban, amely a P2rx7*"*

mintidkban 48 érara fokozatosan csdkkent. Ezzel szemben a P2rx7” csoportban a G-CSF

szintje tovabbra is magas maradt, ami arra utalhat, hogy P2X7 hianyaban a poly(I:C)
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kompenzéciés G-CSF-valaszt valtott ki, mely részben helyettesithette a P2X7 Aaltal

kozvetitett mechanizmusokat.

Magzati agymintakban az IL-1B koncentracidja 24 oraval, mig az IL-2, IL-6 ¢s MCP-1
(CCL2) szintje 48 o6raval a poly(I:C) injekcidt kovetden P2X7-fiiggd ndvekedést mutatott
(11. dbra), bar az MCP-1 esetében a P2rx7” allapot onmagiban magasabb
citokinkoncentracidokat eredményezett. Mig az anyai plazméban tobb jelatviteli utvonal is
hozzajarulhat az IL-6 szintjének emelkedéséhez, a magzati agyban egy specifikus, P2X7-
fliggd mechanizmus feltételezhetd. Eredményeink arra utalnak, hogy a P2X7 receptor
jelentds szerepet jatszik a citokinszintek magzati agyi valtozasaiban és az altalanos
immunaktivalt 4llapot neuroinflammadcios elvaltozdsainak kozvetitésében, amelyek
Osszefliggésbe hozhatok a megfigyelt viselkedési és morfologiai rendellenességekkel.
Erdekes médon, a plazmaszintjével ellentétben a magzati agyban a RANTES koncentracioja
nem emelkedett a MIA hatasdra P2X7 jelenlétében, mig annak hidnyadban ndvekedést
mutatott. Igy elképzelhetd, hogy ez a novekedés egy kompenzacios reakcié volt, amely a
P2X7 altal kozvetitett folyamatok valamelyikét helyettesitette. Tovabbi kutatdsokra van
sziikség a kiilonb6zé gyulladdsos medidtorok pontos és idofiiggd kolcsonhatasanak
feltarasara a magzati agyban, valamint e medidtorok szerepének azonositdsara az utdédok
agyfejlodésében, érési folyamataiban és az azt kovetd viselkedésbeli valtozasokban.
Eredményeink azt sugalljak, hogy a P2X7 receptor kulcsszerepet jatszik a MIA altal kivaltott
citokinvalasz id6beli dinamikdjadban, kiilondsen a magzati agyban kialakulo
neuroinflammacié szabalyozasaban. A P2X7-fliggd IL-1pB, IL-6 és MCP-1 szintemelkedés
Osszefliggésbe hozhatd a magzati agy fejlédésére gyakorolt hosszatava hatasokkal, amelyek
befolyasolhatjak az érési folyamatokat és hozzajarulhatnak a viselkedésbeli €¢s morfoldgiai
eltérések kialakulasdhoz. A RANTES eltérd expresszios mintdzata P2X7 hianyaban pedig
arra utalhat, hogy egyes gyulladdsos mechanizmusok kompenzéacios valasz révén
modosulhatnak. Osszességében eredményeink hangsulyozzak a P2X7 receptor szerepét az
anyai immunaktivacio altal kivaltott gyulladdasos folyamatok finomhangolasdban, ami uj

megkozelitéseket nyithat a neurofejlédési zavarok hatterének megértésében.
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Tovabbi célunk volt az ismételt P2X7-antagonista kezelés hatasainak vizsgélata, ezaltal a
P2X7 receptor terapias célpontként valé megerdsitése. INJ47965567 egy nagy affinitasq,
szelektiv, a vér-agy gaton atjutdé P2X7-antagonista [251], amely hatékonynak bizonyult
kiilonb6zé pszichiatriai zavarok, példaul depresszido [252] ¢és skizofrénia [253]
allatmodelljeiben is. Depresszid vonatkozasaban human klinikai vizsgélatokat is végeztek.
Egy vizsgalat megallapitotta, hogy mig a P2X7-receptor antagonista JNJ-54175446
hatékonyan csokkentette a gyulladasos IL-1p felszabadulast és jol toleralhaté volt, nem
javitotta jelentésen az altalanos depresszios tiineteket, bar modulalta a teljes alvasmegvonas
akut antidepresszans-szerti hatdsait az anhedonia csokkenésének tompitasaval [254]. Egy in
vitro human tanulméany pedig kimutatta, hogy a JNJ-47965567-vel torténd kezelés
hatékonyan csokkentette depresszids betegek monocitaiban a P2X7-altal kozvetitett calcium-
szabalyozasi zavarokat és kaszpaz-1 aktivaciot [255]. Mig ezen humdn vizsgélatok alapjan a
JNJ-54175446 hatékonyan csokkenti a gyulladast, pozitiv hatdssal bir egyes deprsszids-
jellegti eltérésekre és moduldlja az antidepresszansok hatasat depresszidban, addig nem
végeztek még human vizsgalatokat az autizmusban betoltott potencidljdnak feltarasara. A
MIA egérmodellt alkalmazé harmadik kisérletsorozatban a JNJ47965567 alacsony dozisu,
ismételt adagoldsa nagyrészben kivédte az autizmus-szerli fenotipust a poly(I:C)-kezelt
anyak utodaiban (/2. dbra), megerOsitve korabbi, egyszeri nagy dozisu protokollunk
eredményeit, amely jobban tiikréz egy lehetséges human kezelési rendszert. Erdekesség,
hogy ebben a sorozatban nem figyeltiink meg a korabbi, egyszeri kezelésnél latott
szenzomotoros koordinacios zavart és Purkinje-sejtvesztést (6E,H dbra), amit a poly(I:C)
batch-ek kozotti immunogenitasi kiilonbségek vagy az injekcios protokoll (naponta 6t
egymast kdvetd napon) zavard hatdsa is magyarazhat. Eredményeink 6sszhangban allnak
mas vizsgalatokkal is, amelyekben a nem szelektiv P2-antagonista suramin szintén
hatékonynak bizonyult human és allatkisérletekben egyarant [256, 257]. Mindezek alapjan a
JNJ47965567-hez hasonlo, centralisan hato P2X7-antagonistak igéretes farmakologiai
eszkozok lehetnek az ASD kezelésében. Ugyanakkor tovabbi vizsgalatok sziikségesek a
hatdsossdg hosszi tavli fenntartdsanak értékeléséhez és a terdpids potencidl pontos

meghatarozasahoz.
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Munkénk soran a P2X7-jelatvitel neuroinflammaciés folyamatokban betoltott szerepének
vizsgalata nemcsak az ASD, hanem egy posztinfekcios, SARS-CoV-2 MA10 egérmodellen
végzett kiegészitd kisérlet révén is aldtdmasztast nyert. Bar a poszt-akut COVID-19
szindroma modellje csak kiegészitd jellegli volt disszertaciomban, eredményeink uj
megvilagitasba  helyezték a  P2X7-mediadlt neuroinflammécié  jelentségét a
virusfert6zésekhez tarsuld perzisztalo viselkedési zavarok kialakitdsaban. Az eredeti human
SARS-CoV-2 virus nem fertdzi a vad tipusu egereket, azonban a MA10 torzs kifejlesztése
[258] lehetové tette a posztakut COVID-hoz hasonld viselkedéses eltérések vizsgalatat
egérmodellben is. A vizsgalatban megfigyelt testtomegcsokkenés €s egészségi allapotromlas
a SARS-CoV-2 fertézést kovetd napokon a betegség akut szakaszara utalt (/3. abra), amely
megfelelt mas MA10 modellekkel végzett vizsgalatoknak [212, 258].

A SARS-CoV-2 MAI10 fert6zés soran kimutattuk, hogy a fertdzést kdvetd poszt-akut
fazisban a P2X7 receptor expresszidja szignifikdnsan fokozodott az allatok plazméjaban,
prefrontalis kérgében és hippokampuszaban, de nem valtozott a tiiddben vagy a stridtumban
(14. abra). Ez arra utal, hogy mig a pulmondris gyulladas az infekciot kovetden lecsenghetett,
a kdzponti idegrendszer egyes teriiletein perzisztald P2X7-aktivacio alakulhat ki. Ismert,
hogy a SARS-CoV-2 atjut a vér-agy gaton és az altala okozott neuroinvazid a vér-agy gat
miikddési zavarait okozhatja, ami potencidlisan elésegiti a COVID utani szorongasért és
depresszioért felelés neuroinflammatorikus folyamatokat [259]. Szintén ismert, hogy a
fertézés akut szakaszdban meghatarozd a P2X7 ¢és NLRP3 emelkedése fertdzott
makrofagokban [90] és a szolubilis P2X7-szint emelkedés human plazméban, melynek
mértéke Osszefliggést mutat a lefolyas sulyossagaval [109]. Ugyanakkor a poszt-akut
fazisban elséként mutattunk ki P2X7-szintemelkedést vérplazmaban ¢és specifikus
agyteriileteken, jelezve annak lehetséges szerepét a tartds neuropszichidtriai tiinetek

kialakulasdban — azonban ennek pontos mechanizmusai tovabbi vizsgalatokat igényelnek.

A viselkedésteszteket a fert6zés akut fazisdnak lezajlasa utan, a 11. naptol kezdve végeztiik,
Osszhangban az irodalmi adatokkal, amelyek szerint a szorongés- és depresszio-szerii tiinetek
kb. két héttel a SARS-CoV-2 fertdzést kovetden jelennek meg allatmodellekben [214, 260].

A fertdzott egerek szignifikdnsan kevesebb 1dot toltottek az open field aréna kozépsd
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tertiletén, mely szorongésra utal, valamint csokkent a mosakodéssal t61tott id6 a “splash”
teszt soran, ami pedig motivacidcsokkenésre utal (/5D,E dbra). Ugyanakkor a
farokfelfiiggesztéses teszt nem mutatott jelentds valtozast (/5F dabra). A Kkognitiv
teljesitményre (T-maze, NOR) nem gyakorolt szignifikdns hatast sem a fert6zés, sem az
antagonista kezelés (/6. abra), ami megfelel més irodalmi adatoknak, miszerint a fertdzést
kovetéen nem minden esetben figyelhetd meg kognitiv tlinet, vagy memoriazavar [261, 262].
Fontos szem elOtt tartani az allatmodellek viselkedési tesztjeinek korlatait: példaul a
faroklogatas teszt mozdulatlansagi ideje nem feltétleniil tiikr6zi az emberi depresszio
komplexitasat. A kiilonbségek hidnya pedig nem zarja ki finomabb eltérések jelenlétét sem,
ami kiilonosen érdekes a SARS-CoV-2 okozta kognitiv karosodasokrol szold korabbi
egérvizsgalatok fényében [213, 214]. Ez az eltérés hangsulyozza a kiillonboz6 vizsgalatokban
megfigyelt eredmények valtozatossdgat, ami a kisérleti tervezés eltéréseibdl eredhet, példaul
a virustorzs, az egérmodell vagy az értékelési idopontok eltéréseibdl [263]. Az ilyen
modszertani variabilitds gyakori kihivas a preklinikai kutatasban, és kiilondsen nyilvanvald
a COVID-19 kutatas gyorsan fejlddd teriiletén, ahol a szabvanyositott protokollok még
mindig fejlesztés alatt allnak [264].

A citokinprofil vizsgéalata soran nem talaltunk szisztémasan emelkedett proinflammatorikus
citokinszinteket a vérplazma és tiiddmintakban a fertdzést kovetd 16. napon (/7. abra), ami
arra utal, hogy a vizsgalt id6pontban nem akut, hanem perzisztalo, lokalis gyulladas allhat
fenn. Ugyanakkor az IFN-y szintje szignifikdnsan emelkedett volt a stridtumban, amit a
INJ47965567 kezeléssel normalizalni tudtunk (/8D abra). Ez a megfigyelés arra utal, hogy
a P2X7 receptor aktivacidja feltehetden az IFN-y szint emelkedésén keresztiil jarulhat hozza
a neuroinflammacio6 fennmaradasahoz. Az IFN-y szintjének emelkedése a stridtumban — mas
gyulladasos citokinek (pl. IL-6, IL-1B, IL-2) szintjének valtozasa nélkiil — egy olyan lokalis
gyulladdsos folyamat jelenlétére utalhat, amely eltér az akut gyulladas klasszikus
mintdzatatol, és potencialisan a SARS-CoV-2 fertdzés utani perzisztaldo immunaktivacidhoz
kapcsolodik [213, 265]. Mukherjee és mtsai (2024) hasonl6 IFN-y emelkedést figyeltek meg
Citrobacter rodentium fertdzést kdvetden egerek stridtumdban, amely hozzdjarult a vér-agy

gat kdrosodasahoz és a gliaaktivaciohoz — olyan patofizioldgiai folyamatokhoz, amelyek a
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virusos encephalitis €és mas gyulladdsos agyi korképek hatterében is allhatnak [266].
Eredményeink ezzel 6sszhangban azt sugalljdk, hogy a stridtumban megfigyelt IFN-y
emelkedés a posztakut SARS-CoV-2 fertdzést kdvetden egy régidspecifikus, P2X7-medialt
gyulladésos valaszt tiikkrozhet, amely a motoros és jutalmazé funkciok szabalyozéasaban részt
vevO agyteriileteket érintve hozzajarulhat a megfigyelt szorongas- €s depresszio-jellegii
viselkedés kialakuldsahoz [267]. Ruiz-Rodriguez ¢s mtsai (2020) ramutattak arra is, hogy a
P2X7 receptor expresszidvaltozasai befolyasolhatjak a CD8+ T sejtek differencialodasat és
az IFN-y termelését, ami tovabb erdsiti a P2X7-IFN-y tengely jelentdségét az adaptiv
immunvalasz szabalyozasaban [268]. A JNJ47965567 kezelés soran megfigyelt IFN-y
csOkkenés, valamint a parhuzamosan észlelt szorongdsos viselkedés mérséklddése
alatdmasztja, hogy a P2X7 receptor gatlasa képes lehet modulélni az idegrendszeri gyulladast

¢s annak viselkedéses kovetkezményeit.

Vizsgalatunkban a P2X7 receptor gatlasa az antiinflammatorikus citokinszintek eltolodasat
is eredményezte a striatumban: az IL-10 szintje szignifikansan megndtt a SARS-CoV-2 +
JNJ csoportban a kezeletlen fertdzott allatokhoz képest (/8C dbra), mikdzben az IFN-y
szintje egyidejlileg csokkent (/8D dbra). Az IFN-y ismerten képes gatolni az IL-10
termelését makrofagokban, tobbek kozott a MAPK jelatviteli utvonal blokkolasaval,
valamint a GSK3-aktivacid révén, amely a CREB és AP-1 transzkripcios faktorokon
keresztiil visszafogja az IL-10 expresszigjat, kiilondsen TLR2 aktivacio soran [269, 270]. A
striatumban megfigyelt forditott iranyu citokinszintek — csokkent IFN-y és emelkedett IL-10
— arra utalhatnak tehat, hogy a P2X7 gatlasa révén megsziinhet az IFN-y altal kozvetitett IL-
10-szuppresszio. Bar az IL-10-rél is leirtdk, hogy gatolhatja az IFN-y expressziojat
makrofagokban [271], ez az irdny kevésbé feltart a kozponti idegrendszer kontextusaban.
Eredményeink azt sugalljak, hogy az IL-10 és az IFN-y egy dinamikus szabalyozasi hurkot
alkothatnak, és a P2X7 jelatvitel ennek a kdlcsonhatdsnak az egyik kulcsszabalyozoja lehet
posztakut neuroinflammacié sordn. Ez megerdsiti azt a hipotézist, hogy a P2X7 receptor
célzésa helyredllithatja az immunhomeosztazist, €¢s enyhitheti a PASC alapjat képezo

neuroinflammatorikus folyamatokat.
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A CXCL1 csokkent szintje a hippocampusban (/8E dbra) szintén a tartés neuroimmun
aktivaciora utalhat, mivel hosszan fennallo gyulladas esetén a proinflammatorikus CXCL1-
termelés csokkenése a mediatorok negativ visszacsatolasanak vagy a kemokinrendszer
kimeriilésének kovetkezménye lehet, ami az immunvalasz adaptiv modosulasat tiikrézheti.
Erdekes modon a tiidémintakban egyediil az IL-1a szintje mutatott szignifikans emelkedést
a SARS-CoV-2 fertézott, INJ47965567-¢l kezelt allatokban a kontrollhoz képest (/7B dabra).
Ez a megfigyelés tobb lehetséges mechanizmust vet fel. Egyrészt az IL-1a nem feltétleniil
P2X7/1L-1B —fiiggd moédon indukalodik, és lehetséges, hogy mas gyulladasos utak (pl. TLR-
aktivacio, DAMP/PAMP jelatvitel) révén kompenzatorikusan aktivalodott, a P2X7-NLRP3
utvonal blokkolasanak hatdsara [272]. Bar az allatok tuljutottak az akut fazison, a tiid6
nyalkahartyajaban perzisztalhatnak virdlis antigének vagy DAMP-ok, melyek nem
elégségesek mar egy széles korli gyulladdshoz, de lokélisan fenntartjdk az IL-la szintjét,
kiilondsen epitélsejtekbdl vagy nem-klasszikus immunsejtekbdl felszabadulva. Az IL-1a
nem csak gyulladdsos, hanem reparativ szerepet is betdlthet, kiilondsen epitélsejtek vagy
fibroblasztok 4altal termelve, igy az emelkedett IL-la szint akar a tiidd regeneracios

folyamatait is jelezheti [272, 273].

Mindezek alapjan a COVID-19 modellszinten torténd alkalmazasa, habar nem kozvetlentil
kapcsolodik az autizmus spektrum zavarokhoz, aldtdmasztja azt a hipotézist, miszerint a
P2X7 receptor aktivacidja — kiilonbozd patologids kontextusokban — k6z6s mechanisztikus
lancszem lehet a kiilonb6z0 infekcids €s immunaktivacios hatasoknak a gyulladasos eredetii
viselkedésvaltozdsok kialakulasdban és perzisztencigjdban. A P2X7 medidlta
neuroinflammadcié igy nemcsak neurodevelopmentalis zavarok alatti, hanem késéi
posztinfekcios allapotok esetén is relevans célpont lehet. Vizsgalataink azt sugalljak, hogy a
P2X7 tvonal kozponti szerepet jatszik mind a fejlddési iddszakban fellépd
immunstimulécio, mind a felndttkori virusfert6zés altal kivaltott gyulladasos valasz
szabalyozéasaban.

Jelen disszertdcioban bemutatott eredményeink — valamint sajat, korabban publikalt
Osszefoglald tanulmanyunk, amely a P2X7 receptor korai ¢letstressz altal kivaltott

depresszidhoz és szorongashoz vald hozzajarulasat targyalja [60] — 0sszhangban éallnak az
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autizmus spektrum zavarban és mas korképekben, példaul a skizofrénidban [69] megfigyelt
P2X7-mediélta neuroimmun mechanizmusokkal. Mindez egy eddig kevéssé feltart, de
lehetséges k6z0s mechanizmusra utal, melyben a P2X7 univerzalis és konvergens szereplo
lehet a kiilonbo6z6 idobeli és patolégiai kontextusokban fellép6 neuroinflammacio altal
kozvetitett pszichiatriai zavarok kialakulasaban. Ez a konvergencia alatdmasztja a P2X7
receptor igéretes terapias célpontként valdé kezelését a gyulladds 4altal medialt

neuropszichiatriai zavarok széles spektrumaban.
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8 KOVETKEZTETESEK

8.1 A kutatés célja és ijdonsaga

Kutatasaink célja volt, hogy ) megvilagitasba helyezziik a P2X7 receptor altal kozvetitett
jelatviteli utvonal szerepét a neuroinflammacié kialakuldsaban és annak Onfenntartod
mechanizmusaira, kiilonds tekintettel az anyai immunaktivacio (MIA) és a SARS-CoV-2
fertdzést kovetd neuropszichidtriai tlinetek Osszefiiggéseire. Vizsgalataink sordn arra
fokuszaltunk, hogy a P2X7 receptor aktivacidja miként jarulhat hozz4 a gyulladasos kaszkad
tartés fennmaradasahoz az idegrendszerben, és ez milyen szerepet jatszhat az ASD és a
COVID-19 utani neuroldgiai zavarok kialakuldsdban. Munkank célja volt tovabba ezen
patomechanizmusok mélyebb megértése, €s ezéltal 1j, potencialis farmakoldgiai célpontok

azonositasa — kiilondsen a P2X7-jelatvitel terén.

8.1.1 A P2X7-NLRP3-IL-1p tengely szerepe az ASD kialakulasdban

Eredményeink elsddlegesen azt mutattdk, hogy a P2X7 receptor aktivalasa kozvetleniil
aktivalja a NLRP3 inflammaszomat, amely kulcsszerepet jatszik a neuroinflammadcios
valaszokban MIA egérmodellben. Jelen munkank jdonsaga, hogy az anyai immunaktivacio
soran a P2X7 és a NLRP3 kozotti kozvetlen mechanizmusokat vildgitunk meg, €s ezen
interakcidok szerepét az ASD-szerll viselkedési zavarokban is alatdmasztjuk. Az IL-1B
szintjének csokkentése révén sikeriilt megeldzni az ASD-szerli viselkedési eltéréseket.
Irodalmi adatok alapjan az IL-1P aktivalodasa és jelentds szerepe az idegrendszeri fejlddési
zavarokban mar kordbban is ismert volt, mi azzal jarultunk hozzd a tudomanyos
diskurzushoz, hogy feltartuk a P2X7 és IL-1 kozotti kapcsolatot és ennek a koroki szerepét
bizonyitottuk az egyes agyi morfologiai ¢és viselkedésbeli elvaltozasokban MIA

egérmodellben.

8.1.2 Az anyai citokinprofil és a placentaris szerep 0j megkdzelitése

A kutatds sordn megfigyeltiik a P2X7 citokinindukcids hatasat az anyai plazmdban, a
placentaban és a magzati agyban is. Az anyai immunvalaszok szabalyozasaban a placenta
szerepét ugyan mar korabban is vizsgaltdk, azonban a mi munkank azzal jarult hozza az

irodalomhoz, hogy azonositotta a P2X7-fliggd ¢és P2X7-fliggetlen citokin- és
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kemokinindukciés mechanizmusokat az anyai oldalon Gsszevetve a magzati oldallal. Az
eredmények 1) megvilagitasba helyezik a placenta szerepét a P2X7-NLRP3-IL-1p medialta
neuroinflammacids folyamatokban, ezaltal hozzéjarulva az idegrendszeri fejlodési zavarok
mechanizmusanak jobb megértéséhez. Kutatasaink soran azt talaltuk, hogy a P2X7 nemcsak
az IL-1B, hanem mas citokinek, példaul IL-6, IL-2, MCP-1 és RANTES termelését is
szabalyozza. Ez az 1j felfedezés szélesiti a neuroinflammacids mechanizmusok megértését,
¢és segit abban, hogy pontosabban meghatarozzuk a P2X7 szerepét a kiillonb6zo citokinek

szabalyozasaban.

8.1.3 A P2X7/NLRP3/IL-1B mint 0j terapids célpont

Kutatasunk egyik legfontosabb ijdonsaga, hogy mind a P2X7, mind az NLRP3 és IL-1f3
gatlasat potencialis terapids lehetdségként azonositottuk az ASD kialakulasanak
megeldzésében. Bar a P2X7 antagonista alkalmazasa mar korabban is felvet6dott kiilonb6zo
neuropszichiatriai betegségeknél, mi most a P2X7 gatlasdnak konkrét hatasait mutattuk be
az ASD-szerli viselkedési zavarok megel6zésében, ezzel 0j alapot adva a terdpids

alkalmazasok kutatasahoz.

8.1.4 A P2X7 receptor szerepe a SARS-CoV-2 fertdzést kovetd neuroinflammacioban

A COVID-19 egérmodellben megfigyeltiik, hogy a fertézést kovetd neuroinflammaci6 és
viselkedésbeli eltérések szintén P2X7-fliggéek. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
P2X7 receptor nemcsak a fejléddési iddszakban jelentkez6 immunstimulacio esetén, hanem a
felndttkori virusfertdzésekhez kapcsolddo neurologiai zavarokban is meghatarozd szerepet

jatszhat.

8.1.5 A P2X7 receptor gatlasanak terapids potencialja COVID-19 utani neurologiai

zavarokban

Eredményeink alapjan a P2X7 receptor gatlasa csokkenti a SARS-CoV-2 fertdzést kovetd
neuroinflammaciodt és viselkedésvaltozasokat. Ez arra utal, hogy a P2X7 célzott modulélasa
a jovOben nemcsak terapias szempontbol, hanem a neuroimmunologiai viselkedéses zavarok

rendszerszintli Ujraértelmezése szempontjabol is jelentds lehet.
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8.2 Jovobeli iranyok

A P2X7-NLRP3-IL-1B kapcsolat és ezen utvonal célzott modulaldsa igéretes terapids
megkozelitést kinalhat kiilonb6z6 neuroinflammacioval 6sszefliggd pszichiatriai korképek
kezelésében. A jovObeli kutatdsoknak érdemes lenne feltarniuk, hogy a P2X7 receptor
gatlasa miként befolydsolhatja a neuroimmunologiai folyamatokat, valamint hogyan jarulhat
hozza a viselkedéses tiinetek enyhitésé¢hez. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a P2X7
receptor, az NLRP3 inflammaszoma és az IL-1p fizioldgias koriilmények kozott is szerepet
jatszanak a normadlis agyfejlédésben és sejtes miikodésben. Ennek megfelelden a célzott
gatlasuk terapias kontextusban csak akkor lehet indokolt, ha ezek a mechanizmusok kérosan
tulmiikodnek -fokozott immunaktivacié soran. Kovetkezésképpen a jovoébeli farmakologiai
beavatkozasoknak nem a teljes gatlasra, hanem a homeosztatikus szint helyreallitasara kell
torekedniiik. Az optimalis terdpia célja nem a gyulladdsos valasz megsziintetése, hanem
annak finomhangolasa olyan mértékben, hogy a neuroinflammacios valasz ne valjon kérossa
az idegrendszer fejlodése vagy mikodése szempontjabol. Ez kiilondsen fontos annak
fényében, hogy — amint azt a bevezetoben részletesen targyaltuk —a P2X7 receptor a normal
idegrendszeri fejlddés, a szinaptikus plaszticitds és a posztnatdlis neurogenezis egyik
szabalyozdja is, igy fiziologids funkcidinak megdrzése terapids célzas esetén is alapvetd

kovetelmény.
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9 OSSZEFOGLALAS

A neuropszichiatriai zavarok hatterében meghtiz6do gyulladasos folyamatok feltérképezése
napjaink kutatasainak egyik kozponti kérdése, kiilondsen olyan komplex korképek esetén,
mint az autizmus spektrum zavar vagy a SARS-CoV-2 fertézést kovetd neuropszichiatriai
tiinetegyiittes. Az elmult évek sordn egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy az
immunrendszer és az idegrendszer kozotti kommunikacié zavara hosszutavon is maradando
funkcionalis és viselkedésbeli kovetkezményekkel jarhat. A purinerg P2X7 receptor, amely
egyszerre érzékeli a sejtkarosodast és aktivalja a gyulladdsos kaszkadokat, kiilonleges
pozicidt foglal el ezen interakcios tengelyben, mégis viszonylag kevés figyelmet kapott az
idegrendszeri fejlédési zavarok vagy a fertdézést kovetd hosszutava idegrendszeri tiinetek

vonatkozasaban.

A disszertacidhoz kapcsolddd kutatasaink sordn e kevéssé feltart kapcsolatrendszer
pontosabb megértéséhez kivantunk hozzajarulni: kimutattuk, hogy a P2X7 jelatviteli itvonal
kozponti szabdlyoz6 szerepet tolt be az anyai immunaktivacido soran kialakuldé magzati
neuroinflammacios valaszokban, amelyek az autizmus spektrum zavar kialakuldsdhoz
vezethetnek. Eredményeink szerint a P2X7-NLRP3-IL-1B tengely célzott gatlasa
hatékonyan megelézi a viselkedéses ¢és morfologiai eltérések kialakuldsat a MIA
egérmodellben, ezaltal igéretes terapids célpontként jelolve meg ezt az Gtvonalat azokban a
koréllapotokban, ahol annak komponensei kérosan aktivaltak — hangsulyozva a fizioldgias

funkciok megdrzésének és a gyulladasos valasz finomhangolasdnak fontossagat.

Munkank soran emellett egy kiegészitd COVID—-19 egérmodellt is alkalmaztunk, amelyben
a fert6zés utani neuroinflammacidé ¢és viselkedésvaltozdsok szintén P2X7-fliggdnek
bizonyultak. Ez az eredmény 0j megvilagitasba helyezi a P2X7 szerepét: nemcsak a fejlodési
idészakban jelentkezd immunstimulacié esetén, hanem a felnéttkori virusfertézésekhez

kapcsolodo neurologiai zavarokban is meghatarozo jelentdségii lehet.

Eredményeink igy két kiilonboz6 patologiai modellben is megerdsitik, hogy a P2X7 receptor

aktivacidja a gyulladasos eredetli viselkedésvaltozasok kozos, konvergalé mechanisztikus
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eleme lehet. Ezek az adatok egy eddig kevéssé feltart, de potencidlisan univerzalis
mechanizmus lehetdségét vetik fel, amelyben a P2X7 receptor kdzponti csomopontként
kapcsolhatja 6ssze a kiilonboz6 idobeli és patologiai  kontextusokban fellépd
neuroinflammacidt a pszichiatriai zavarok viselkedéses manifesztacidival. E megkdzelités
hozzéjarulhat annak felismeréséhez, hogy a P2X7 célzott modulédldsa a jovoben nemcsak
terapids szempontbdl, hanem a neuroimmunologiai viselkedéses zavarok rendszerszintii

ujraértelmezése szempontjabadl is jelentds lehet.
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10 SUMMARY

Mapping the inflammatory processes underlying neuropsychiatric disorders is one of the
central challenges of current research, particularly in complex conditions such as autism
spectrum disorder or the neuropsychiatric symptomatology that may emerge following acute
SARS-CoV-2 infection. In recent years, increasing evidence has confirmed that disturbances
in the communication between the immune and nervous systems can result in persistent
functional and behavioural consequences. The purinergic P2X7 receptor, which
simultaneously detects cellular damage and triggers inflammatory cascades, holds a unique
position within this interactional axis—yet it has received relatively little attention in the
context of neurodevelopmental disorders or infection-related long-term neurological

symptoms.

In the research associated with this dissertation, we aimed to contribute to a better
understanding of this underexplored mechanism by demonstrating that the P2X7 signaling
pathway plays a central regulatory role in fetal neuroinflammatory responses triggered by

maternal immune activation, which can ultimately lead to the development of ASD.

Our results showed that inhibition of the P2X7-NLRP3—-IL-1 axis effectively prevented
both behavioral and morphological alterations in the maternal immune activation (MIA)
mouse model, highlighting this pathway as a promising novel therapeutic target in conditions
where its components are pathologically activated - emphasizing the importance of
preserving physiological function and fine-tuning the inflammatory response. In addition, we
employed an independent mouse model of COVID-19, in which post-infectious

neuroinflammation and behavioral alterations were also shown to be P2X7-dependent.

Our findings across two distinct pathological models—maternal immune activation and post-
infectious SARS-CoV-2 exposure—highlight the P2X7 receptor as a converging mechanistic
element in inflammation-induced behavioral alterations. These results suggest the existence
of a previously underexplored, yet potentially universal mechanism wherein P2X7 serves as

a central node linking neuroinflammatory processes to neuropsychiatric manifestations
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across diverse temporal and pathological contexts. This perspective may contribute to
recognizing that targeted modulation of P2X7 could hold significance not only for
therapeutic interventions but also for a systemic re-evaluation of neuroimmune-related

behavioral disorders.
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14 Fiiggelék

1. Kiegszito dabra
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1. Kiegészité abra Az IL-1P hianya megakadailyozta a MIA altal kivaltott autizmus-szerii fenotipus
kialakulasat az utodokban (I. kisérlet). Viselkedéses teszteket végeztiink genetikailag IL-1B-hianyos
allatokon is. Az IL-1B gén hianya kivédte a szocialis deficitek (1A abra), valamint az ismétlddé (1B,C abra) és
szenzomotoros viselkedésvaltozasok (1D abra) kialakulasat az utdédokban. Minden adat atlag + s.e.m. formaban

van megadva. *p < 0,05. **p <0,01. ***p <0,001.
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2. Kiegészito abra

THFa in maternal plasma

IL=10 in maternal plasma

2. Kiegészito abra IFN-y, TNFa és IL-10 anyai plazmakoncentraciék mérése 0, 6, 24 és 48 oraval a
poly(I:C) injekcié utan (2. kisérlet). Az IFN-y (2A 4bra) és az IL-10 (2C 4bra) esetében nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a plazmakoncentraciokban a csoportok kdzdtt. A P2rx7”" csoportban a TNFa-t a PIC
stimulalta, és a 6. oraban szignifikansan emelkedett értékeket mutatott (2B abra). A plazmaban mért
citokinértékek pikogramm/milliliter egységben vannak kifejezve. Minden adat atlag + s.e.m. formajaban van

megadva. *p <0,05. **p <0,01. ***p <0,001.
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3. Kiegészito abra
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3. Kiegészité abra IFN-y, TNFa és IL-10 koncentraciok a magzati agyban 48 6raval a MIA-indukcié utan.
A magzati agyban az IFN-y (3A 4bra), TNFa (3B 4bra) és IL-10 (3C &bra) nem volt kimutathaté a P2rx7-"
csoportokban. A gyulladascsokkentd IL-10 szintje szignifikansan csokkent a PIC-kezelt csoportban (3C ébra).
A magzati agyban mért citokinértékek pikogramm/teljes fehérje egységben vannak kifejezve. Minden adat atlag

+ s.e.m. formajaban van megadva. *p < 0,05. **p <0,01. ***p < 0,001.
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4. Kiegészito tablazat — statisztika I.

Statisztikai

Abra - médszer Interakcids F-érték p-érték Post-hoc teszt p-érték Elemszim (n)
6B Abra - Two-way ANOVA  F interaction 2, 50) = 2,125 0,1301 Tukey's 12,11,5,10,9,9
VEH-SAL vs. VEH-PIC 0,0053
6C Abra - Two-way ANOVA  F interaction (2, 44) = 0,6341 0,2946 Tukey's 8,10,5,9,9,9
n.s.
6D Abra - Two-way ANOVA  Finteraction (2,47) = 4,653 0,0143 Tukey's 8,9,6,9,9.9
VEH-SAL vs. VEH-PIC 0,0494
6E Abra - Two-way ANOVA  F interaction (2, 39) = 1,739 0,189 Tukey's 8,9,5,9,7,7
n.s.
f;;g - Two-way ANOVA  F interaction (1, 16) = 82,07 <0,0001 Tukey's post-hoc test 3,84,5
VEH-SAL vs. VEH-PIC <0,0001
VEH-SAL vs. MCC950-SAL 0,0075
VEH-PIC vs. MCC950-PIC <0,0001
16\13;; - Two-way ANOVA  F interaction (1,81) = 29,35 <0,0001 Tukey's post-hoc test 33,10,19,23
VEH-SAL vs. VEH-PIC <0,0001
VEH-SAL vs. MCC950-SAL 0,075
VEH-PIC vs. MCC950-PIC <0,0001
7B Abra - Two-way ANOVA  F interaction (1,32) = 0,28 11 0,5996 Tukey's post-hoc test 7,8,14,7
n.s.
7C Abra - Two-way ANOVA  F interaction (3, 32) = 0,1808 0,9087 Tukey's post-hoc test 7,8,14,7
n.s.
7D Abra - Two-way ANOVA F i“‘e(;jgi;g(;l”) - 0,9708 Tukey's post-hoc test 7,8,14,7
n.s.
7AI;:)-rl; - Two-way ANOVA  F interaction 3,32) = 0,5808  0,6319 Tukey's post-hoc test 7,8,14,7
n.s.
?S);I: - Two-way ANOVA  F interaction 3, 77) = 2,274 0,0866 Tukey's post-hoc test 17,17,30,17
n.s.
8B Abra - Two-way ANOVA  F interaction (2, 40) = 0,2059 0,8148 Tukey's post-hoc test 10,10,7,8,6,5
P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7+/+ PIC 0,0483
8C Abra - Two-way ANOVA  F interaction 2, 61) = 7,931 0,0009 Tukey's post-hoc test 14,17,7,12,9,8

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7+/+ PIC 0,0285
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC 0,036l
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8D Abra -
9B Abra -
9C Abra -
9D Abra -
10B
Abra Oh
6h
24h
48h
10C
Abra Oh
6h

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

F interaction 2,92) = 19,19

F interaction (1,20) =

0,01197

F interaction (1,29) = 2,857

F interaction (1, 37) = 23700

<0,0001

0,914

0,1017

0,1088

0,1077

<0,0001

0,0013

0,0528

<0,0001

0,0001
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P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7+/+
JNJ+PIC

Tukey's post-hoc test
P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7+/+ PIC
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7+/+ JNJ+PIC
P2rx7-/- SAL vs. P2rx7-/- PIC
P2rx7+/+ JNJ+SAL vs. P2rx7+/+
IJNJ+PIC
Tukey's post-hoc test

P2rx7+/+ SAL+SAL vs. P2rx7+/+
SAL+PIC

P2rx7+/+ MCC+SAL vs. P2rx7+/+
MCC+PIC

Tukey's post-hoc test

P2rx7+/+ SAL+SAL vs. P2rx7+/+
SAL+PIC

Tukey's post-hoc test

P2rx7+/+ SAL+SAL vs. P2rx7+/+
SALAPIC

Dunn test

Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7+/+ PIC
P2rx7-/- SAL vs. P2rx7-/- PIC

Dunn test
n.s.
Dunn test
n.s.
Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

0,0344

<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,5964

0,879

0,0384

0,0461

0,0251

0,0311

0,0285
0,0208

0,0009
0,0455

0,0018
0,0429

10,17,18,24,15,14

6,7,6,5

9,9.8,7

13,12,9,7

78,77

10,9,7,7

10,9,7,7

10,9,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7



24h

48h

1 0D
Abra

6h

24h

48h

10E Abra 0Oh

6h

24h

48h

10F Abra Oh

6h

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

F interaction (1,200 = 0,4053

F interaction (1,200 = 2,296

F interaction (1,20) = 1,689

F interaction (1,200 = 9,577

F interaction (1,20) = 0,4825

F interaction (1,21) = 5,408

F interaction (1,20) = 3,899

F interaction (1,20) = 8, 105

F interaction (1, 20) = 2,630

F interaction (1,200 = 44,28

<0,0001

0,0002

0,5316

0,1453

0,2086

0,0057

0,4953

0,0301

0,0623

0,01

0,1205

<0,0001
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Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

Tukey's post-hoc test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC
Tukey's post-hoc test
P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7+/+ PIC
P2rx7-/- SAL vs. P2rx7-/- PIC
Tukey's post-hoc test
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC
P2rx7-/- SAL vs. P2rx7-/- PIC
Tukey's post-hoc test
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC
P2rx7-/- SAL vs. P2rx7-/- PIC
Tukey's post-hoc test
n.s.

Tukey's post-hoc test

P2X7+/+ SAL vs. P2X7+/+ PIC
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC

P2X7-/- SAL vs. P2X7-/- PIC
Tukey's post-hoc test

P2X7+/+ SAL vs. P2X7+/+ PIC
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC
Tukey's post-hoc test

P2X7+/+ SAL vs. P2X7+/+ PIC
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC
P2X7-/- SAL vs. P2X7-/- PIC

Tukey's post-hoc test

n.s.

Tukey's post-hoc test
P2X7+/+ SAL vs. P2X7+/+ PIC
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC
P2X7-/- SAL vs. P2X7-/- PIC

0,0025
0,0196

0,017
0,0056

<0,0001
<0,0001

0,0293
<0,0001

0,0385
0,026

<0,0001
0,0018

0,0368
0,0297
<0,0001

0,0115
0,0329

0,0076
0,0006
>0,9999

<0,0001
<0,0001
<0,0001

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7



24h

48h
10G
Abra Oh
6h
24h
48h
11A
Abra 48h
11B
Abra 48h
11C
Abra 48h
11D
Abra 48h

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Two-way ANOVA
following a
logarithmic

transformation

Two-way ANOVA
following a
logarithmic

transformation

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Two-way ANOVA

F interaction (1,20) = 6,919

F interaction (1,20) = 14,65

F interaction (1,69) = 5,203

F interaction (1,52) = 33,42

F interaction (1,73) = 14,74

0,016

0,0011

0,0002

0,0001

<0,0001

<0,0001

0,0256

P<0,0001

0,155

0,0003
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Tukey's post-hoc test
P2X7+/+ SAL vs. P2X7+/+ PIC
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC
P2X7-/- SAL vs. P2X7-/- PIC
Tukey's post-hoc test
P2X7+/+ SAL vs. P2X7+/+ PIC
P2X7+/+ SAL vs. P2X7-/- SAL
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC

Dunn test

P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC

Dunn test

P2X7+/+ SAL vs. P2X7-/- SAL
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC

Dunn test

P2X7+/+ SAL vs. P2X7-/- SAL
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC

Dunn test
P2X7+/+ SAL vs. P2X7-/- SAL
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC

Tukey's post-hoc test

P2X7+/+ SAL vs. P2X7+/+ PIC
P2X7+/+ SAL vs. P2X7-/- SAL
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC

Tukey's post-hoc test

P2X7+/+ SAL vs. P2X7+/+ PIC
P2X7+/+ PIC vs. P2X7-/- PIC
P2X7-/- SAL vs. P2X7-/- PIC

Dunn test

n.s.
Tukey's post-hoc test

P2X7+/+ SAL vs. P2X7+/+ PIC

<0,0001
0,0192
0,0228

<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,0018

0,0039
0,0164

0,0197
0,0007

0,0016
0,0159

0,0047
<0,0001
<0,0001

<0,0001
<0,0001
0,0184

0,0225

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

8,6,7,7

7,6,7,7

7,6,7,7

11,26,21,21

10,26,18,19

7,11,18,18

11,26,19,21



11E Abra

11F Abra

1 2B
Abra

1 2C
Abra

} 2D
Abra

12E Abra

lgF-G
Abra

12H-I

Abra

Kieg. 1A
Abra

48h

48h

Oh

6h

24h

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Two-way ANOVA

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal-
Wallis)

F interaction (1, 79) =

10,7055

F interaction (1,79 = 5,2416

F interaction (1,79) =

0,0005781

F interaction (1,8 =

31,3368

F interaction (1,33) = 0,3257

<0,0001

0,0004

0,001585

0,0129

0,024722

0,980878

0,000511

0,5721

<0,0001

0,0067

<0,0001
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P2X7+/+ SAL vs. P2X7-/- SAL

Dunn test

P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

P2rx7-/- SAL vs. P2rx7-/- PIC
Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

Tukey's post-hoc test
SAL-VEH vs. PIC-VEH
PIC-VEH vs. PIC-JNJ

Dunn test

SAL-VEH vs. PIC-VEH
Tukey's post-hoc test

SAL-VEH vs. PIC-VEH
PIC-VEH vs. PIC-JNJ
PIC-VEH vs. SAL-JNJ

Tukey's post-hoc test

n.s.

Tukey's post-hoc test
SAL-VEH vs. PIC-VEH

PIC-VEH vs. PIC-JNJ
PIC-VEH vs. SAL-JNJ

Tukey's post-hoc test
n.s.

Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

Dunn test
n.s.

Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

<0,0001

<0,0001

0,0023

0,0385
0,0251

0,044496
0,000507

0,0183

0,046225
0,005494
0,026462

<0.0001
0.0003
<0.0001

0,0592
0,0013

0,01
0,0039

6,14,19,19

11,12,21,21

25,23,20,15

25,23,20,15

25,23,20,15

25,23,20,15

3,333

10,13,6,8

5,6,7,7

5,6,7,7

5,6,7,7



Kieg. 1B
Abra

Kieg. 1C
Abra

Kieg. 2A
Abra

Kieg. 2B
Abra

Kieg. 2C
Abra

48h

Oh

6h

24h

48h

Oh

6h

24h

48h

48h

48h

48h

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

All the values are zero, so no statistical test
is needed

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

Nonparametric
ANOVA (Kruskal- -
Wallis)

<0,0001

0,1096

0,0322

0,2839

0,0415

0,2839

0,4485

0,3119

<0,0001

<0,0001

<0,0001
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Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

Dunn test

n.s.

Dunn test

n.s.

Dunn test

Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL

Dunn test

n.s.

Dunn test

Dunn test

n.s.

Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL
P2rx7+/+ PIC vs. P2rx7-/- PIC

Dunn test

P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7+/+ PIC
P2rx7+/+ SAL vs. P2rx7-/- SAL

0,0084
0,0046

0,034

<0,0001
<0,0001

0,0088
0,0015

0,0043
<0,0001

5,6,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

5,5,7,7

8,12,21,21

7,12,21,18

8,12,20,20



Kieg. 3A
Abra

Kieg. 3B
Abra

Kicrag‘ 3C
Abra

Kieg. 3D
Abra

Unpaired t test
(Two-tailed)

Unpaired t test
(Two-tailed)

Unpaired t test
(Two-tailed)

Unpaired t test
(Two-tailed)

0,7709

0,1171

0,7609

0,9573
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13,11

12,11

13,11

13,11



Abra

} 3A
Abra
Abra

} 3B
Abra

}4B
Abra
}4C
Abra
!4D
Abra
14E Abra
14F Abra

} S5A
Abra

} 5B
Abra

} 5C
Abra

! 5D
Abra

15E Abra

15F Abra

16A
Abra

16B
Abra

Statisztikai
modszer

Log-rank (Mantel-
Cox) test
Statisztikai
médszer

Repeated two-way
ANOVA

Unpaired t-test

Unpaired t-test

Mann—Whitney
test following log
transformation

Unpaired t-test
Unpaired t-test

One-way ANOVA

One-way ANOVA
after log
transformation

One-way ANOVA

One-way ANOVA

One-way ANOVA

One-way ANOVA

One-way ANOVA

One-way ANOVA

5. Kiegészito tablazat — statisztika I1.

Chi square

7.242

Interakcios F-érték

F interaction (10,
140) = 10.90

Finteraction (2, 13) =3912

Finteraction (2, 13) =6720

F interaction [(23 13) =

0,07175

Fimcraction (27 13) =
22,15

Fimcraction (27 13) =
5498)

F interaction (2, 13) =
1038

F interaction (25 13) =
0,8595

Finteraction (2, 13) =1657

p-érték

P<0,0001

0.0181

0.2115

0.0152

0.0456
0.3163

0.047

0.01

0.931

p <0.001

0,019

0.382

0.446

0.229
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df

1

Post-hoc teszt

Sidak

Tukey's
SARS-CoV2 MA10 vs.

SARS-CoV2 MA10 + JNJ

Tukey's

SARS-CoV2 MA10 vs.

SARS-CoV2 MA10 + JNJ

Tukey's
n.s.

Tukey's

Control vs. SARS-CoV2

MA10
SARS-CoV2 MA10 vs.

SARS-CoV2 MA10 + JNJ

Tukey's

Control vs. SARS-CoV2

MA10
Tukey's

n.s.
Tukey's
n.s.
Tukey's

n.s.

p-érték
0.007

p-érték

3-7. nap:
<0,0001; 8.

nap: 0,0012; 9.

nap: 0,0156

0,0376

0,0080

<0,0001

0,0006

0,0144

Elemszam (n)

6, 30

Elemszam (n)

6,10

8,6

8,6

8,6
8,6

8,6

6,6,4

6,6,4

6,6,4

6,6,4

6,6,4

6,6,4

6,6,4

6,6,4

6,6,4



1 6C
Abra

17A
Abra

17B abra

1 8A
Abra

1 8B
Abra

1 8C
Abra

} 8D
Abra

18E Abra

One-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Two-way ANOVA

Finteraction (2, 13) =
0,2746

F interaction (169 1 17) =
0.3450

F interaction (169 1 17) =
0.9799

F interaction (4, 39) =
0,5839

F interaction (4, 39) =
0,08208

F interaction (4, 39) =
0.3742

F interaction (4, 39) =

2.889

F interaction (4, 39) =
0,7728

0.764

0.991

0.483

0.6762

0.9874

0.8256

0.0346

0.5496
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Tukey's
n.s.
Tukey's
n.s.

Tukey's

Control vs. SARS-

CoV2 MA10 + JNJ 0,0263

Tukey's

n.s.

Tukey's

n.s.
Tukey's

SARS-CoV2 MA10 vs.

SARS-CoV2 MA10 + JNJ 0,0432

Tukey's

Control vs. SARS-
CoV2 MA10
SARS-CoV2 MA10 vs.
SARS-CoV2 MA10 + JNJ

0,0008
0,0127

Tukey's

Control vs. SARS-

CoV2 MA10 0,0313

6, 6,4

6,6,4

6,6,4

6, 6,4

6, 06,4

6,6,4

6, 06,4

6,6,4

6, 06,4



