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OPPONENSI VELEMENY
Dénes Adam: “Role of microglia in neuronal health, inflammation and brain injury”
cimi
MTA doktori értekezésérol

Dénes Adam MTA doktori értekezése alapvetéena a mikroglia szerepét targyalja harom
kilonbozo fejezetben. Az els6 fejezet a mikroglia szerepével foglalkozik a gyulladéassal
kapcsolatos agysériilésekben. A masodik fejezet a szisztémas gyulladas mikroglia funkciékra
¢€s az agyi kéarosodéasra gyakorolt hatasat targyalja. A harmadik fejezet a mikroglia-neuron
interakcio olyan mechanizmusait elemzi, melyek alapvetoek a fizioldgias neuron miikdésben
¢s a neuronkarosodasban is.

Altalanos megjegyzések:

A tézis “short dissertation” formatumban, angol nyelven irédott. A tézis terjedelme
irodalomjegyzékkel egyiitt 68 oldal. A disszertacio 5 abrat tartalmaz, és 216 kdzleményt cital.
A 14 oldalas bevezetés utin a kutatds célok révid, egyoldalas Osszefoglalasa, majd az
eredmények bemutatdsa kovetkezik 10 oldalon. Ezt koveti a konkluzid, a kihivasok és
kitekintés megfogalmazasa 9 oldalon.

A tézis értékelését nagyban segiti, hogy a publikdciokat nem csak a disszertacio végén, hanerm
minden fejezet elején is Osszefoglalja, megadva a kozleményekben elfoglalt poziciot is
(elsd/utolso, megosztott elsd/utolsd, és levelezd szerzé). Ennek alapjan, a jelolt az elsé fejezet
valamennyi eredeti 8 kozleményében, a masodik fejezet 6sszes eredeti 9 kdzleményében, és a
harmadik fejezet mind a 6 eredeti kozleményében a fenti, kiemelt poziciékban foglal helyet.

A kdzlemeények a 2007-2022-ig terjedd id6szakot 6lelik at, igy kivalo képet nyujtanak a szerzé
magas szinvonal(, és egységes ivet alkotd tudomanyos munkdassagarol.

A tézis megirasakor az els6 fejezet teljes citacioja 778, impakt faktora 46,5. A masodik fejezet
teljes citdcioja 643, impakt faktora 57,3. A harmadik fejezet teljes citacidja 649, impakt faktora
104,3. Ennek megfelelden, a tézis 23 kdzleményének teljes citacioja 2070, impakt faktora 208.
Kiemelendd, hogy a tézisben megjeldlt és az utolso 4 évben megjelent 7 kézlemény 01tacwja
285. Ot kdzlemény impakt faktora 10 felett van, és ezek kozott szerepel utolso szerzés Scxence 2L
J Exp Med, Nat Commun, PNAS, Acta Neuropathol. a L ,

Mindezek alapjén, a szerz6 munkéssaga nemzetkzi kitekintésben is az élvonalban van. Kiilon
kiemelend6, hogy az utobbi évek magas szinvonali koézleményei, az altala Vezetett hazai
miihelybdl keriilt ki. :

Formai észrevételek: oy ;
Az angol nyelven irt tézis nyelvezete kivalo. Gépelési hiba gyakorlatilag nem fordul elé. A
tézis igényesen megirt, rendkiviil jol szerkesztett munka. A tomor dsszefoglalas ellenére jol

érthetd, jol kovethetd, sot, kifejezetten élvezetes olvasmany is. Ennek egyik kulcsa, hogy Y

szamos alkalommal kérdéseket vet fel, majd ezt valaszolja meg, azaz aklasszikus disszertaciok.
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hagyoményat kdveti modern megkozelitésben, ezzel fenntartva az olvasé folyamatos figyelmét
1s.

A Bevezetés nemcsak kivaloan, de izgalmasan foglalja 6ssze a munka jelentdségét: a
neuronalis aktivitast szabalyozo6 sejtes interakciokat fiziologias és patologias koriilmények
kozott; a mikroglia fejlodését, szerepét immun és non-immun folyamatokban, a kdzponti
idegrendszer fejlodésében; a mikroglia interakcidjat, fenotipusait; a mikroglia szabalyozé
szerepét a kozponti idegrendszeri kdrnyezetre és betegségekhez tarsuld patologiajat; a
hatdsat a kozponti idegrendszeri komyezetre és specifikusan a mikroglidra. E bevezetd
Osszefoglalo két abrat tartalmaz stroke vonatkozasban.

A Célok megfogalmazésa Iényegretoro.

Az Eredmények ismertetése tomor, de jol érthet6, és a sajat citacidkra épiilé munka.

A Konkluzié réviden ismét kiemeli az eredmények jelentdségét, és kiilon a stroke téméban
elért munkassagot, majd 3 alfejezetben, részben klinikai kitekintéssel von le kovetkeztetéseket
a mikroglia integralo, és neuron aktivitast is szabalyozé kézponti szerepérdl.

A formai szerkesztéssel kapcsolatban két kritikai megjegyzésem van. Az eredmények
fejezetben néhany alapvet6 abra vagy tablazat beillesztése a korabbi munkakbol még tovabb
emelte volna a munka amugyis kiemelkedé értékét. Erthetden, ez a tézis rovid formatumaval
€s a szinvonalas €s komplex kozlemények magas szamaval figg ssze, de talan éppen emiatt
még inkabb fokuszalta volna az olvaso figyelmét. A Konkluzio fejezetben kivalo osszefoglalo
abrdk részben tartalmaznak adatokat is, és a tézis legfontosabb megallapitdsait tiikrozve a
megertést nagyban segitik. Ugyancsak érdemes lett volna a legfontosabb Gj megallapitédsokat
tényszerlien, néhany pontban osszefoglalni.

Tartalmi észrevételek, kérdések:

A bemutatott munka Osszességében ravilagit, hogy a szerzd nemzetk6zi szinten kiemelt és
elismert kutato. Opponensként az eredmények méltatdsan tal néhany kérdésem van, melyek a
munka tdgabb értelmezését segithetik, de az eredmények  értékét semmiképp nem
befolyasoljak. A feltett kérdések az elért eredmények jelentGségét nem teszik kérdésessé, a vart
valaszok a bemutatott munka hatterének jobb megismerését segithetik. :

1/ Bevezetés, 9. oldal: A CSFIR KO egér és patkany modell ismertetésénél kitér arra, hogy a
manipulacié a szoveti makrofagokat is érinti, €s a feln6tt kori tlélés korléiqzott. Van-e adat

kondicionalt és indukalt KO modellel kapcsolatban (floxed, Cre modell), ahol a CSFIR csak a
mikroglia populéciét érinti indukalt méodon, azaz a tulélést a felnbttkorba ,_rlxer'n,,befolyz_i'sélja? '

2/ Bevezetés, 10. oldal: Ismerteti a FIRE-deficiens (Csfrl locus superenhanc.ér) m’odelli,'ahqu__
a neuronalis, asztrocita és oligodendrocita transcriptome nem valtozik. Mig a CSFIR KO"
egérben e populacidk érintettek. Mi okozza ezt a kiilonbséget a két modell k6zo6tt?

3/ Ismerteti a korasziilottek fejlodési deficitje és a mikroglia aktivacio korrelaciojat, valamint
a mikroglia proliferaciot (10. oldal). Van-e adat arra, hogy milyen e mikroglia populaci6
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fenotipusa korasziilottek fejlodési deficitjében, illetve van-e adat CSF1R tilexpresszié hatasara
mikrogliaban?

4/ A dissszertacié egyik fontos témaja a szisztémas sériilés hatdsa a mikroglidra, amelyet a
bevezetésben is ismertet (12. oldal). Vizsgaltak-e, hogy kiilonbozé szisztémas hatasok
(infekcid, trauma, metabolikus zavar, gyulladas) azonos vagy kiilonbézé mikroglia fenotipust
eredményeznek (pl. transciptome, proteome, metabolome, epigenetika)? Az LPS modellt
specifikusan emliti — de eltéré hatasa lehet-e olyan szisztémas véltozasoknak, melyek a véragy-
gat mitkodését nem befolyasoljak?

5/ A TGFp szerepét viszonylag részletesen taglalja, és emliti a Tgfbr2 delécio hatasat a az agyi
homeostasisra és a mikroglia primingra (13. oldal). Sclerosis multiplex agyi 1éziokban a tgfb
€s a Tgfbr2 expresszié a remyelinizacidval asszocialodik, és elsésorban asztrocitara jellemzd,
igy a mikroglia indirekt mddon is érintett lehet. Tud-e kondicionalt, mikroglia-specifikus
Tgtbr2 modellrdl, illetve asztrocita-mikroglia interakciokrol e vonatkozasban?

6/ Kimutatja, hogy emberbdl generalt iPSC-mikroglia transzplantacidja integralodik az egér
kiméra agyba, és megtartja az identitasat (19. oldal). Megvaltoztatja-e a transzplantalt human
mikroglia az egér neuronok aktivitdsat és funkciojat, és torténik-e interakcid purinerg
junkcioban a human mikroglia és az egér neuron k6zott?

7/ Emliti, hogy egyetlen, akut szisztémas gyulladasos stimulus megvaltoztatja a mikroglia
epigenetikai programjat (20. oldal). Vizsgaltak-e a szisztémas stimulus hatasat egyes sejt
szinten: azaz general-e s szisztémas stimulus specifikus, erre jellemzé mikroglia alcsoportot
vagy alcsoportokat (cluster) specialis transcriptome mintazattal, azaz fenotipussal?

8/ Vizsgélték a mikrog,lia véltozését akut stroke kapcsa’m ami megel('izi a makrofégok

rrep

szimultan mikroglia fenotipus e két helyen (pnmer sériilés vs peri- 1nfarktus szovet)‘?

9/ Milyen mechanizmus okozza a mikroglia észlelt pusztulasat a a stroke akut fa21saban 25,
oldal)? .

10/ Elemzi, hogy a DAMPs a priming stimulus nélkiil is gyulladasos valaszt general 7z

mikroglidban IL-6 és CXCLI termeléssel (26. oldal). Ismert, hogy a CXCL1 szint egér
liquorban korrelal a polymorphonuclearis myeloid-eredetti szuppresszqr “sejtek . (PMIN-
MDSCs) megjelenésével az EAE konvaleszcens fazisaban (Knier, Nat Iminanol 2018). Van-¢
adat stroke-ban e sejtek szerepére, és vajon szerepet Jatszhat - mikroglia altal termelt CXCL1 |
e folyamatban? | '

11/ A donor leukocyték meningealis infiltraciojat észlelték stroke utan 24 o6raval (27. oldal).
Bér vér-eredetiinek emliti, de lehetséges-e, hogy a calvaria csontvelébél szarmaztak? Ujabb
adatok felvetik, hogy a calvaria csontveléi sejtek fenotipusa specifikus lehet, és stroke-ban -
szerepiik lehet (Kolabas et al, 2021 December 25, https://doi.org/10.1101/2021.12.24.473 988). 7~



12/ Kisérleteiben az NLRC4 ¢és AIM2 inflammaszoma deficiencia javitotta a neuroldgiai
vegpontokat, de NLRP3 deficiencia nem (27. oldal). Mi lehet ennek az oka? NLRP3 az egyik
legfontosabb gyulladasos inflammaszoma, DAMP és endoszomalis TLR is aktivalja az NF-xB
itvonalon keresztiil, és fontos szerepet jatszik az IL-1 és IL-18 termelésben a caspase-1
aktivitason keresztiil.

13/ IL-1 receptor antagonista (Anakinra) a SCIL-STROKE tanulméanyban csékkentette az IL-
6 szintet, de novelte a rosszabb funkcionalis végpont esélyét 3 hénapnal. Ezt érdemes lett volna
diszkuttalni.

14/ Emliti az NLRC4-ligand bakterialis flagellin és a bél mikrobiota részvételét az akut agyi
sériilésben. Hogyan képzelheto el a bél mikrobiota ilyen gyors hatasa, és milyen titvonalakon
keresztiil? Flagellin direkt hatisa a kozponti idegrendszerben? Flagellin periférias hatasa?
Bakterialis proteinek, metabolitok, transzkriptok kimutathatok az agyban.

15/ Az IL-1R 1A Skolel gogrhen (28. oldal) csak a cerebrovascularis endothel érintett?

16/ Vizsgéltak-e a NETs-re adott mikroglia reakciot (28. oldal)? Lehetséges-e, hogy a tobb
alkalommal emlitett mikroglia pusztulas stroke kapcsan a NETS-re adott vélasszal, vagy a
neutrophil fagocitozissal fligghet 6ssze?

17/ Megallapitja, hogy a migral6 neutrofilek neurotoxicitdsa proteaz termeléssel fliggétt Gssze
(28. oldal). Ugyanakkor csak inhibitor koktél védett a neurotoxicitas ellen, az egyes inhibitorok
nem. Mi ennek az oka? Lehetséges-e, hogy specifikus neutrofil fenotipusok eltérd protedz
termeléssel rendelkeznek (Rubio-Pnce, Curr Opin Immunol 2021 68:41)?

18/ Polymorphonuclearis neutrophilok (PMNs) részt vesznek a post-ischemias remodelingben
is (jotekony hatés), és randomizalt klinikai tanulméanyokban migraciés molekuldk (ICAMI,
CDII/CD18 integrin, VLA4) gatlasa a stroke kimenetelt nem, vagy inverz moédon
befolyasoltak. Ezt érdemes lett volna elemezni.

19/ A szisztémas gyulladas szerepét két rendszerben is vizsgélta: LPS és anaphylaxia soran
(31. oldal). Mindkett6 a vér-agygat sériilését okozza. Lehetséges-€ olyan szisztémas gyulladas
hatasanak vizsgalata, mely nem jar a vér-agygat sériilésével?

20/ Emliti, hogy kisérletes stroke emelkedett T sejt szammal jart a csontvelében (33.0ldal).
Vizsgaltak a T sejtek fenotipusat (pl. Th, Tc, Treg, stb.)?

21/ HMPAO- és 99mTc-DTPA-SPECT kisérletes stroke-ban a tiidd és a bél perflizios
valtozasat mutatta érakon beliil (34. oldal). Tortént-e hasonlé megfigyelés human stroke-ban,
¢s érdemes lenne-e ennek vizsgilata a stroke klinikai végpontokkal dsszefliggésben?



22/ Transzfer kisérleteikben CRPS (komplex régionalis fajdalom szindroma) betegektél nyert
IgG kisérletes modellben (talp sértés) fokozta a mikroglia IL-1p termelését a gerincvelBben, és
tartos hyperalgesidt eredményezett (34. oldal). Mi ennek a mechanisztikus magyarazata,
okozott az IgG transzfer mikroglia aktivaciot kontroll egérben is illetve egyéb kisérletes
modellben? Azaz specifikus-e a kronikus fajdalom szindromas betegektél izolalt IgG hatésa a
fajdalom modellben? Ha igen, miért? Hogyan jut be a peritonealisan adagolt IgG a kozponti
idegrendszerbe, tekintve hogy az ellenanyagok <1%-a 1ép 4t az intakt vér-agygaton?

23/ A szerzd csoportja irta le a szomatikus purinerg junkciét, a mikroglia P2Y 12 dusulasat a
neuron membran Kv2.1 clusterével szemben, mely alapveté a neuronalis aktivitas,
mitokondridlis funkci6 és sériilés felismerésében és a neuronsériilés limitalasaban (37-38.
oldal). Sclerosis mutiplex agyi 1éziokban a Kv2.1 és Kv2.2 expresszio kronikus aktiv 1éziékban
fokozott (Boscia et al, 2021), és oligodendrocitak is expresszéaljak (Marques et al., 2016).
Vajon elképzelheté-e, hogy szomatikus purinerg junkcié létrejon mikroglia és oligodendrocita
kozott is? Tovabba, a sziirkealllomanyban vizsgélt purinerg junkcié szerepet jatszhat-e a
fehérdlloményi neuron aktivitas és funkcio modulalasaban is? Ezek interneuronok, amelyek a
neurovascularis unit részeként a vaszkularis ténus szabdlyozasaban vesznek részt, azaz
ugyanazon mechanizmus a sziirke- és fehérallomanyban maés szabalyozasban jatszhat szerepet.
llyen vonatkozisban kiilondosen érdekes az 5. dbran jelzett felismerés is, ahol a mikroglia
szimultan Iép kapcsolatba a neuronokkal és a mikroerekkel a kéregben. Hasonlé kapcsolat a
fehérallomanyi interneuronok interakciojaval mas médon is szabalyoznad a perfuziét a
fehérallomanyban (és a kéregben), melynek diszfunkcidja szdmos agyi betegséggel
asszocialddik.

24/ A neuron-mikroglia interakcio szabalyozasa megvaltozik-e, ha nem primer neuron sériilés
(pl. stroke, trauma, migraine), hanem primeren gyulladdsos mikroglia aktivacié van?
Vizsgdlhato-e ez in vitro modellben pl. LPS mikroglia aktivaciot kovetden vagy IL-1 KO
modellekben?

25/ Ahogy emliti, a mikroglia a komplement rendszeren keresztiil is részt vesz a neuron
modulacioban. Filiggetlen ez a szomatikus purinerg junkcié aktivitastol?

26/ A Kihivasokndl €s a terapias kitekintésnél esetleg érdemes lett volna megemliteni, hogy a
kozponti idegrendszeri betegségek kezelésének egyik lehetésége a kombinacid, azaz a
gyulladas é€s a degenerativ folyamatok egyidejli gatldsa, valamint a regeneracié szimultan
elésegitése. A lokdlis 6si immunvalasz és a szoveti rezidens T és B sejtek befolyasolasa tovébbi
terapias kihivast jelent a penetracié alacsony szintje miatt pl. monoklonélis ellenanyag terapiak
esetében, igy az IL-1 antagonizalds soran is. Egy masik lehetéség olyan kis molekulak
alkalmazasa, melyek penetralnak a kézponti idegrendszerbe, és a szisztémas valamint a lokalis
adaptiv €s 6si immunvalaszra is hatnak, igy a mikroglia funkciéra is. Ilyen potenciélis terapias
lehetdség lehet a BTK inhibitorok alkalmazasa.

Osszefoglalva, a tézis kiemelkedd szinvonald, és Gttéré munkakon alapul. A szerz6 munkaja a
nemzetkozi élvonalban van.



A tezis alapjaul szolgal6é munkék a mikroglia alapveté moduldcios szerepét tartak fel kozponti
idegrendszeri €s szisztémas gyulladdsos folyamatokban, valamint a neuronalis aktivitas
szabalyozaséaban fiziologias és patologias koériilmények kozott.

Kimutatta, hogy a mikroglia aktivacio a stroke-ot kdvetd néhany 6ran beliil megtorténik, és
megel6zi a makrofag invéaziét. A neutrophil granulocytéak mikroglialis fagocitozisa a stroke-ot
kovetd artalmas gyulladasos folyamatok gatlasaval az egyik elsé védelem. Ugyanakkor a
neutrophil granulocyta invazié medialasaban a CXCL1 kemokinon keresztiil. Ebben a DAMPs
akar priming stimulus nélkil is részt vesznek, és a szérum amyloid A az LPS-hez hasonl6
priming stimulus lehet. A mikroglia reaktivitisban és IL-1b termelésben a mikroglia 4ltal
expresszalt NKCC1 kulcsszerepet jatszik.

Szintén kimutatta, hogy szisztémas gyulladas (pl. kronikus infekcio, intraperitonealis LPS vagy
anaphylaxia) rontja a kisérletes stroke kimenetelét, és ebben a mikroglia aktivacié és
kovetkezményes IL-1 termelés jatszik szerepet. Atherogén diéta és elhizas szintén mikroglia
aktivaciot eredményezett egérmodellben, mig klinikai kisérletekben TSPO-PET jelezte a a
mikroglia aktivaciot tobbszoros stroke rizikofaktorok jelenlétében. Ugyanakkor a kézponti
idegrendszeri stroke a szisztémés immunvalaszra is hatassal van, fokozza a a csontveléi T sejt
szamot ¢s a granulocyta kiaramlast. E folyamatok hatterében a mikrobiota és az autonom
idegrendszeri valtozasok éllhatnak. A periférias gyulladds kézponti idegrendszeri hatasat és
specifikusan a mikroglia fenotipus valtozasat komplex regiondlis fijdalom szindrémaban is
kimutatta transzlacios kisérletekben.

A tézis ¢és a munkdk kiemelkedben uttér6 része a mikroglia-neuron és mikroglia-
neurovascularis interakciok Gjszerii feltérképezése, és uj moduldcios kapcsolatok leirasa. Uj
CSFIR inhibitorok alkalmazasaval kimutatta, hogy a mikroglia eliminicidja a neuronalis
aktivitas diszregulaciojat eredményezi, mely a kisérletes stroke rosszabbodasaval jart. Ez a
neuroprotektiv funkcié a neuronalis szoma és a mikroglia kontaktusaval jon létre a szerz6
munkacsoportja dltal leirt szomatikus purinerg jukcidkban. A neuronalis kontakton kiviil a
mikroglia P2Y12 receptorok az endothellel is kontaktusba Iépnek, és befolyasoljak a

neurovascularis coupling, az agyi vazodilatacio és vaszkularis adaptaci6 folyamatat.

Mindezek alapjan a disszertacioban &sszegytjtott eredményeket @j és jelentds tudomanyos
eredményeknek tartom, és az MTA doktora fokozat cim megszerzéséhez messzemenden
elegenddnek tartom.

A nyilvanos védés kitlizését és az MTA doktora fokozat odaitélését javaslom.

Odense, aprilis 49, 2023.
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