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Bevezetés

A kozponti idegrendszeri (KIR) gyulladasos folyamatok és a
hozzajuk tarsuld neuropszichiatriai zavarok egyre nagyobb
figyelmet kapnak a modern idegtudoméanyban. Az
immunrendszer kronikus aktivalodasa — példaul gyulladésos
citokinek, mikroglidlis aktivacid6 révén — jelentOsen
befolyasolhatja a neurofejlédést és a viselkedést. A purinerg
P2X7 receptor kulcsszerepldje lehet ennek a kapcsolatnak:
nagymértékii aktivacidja magas extracellularis ATP-szint
mellett torténik, és a gyulladdsos valasz, az NLRP3
inflammaszoma aktivacid, valamint az IL-1B termelés révén
hidat képez a sejtszintli immunvalasz ¢s a KIR hosszu tava
miikddése kozott. Egyre tobb allatkisérletes és human adat utal
arra, hogy a P2X7-NLRP3-IL-1p jelatviteli utvonal szerepet
jatszhat neurofejlédési €s pszichiatriai zavarok kialakulasaban,
bar pontos mechanizmusai még tovabbi vizsgalatot igényelnek.
A fejlédé agyban a P2X7 szabdlyozza a neurogenezist, a
migraciot, a szinaptogenezist és az immun-homeosztazist. Koros
aktivacioja — példaul anyai immunaktivacio (MIA) vagy
fertdzések hatasara — azonban rendellenes
neuroinflammacidéhoz, dendritikus morfologiai eltérésekhez és
viselkedéses zavarokhoz vezethet. Az anyai fertdzések,
gyulladasos  allapotok, illetve autoimmun folyamatok
id6ablaktol fiiggden novelhetik az autizmus spektrum zavar
(ASD) és mas fejlédési zavarok kockéazatat. A gyulladas
kivaltasara alkalmas preklinikai modellek, példaul a Poly(1:C)
egérmodell  révén, a  P2X7-NLRP3-IL-1p  kaszkad
farmakologiai célpontként vizsgalhato.

A COVID-19 vilagjarvanyt kovetden egyre tobb bizonyiték utalt
arra, hogy a SARS-CoV-2 fertdzést kovetd posztakut
tiinetegytittes (PASC) hosszan fennalld neuroinflammacioval és
neuropszichiatriai eltérésekkel jarhat. Kutatasunk sordn azt



vizsgaltuk, hogy a P2X7-medialt gyulladasos mechanizmusok
miként jarulhatnak hozza ezekhez a felndttkori idegrendszeri
kovetkezményekhez.

Célkituzeés

1.

Az NLRP3 inflammaszéma ¢és az IL-1f gyulladdsos
mediator szerepének feltdrdsa az ASD-szerti fenotipus
kialakuldsdban anyai immunaktivaciés (MIA) modellben:
farmakologiai és genetikai modszerekkel vizsgaltuk ezen
gyulladdsos mediatorok szerepét.

. Az anyai immunaktivacidt kovetd 1dofliggd citokinprofil

vizsgalata: az anyai vérplazmaban és a magzati agyban
jelentkezd citokinvalaszok iddbeli alakuldsanak és P2X7-
fliggésének jellemzése.

. A P2X7 gétlas posztnatalis alkalmazhatosaganak vizsgélata:

meghataroztuk, hogy az utdédok ismételt, alacsony dozisu
posztnatélis kezelése képes-e reverzibilis hatast gyakorolni.

. Uj posztakut COVID modell felallitisa és a P2X7

szerepének vizsgalata a PASC-hoz tarsulo tiinetegyiittesben:
feltérképeztiik a P2X7 expresszio regionalis valtozasait €s a
fertozést kovetd neuroinflammaciot, valamint elemeztiik a
P2X7 szelektiv gatlasdnak viselkedéses €s molekularis
hatésait.

Modszerek

A kisérleteket két eltérd gyulladdsos eredetli preklinikai
modellben végeztiikk: egy anyai immunaktivacioval (MIA)
kivaltott ASD-modellben és egy posztakut SARS-CoV-2
fertdzést koveté PASC-modellben.



I. A P2X7-receptor szerepe az autizmus spektrum zavar
modellezésében

Az ASD-modellhez vad tipusa (P2rx77") és P2X7-receptor
knockout (P2rx77) torzsii egereket alkalmaztunk, C57BL/6
genetikai hattéren. A vemhes ndstények immunaktivalasat
intraperitoneélis poly(I:C) injekcidval (3 mg/kg E12.5 napon,
majd 1,5 mg/kg E17.5 napon) végeztik. A gyulladédsos
utvonalak szerepének feltarasara szelektiv farmakologiai
gatlokat alkalmaztunk: MCC950 (50 mg/kg, NLRP3
antagonista), JNJ-47965567 (30 mg/kg, P2X7-antagonista),
illetve anti-IL-1p antitest (25 pg/kg). A kezeléseket a poly(1:C)
beadésa elott, vagy posztnatalisan, randomizalt
csoportbeosztassal végeztiik.

,, Az ASD-kisérletek harom kiilonallo kisérletsorozatbol alltak:
(1) viselkedéses és morfologiai vizsgalatok az utédokon; (2)
gyulladdsos medidtorok meghatdrozdsa anyai plazmabol és
magzati szovetekbdl kiilonboz6 idépontokban; (3) az ismételt
posztnatalis JNJ-kezelés hatdsdnak vizsgalata. A szocialis
preferencia, mosakodas, iiveggoly6-asas és rotarod tesztek
segitségével értékeltiik az utddok viselkedését. A tesztek utan az
allatok agyszoveteit morfologiai (immunhisztokémiai festés,
elektronmikroszkopos szinaptoszoma-analizis) és biokémiai
vizsgalatok céljara hasznaltuk fel.

Az IL-1P szintek ELISA-val keriiltek meghatarozéasra anyai
plazma, magzati agy ¢és placenta mintdkbol, mig a fébb
gyulladasos citokineket (pl. IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a)
multiplex CBA-modszerrel mértiik. Az adatok statisztikai
feldolgozasa egy- vagy kétutas ANOVA-val, illetve
nonparametrikus Kruskal-Wallis-teszttel tortént, Tukey vagy
Dunn-féle post hoc korrekcidval.



II. A P2X7-receptor szerepe a poszt-akut COVID-19
szindroma idegrendszeri eltéréseiben

A PASC-modellhez nyolchetes BALB/c him egereket
hasznaltunk, amelyeket intranazalisan fert6ztiink SARS-CoV-2
MA10 virustorzzsel (10° PFU). A fert6zott és kontroll egerek
egy része viselkedésvizsgalatok eldtt 30 mg/kg JNJ-47965567
P2X7-antagonista kezelést kapott. A fertézést kovetd 10 napban
az allatok allapotat szorosan monitoroztuk, majd a
neuropszichiatriai értékelésre kiilonféle teszteket végeztiink.

Viselkedésteszteket végeztiink a szorongas, depresszio ¢&s
kognitiv deficit vizsgalatara. Ezek k6z¢ tartozott az Open Field
teszt (szorongas ¢és altalanos aktivitas), a Splash teszt (6népolasi
motivacid), a Tail Suspension teszt (depresszid-szerii
viselkedés), a T-labirintus teszt (térbeli memoria) €s az 0j targy
preferencia teszt (targyfelismerés). Az elemzéseket EthoVision
vagy Solomon Coder szoftverekkel végeztiik.

A viselkedéstesztek utan az 4allatokat ketamin—xilazin
anesztéziaban termindltuk. Vérmintat, valamint prefrontalis
kéreg, hippocampus, stridtum ¢€s tiidé szoveteket gylijtottiink. A
P2X7 receptor szintjét ELISA-val hataroztuk meg plazma- és
agyszoveti mintakbol. A gyulladasos citokinprofil (pl. IL-1a,
IL-1B, IL-6, IFN-y, CXCL1) 4ramlési citometrian alapulo6 CBA
Flex Set rendszerrel keriilt elemzésre. Az adatok értékelésére
kétutas ANOVA-t alkalmaztunk, Sidak- vagy Tukey-féle post
hoc teszttel.

Eredmények

A P2X7-receptor szerepe az autizmus spektrum zavar
egérmodellben



A Poly(I:C) altal kivaltott anyai immunaktivacio6 ASD-re
jellemzd viselkedésbeli eltéréseket valtott ki az utddokban,
szocialis deficit és fokozott repetitiv viselkedés formdjaban,
mikézben a szenzomotoros koordindci6 ¢€és mosakodasi
viselkedés nem valtozott. Mind az anyai NLRP3-gatlas
(MCC950), mind az IL-1P semlegesités megeldzte ezen
viselkedéses eltérések kialakuldsat.
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Morfologiailag a MIA csokkentette a szinaptoszomak
integritasat és kisagyi Purkinje-sejtveszteséget okozott, amelyet
az MCC(C950 eldkezelés szintén megakadalyozott.
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A P2rx7”  genotipusi  utédok  viselkedésében  és
morfolégidjadban a poly(I:C) nem idézett eld eltérést, és az
MCC950-kezelés sem befolyadsolta Oket, ami megerdsiti a
P2X7-medialt NLRP3—-IL-1 tutvonal kulcsszerepét a MIA-
indukalt ASD-szerti fenotipus kialakulasaban.

A P2X7-medialt IL-1B-valasz és gyulladasos valtozasok a
MIA-modellben

A masodik kisérletsorozatban eldszor a poly(1:C) anyai beadéasat
kovetden az IL-1B gyulladdsos citokin koncentraciojat
vizsgaltuk harom szovettipusban: anyai plazméban, placentaban
€s magzati agyban. Vad tipusu egerekben poly(I:C) beadasat

kovetden 1 6raval az anyai plazmaban, majd 24 o6raval késobb a



placentdban ¢és a magzati agyban is kimutathaté volt a
proinflammatorikus IL-1p novekedés, mig a P2rx7 gén hidnya,
valamint a JNJ47965567 szelektiv  P2X7-antagonista
alkalmazésa hatékonyan megeldzte ezen emelkedést.
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Hasonl6 eredményeket kaptunk az NLRP3 gatlasaval: az
MCC950 elokezelés megelozte az IL-1B emelkedését a
placenta- és a magzati agymintdkban, de az anyai plazmaban a
poly(I:C)-valasz igy is fennmaradt. Ez arra utal, hogy a
poly(I:C) indukalta IL-1p emelkedés P2X7/NLRP3-fiiggd volt a
placentaban és magzati agyban, de nem jellemzden az anyai
plazmaban, ahol mas Gtvonalak is kdzrejatszhatnak.



P50

AL Hn

i i
I~ E .
j |
;IID -
Pt Termnbiis £ i
2 !
Mpmanwmrﬁ—-—r =2 ¢ T | T ' -
ELsA) ih P L o
[T —— 1' f..f' ..__d} .;5' .",,ia
imistag it [ELEA] Tk ,;t':'. **_3. 1'#;‘.-. .ap.“
Placenta o hagraki agy
1= . - .
;;'E“ %‘E’n
Ef e if
'EEN EE’“
% 1. : il
FoF & F & & F
& e E A A
- il A a o .
& o P & &

Poly(I:C)-indukalt proinflammatorikus citokinvaltozasok
az anyai plazmaban és magzati agyban

A masodik kisérlet részeként a tovabbiakban a poly(I:C) anyai
beadasat kdvetden vizsgaltuk kiilonbozé gyulladasos citokin- €s
kemokinvalaszokat P2rx7"* és P2rx77" egerek plazma- és
magzati agymintaiban, kiilonb6z6 idépontokban (0, 6, 24, 48
6ra). Eredményeink szerint az anyai plazméaban bizonyos
gyulladdasos  mediatorok —  kiilonésen a  RANTES
szintemelkedése és az MCP-1 24 6ranal P2X7-fliggd mintazatot
mutatott, mig masok, példaul az IL-6, G-CSF, MCP-1 6 6ranal
P2X7-t61 fliggetleniil is jelentdsen emelkedtek. Az
antiinflammatorikus IL-4 alacsony bazalis szintje P2X7-
hidnyban arra utalhat, hogy a receptorfiiggd immunsejtek nem
termelik, vagy a kompenzatorikus mechanizmusok nem
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aktivalédnak. Mindez arra utal, hogy a purinerg jelatvitel
szelektiven szabalyozza a gyulladasos valasz egyes aspektusait,
kiilonosen a citokin- ¢és kemokinprofil idébeli dinamikajat. A
magzati agymintakban az IL-6 és IL-2 szintje csak vad tipust
egerekben emelkedett jelentésen, P2rx7” allatokban nem, vagy
joval kevésbé. Ez arra utal, hogy ezeknek a mediatoroknak a
felszabaduléasa az IL-1B-hoz hasonlé6 modon P2X7-aktivacidhoz
kotott. Az MCP-1 esetében vad tipusban poly(I:C) hatasra nétt
a szint, de a P2rx7”~ A4llatokban mar a kontrollcsoportban is
emelkedett volt. Ez arra utal, hogy a P2X7 receptor hidnya
onmagaban is befolyasolja az MCP-1 bazisszintjét, de a
poly(I:C)-hatas itt is P2X7-fligg6. A RANTES és az IL-4 szintje
épp a P2rx77/ allatokban nétt meg, utalva arra, hogy a P2X7
receptor normalisan gatolja ezen citokinek termelését a magzati
agyban, ¢és hidanyaban ez a fék kiesik, igy valdszinlileg
kompenzatorikus vagy deregulalt modon fokozodik a termelés.
A tablazat az anyai plazma és a magzati agy citokinvaltozésait
foglalja Ossze, kiilon kiemelve a P2X7-fiiggd eltéréseket. A
citokinprofil elemzése alapjan az anyai plazmaban és a magzati
agyban is megfigyelhetok voltak P2X7-fliggd és -fiiggetlen
gyulladésos eltérések, a magzati agyban azonban tobb mediator
mutatott P2X7-dependenciat. Ez arra utal, hogy a fejlédoé agy
immunvalasza célzottabb, konvergens mechanizmusokon
keresztiil zajlik, amelyekben a P2X7 receptor kulcsszabalyozo
szerepet tolthet be.
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P2X7 antagonistaval (JNJ47965567) torténo ismételt
utodkezelés kivédte a MIA altal kivaltott hatasokat P2rx7+*
egerekben.

A harmadik kisérletsorozat célja annak vizsgalata volt, hogy a
P2X7 receptor ismételt, alacsony doézist posztnatalis gatlasa
képes-e visszaforditani a poly(I:C) altal kivaltott viselkedési és
morfoldgiai eltéréseket vad tipust utdédokban. Korabbi
eredményeink alapjan mar ismert volt, hogy egyszeri
posztnatalis JNJ-kezelés is javitja a szocialis viselkedést. Jelen
kisérletben azt teszteltiik, hogy ismételt, alacsony dozisu kezelés
is kivaltja-e a hatast. A 20 mg/kg-os JNJ-t posztnatalisan,
tobbszori alkalommal adtunk, ami szignifikdns javuldst
eredményezett a szocidlis preferencia-, mosakodas- ¢és
iiveggolyod-tesztekben, mig a motoros koordinacidoban (rotarod)
nem volt eltérés. Morfologiailag a MIA novelte a koros
szinapszisok ardnyat, melyet a posztnatalis P2X7-gatlas
mérsékelt, a Purkinje sejt denzitdsban a rotarod tesztnek
megfeleléen nem volt eltérés. Mindebbdl arra kovetkeztettiink,
hogy ismételt, alacsony dozisu szubkronikus P2X7-antagonista
kezelés posztnatalisan is hatdsosnak bizonyult — ezzel jobban
modellezve egy potencialis human terapias lehetdséget.

11
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A P2X7-receptor szerepe a poszt-akut COVID-19 (PASC)
szindroma idegrendszeri eltéréseiben

Az autizmus modell mellett a P2X7 szerepét posztakut COVID-
19 szindromaban (PASC) is vizsgaltuk, felndtt him egerek
SARS-CoV-2 MAIO fertdzését kovetden. A fertdzés sulyos
tiineteket és magas mortalitast valtott ki a him egerekben. A
tulélési arany a 10. napon 41,1% volt, a median tulélési id6 hat
nap. A testtomeg-valtozasok statisztikailag szignifikans
kiilonbséget mutattak a kontroll (PBS) és a fert6zott egerek
kozott a 3. és 9. nap kozott. Az atlag testtdmeg legalacsonyabb
értéket a 4. napon mutatott (83,19 £ 1,582 %). A fertdzott egerek
allapotromldsanak kiilsé jegyei (félig csukott szem, csapzott
szOrzet, gyengeség, mozgashidny) az 5-8. nap kozott voltak a
legmarkéansabbak. A P2X7 receptor szintjét ELISA-val mértiik.
A poszt-akut SARS-CoV-2 MAI10 fertdzés fokozta a P2X7
receptor expresszidjat plazma- €s agymintdkban. A plazmaszint
a fertézést kovetd 16. napon szignifikansan emelkedett a
kontrollhoz képest, mig a tiidészovetben nem volt kimutathatd
valtozas. Az agyban fokozott P2X7 expresszidt észleltiink a
prefrontalis kéregben (PFC) és a hippocampusban (HIP), mig a
striatumban (STR) nem tortént valtozas.
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A SARS-CoV-2 MAI0 fertdzés szorongas- és depresszio-szerii
viselkedésbeli eltéréseket is okozott az egerekben. Az open field
(OF) teszt alapjan a SARS-CoV-2 MAI0O fertézés nem
befolydsolta az allatok altal megtett tavolsagot ¢és a
sebességiiket, azonban a JNJ kezeléssel ndtt mindkettd érték. A
fertdzés jelentdsen csokkentette az aréna centrumaban toltott
1d6t, mely szorongasra utal, mig a JNJ kezelés ezt normalizalta.
A splash teszt sordn a fert6zott egerek mosakodasi ideje
csOkkent, ami depresszid-szerii eltérésre utal, ezt azonban a JNJ
kezelés nem befolyasolta szignifikansan. A farokfelfliggesztéses
tesztben nem volt kimutathatd eltérés. EbbOl megallpithato,
hogy a fertdzés akut szakaszanak lecsengését kovetden
kialakul6  viselkedéses zavarok részben P2X7-fiiggd
mechanizmusokon keresztiil alakulhatnak ki. A fertézés utani
16. napon a viselkedéses eltérések gyulladasos hatterének
vizsgalatara periféridsan €és a kozponti idegrendszer viselkedés
szempontjabol relevans teriiletein  (prefrontalis  kéreg,

14



hippokampusz, striatum) is meghatdroztuk a pro- ¢és anti-
inflammatorikus citokinek szintjét. A plazmaban nem tortént
szignifikans citokinvaltozas, mig a tiidében az IL-la szintje
emelkedett volt a JNJ kezelt csoportban. Mas citokinek nem
mutattak szignifikans eltérést. Ez arra utalhat, hogy a fertézést
kovetden 16 nappal a szisztémdas gyulladds mar nagyrészt
lecsengett. Az IFN-y szintje emelkedett volt a striatumban a
fertdzott csoportban, amelyet a INJ kezelés kivédett. Ez a P2X7-
gatlas gyulladascsokkentd hatasara utalhat ebben a régidoban. A
stridtumban az IL-10 szint emelkedett volt a JNJ csoportban, ami
szintén gyulladascsokkentd vélaszra utalhat. A CXCLI szintje
pedig szignifikdns csokkenést mutatott a hippokampuszban a
fert6zés hatasara, amit a JNJ nem igazan befolyasolt, tehat ez a
csOkkenés valoszinileg nem a P2X7 ttvonalon keresztiil
torténik. Osszefoglalva, mig a periférids citokinszintek nem
mutattak jelentds eltérést, az agyban emelkedett P2X7-
expressziot ¢€s a striatumban tartés, P2X7-fliggé IFN-y
emelkedést észleltiink — ez felveti a fenntartd neuroinflammacio
célzott gatlasanak lehetdségét.

ahut fiin pemri-akul fagm Ardethin fans

b
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Kovetkeztetések

A P2X7 receptor aktivacioja kulcsszerepet jatszik a MIA-modell
altal kivaltott neuroinflammaci6 és az ASD-szerli viselkedési
eltérések kialakuldsdban. A P2X7-NLRP3-IL-18 tengely
célzott gatlasa (farmakologiai és genetikai modszerekkel)
hatékonyan csokkentette a gyulladasos valaszokat és részben
megelozte a szocidlis ¢és repetitiv viselkedési zavarokat,
valamint egyes morfologiai eltéréseket. Eredményeink azt
mutatjak, hogy ez a jelatviteli utvonal kézponti szerepet tolt be
az anyai immunaktivacié altal kivaltott koros idegrendszeri
fejlodési  folyamatokban, kiilonds tekintettel az IL-1B
kozvetitésével 1étrejovo eltérésekre. A placenta €s a magzati agy
gyulladdsos valaszaiban megfigyelt P2X7-fliggd és -fliggetlen
eltérések alapjan a P2X7 célzott moduldcidja a jovOben
lehetdséget kinalhat a szelektiv beavatkozédsra. Ezen feliil
igazoltuk, hogy az ismételt, alacsony do6zisu posztnatalis P2X7
gatlas hatékonyan mérsékelheti a mar kialakult viselkedési és
morfologiai eltéréseket is, 1igy potencialisan terapids
lehetdségként szolgalhat human kontextusban is.

A SARS-CoV-2 fertézést kovetden kialakuldo posztakut
neuropszichiatriai tiinetek kialakulasdban a P2X7-medialt
neuroinflammacié szintén meghatarozd szerepet jatszhat.
Eredményeink alapjan a fertdzést kovetd iddszakban tartos
P2X7 expresszionovekedés és regionadlis citokinelvaltozasok
voltak megfigyelhetok, kiilonosen a striatumban. A P2X7
antagonista kezelés (JNJ-47965567) részben megeldzte a
fertézés utani szorongasos ¢és depresszio-szerli viselkedéses
zavarokat, valamint mérsékelte az IFN-y szintjének koros
emelkedését a striatumban. Mindez arra utal, hogy a P2X7
utvonal felndttkori gyulladasos 4llapotokban is jelentds
mértékben  hozzajarulhat a  neuropszichidtriai  tlinetek
fenntartasdhoz. A kozponti idegrendszeri gyulladas tartos
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fennmaradésa és a regionalis citokinprofil-eltérések egyiittesen
alatdmasztjdk a P2X7 célzasadnak jelentdségét a PASC
kezelésében.

A P2X7-medialt gyulladds tehat hasonl6 idegrendszeri
folyamatokat  érinthet eltérd életkori és  korélettani
kontextusokban, utalva egy koz0s, konvergens
patomechanizmusra. Ez a kozds tengely potencidlisan
univerzalis célpontként szolgalhat a gyulladasos eredetii
neuropszichiatriai zavarok kezelésében — fiiggetleniil azok
eredetétdl vagy iddzitésétol.

A jovobeli terdpias célzasnak a tulmiikddd gyulladasos vélasz
finomhangolasara, a homeosztazis helyreallitasara kell
torekednie koros tulmiikodés esetén, a fiziologids P2X7—
NLRP3-IL-1p funkciok megdrzésével.
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