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Vélemény Dr. Pal Baldzs “loncsatorndkon ¢és gliasejteken keresztiil érvényesiilo
neuromoduldcios mechanizmusok hatasa az idegrendszeri excitabilitasra” cimiit MTA

doktori értekezésérol

Az értekezés a szagloham, az agytorzsi hallopalya és a retikuléris aktivacios rendszer
neuromoduléciés folyamataival foglalkozik. A jeldlt kiemelten vizsgélta az agytorzs

miikodését, és ezen bell kulonféle ioncsatornak és az asztrocita sejtek modulacios szerepét.

A dolgozat felépitése logikus, nyelvezete érthetd. Formai szempontbol megfelel a doktori
milvel kapcsolatos elvarasoknak. Az értekezés alapjat 14 megjelent és egy tovabbi, a
benyujtaskor biralat alatt allo kdzlemény képezi, amely azota elfogadasra kerilt. Kiemelendd,
hogy a 11 utolsé szerzds cikk koziil szamos publikacio a glialis neuromodulétoros hatasokkal,
specifikusan az asztrocitdk szerepével foglalkozik. Ez tartalmi szempontbol jol lathatéan
elkiloniti a jelOlt sajat kutatasi téméajat a korabbi munkaktol és jelzi a témavalasztas

sikeressegeét is.

A bevezetes ertheto, jol felépitett osszefoglalot ad a vizsgalt strukturak (szagloham, agytorzsi
hallopalya, retikularis aktivacids rendszer, raphe magvak) szerkezetérdl és miikodésérdl. Ezt
kovetden keriil sor a vizsgalt ioncsatorndk, neurofizioldgiai paraméterek, asztrocitdk és
neuromodulécids hatdsok bemutatasara. A sokrétli hattérinformaci6 ellenére a fejezetek
logikusak, kovethetdk, amit a néhany apro eliras és fogalmazasi pontatlansag nem befolyasol
érdemben. Az abraanyag is megfeleld, esetleg az asztrocitak altal szabalyozott neuronélis
extraszinaptikus aramokrdl szol6 fejezetben egy abra segithette volna még a leirtak

megértését.

Az alkalmazott modszerek leirdsa részletes, kovethetd. Fontos kiemelni, hogy a jeldlt a
konvencionalis szeletfizioldgiai technikdk mellett szamos modern modszert (kemogenetika,
optogenetika, flash fotolizis, viralis palyajel6lés, neuronalis kalcium mérések) is hasznalt,
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illetve bevezetett a laboratoriumaban. Hasznosnak itéltem az alkalmazott virus konstruktok
felhasznalasat bemutato tablazatos dsszefoglalast és az elektrofiziologiai mérések megérteset
segit6 abrakat is. Kicsit hidnyoltam az alkalmazott hisztologiai technikdk, mikroszkdpia és az
egyes kiserleti protokollok részletesebb leirasat, amely részletekre a jeldlt késébb, az

eredmények leirasakor valtozé mélysegben kitér.

Az eredmények fejezetben az egyes kutatdsi projektek bemutatdsa zommel koveti a jelolt
palyafutasat a posztdoktori munkéktdl kezdve sajat kutatdcsoportjanak eredményeivel
bezardlag. Az egyes kozleményekben megjelent kisérletek leirdsa végig jol kovethetd, a
kozolt eredmények szdmos értékes megfigyelésrdl és jol megtervezett kisérletrl adnak
szamot. Erezheté, hogy a korabban késziilt munkak eredményei nem épiilnek egymésra
szorosan, ezért ezek héattere és tartalma is szertedgaz6. Ugyanakkor figyelemremélto, hogy a
jelolt sajat kutatocsoportjanak felépitését kdvetden egyre jobban megtalalta a ,,sajat hangjat”
és azt a kutatdsi iranyvonalat, amely egyre koherensebb vizsgalatok Kivitelezését tette
lehetévé. A kozolt eredmények hatterében a jol beallitott modszertan és a kutatdsi témak
atfogd ismerete is érezhetd. Emellett a jelolt jol lathatéan figyelt a részletekre az egyes
projektek soran és szamos kontroll vizsgélatot elvégzett, amelyek bar iddigényesek, nagyban
tdmogatjak az egyes kisérleti mérések hitelességét. Ilyen példaul, hogy az elvégzett
elektrofiziologiai mérések mellett ChAT-tdTomato egerekben ChAT immunhisztokémiaval is

megvizsgaltak, hogy a riporter fehérjek kifejezd sejtek valoban kolinerg neuronok-e.

Mechanisztikus szempontb6l az egyik legérdekesebb vizsgalatsorozat az optogenetikus
asztrocita aktivacié neuromodulaciés hatasainak vizsgalata, amely tobb jol kontrollalt
kisérletet is felvonultat. Itt esetleg érdemes lett volna a korrelativ méréseken tul tovabbi
vizsgalatokat végezni a pontos cellularis mechanizmusok azonositaséara, példaul a slow
inward current (SIC) vagy a CB1l-mediélta hatasok esetén, a kiilonb6z6 neurokémiai
fenotipust mutaté idegsejtek azonositasa mellett. Ertékesnek tartom a human neocorticalis
szeleteken végzett kisérleteket is, amelyek kozul a kemogenetikus asztrocita modulécio
hatasait vizsgalé méréseknek - beleértve a SIC életkorral sszefiiggd valtozasainak vizsgalatat
- szamottevd transzlacios jelent6sége is lehet. Nagyon izgalmas lenne hasonlo vizsgalatokat

egér modellen in vivo is lefolytatni.

Az eredmények megyvitatasa fejezet érthetd, kovethetd. Kissé itt is érzddik az eléggé eltérd

projektek kollektiv megvitatdsanak nehézsége, amit a jeldlt az egyes projektek fejezetekre
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tagolasaval megfeleléen orvosol. Az elvegzett mérések kontextusba helyezése, mas
kutatocsoportok altal végzett mérések eredményeivel torténd Osszehasonlitiasa, és az
eredmények potencialis jelentdsége, felhasznalhatosaga kelld részletességgel lett targyalva.
Ebben a fejezetben is érezhetd, hogy az asztrocitak altal kdzvetitett neuromodulédcids hatasok
értelmezése a leginkabb koherens, eléremutatdo, amely teriletet a jel6lt szamos érdemi
eredménnyel gazdagitotta. Ezt erésiti, hogy a dolgozat végen kozolt tavlati célok lathatdéan az
asztrocitdk élettani szerepének megértésére épitenek és az ex vivo szeletfiziologiai

vizsgélatok mellett megjelennek az in vivo kisérletek tervei is.

Osszefoglalva megéllapithatd, hogy a dolgozat igényes leirast ad a jelolt altal nagy
figyelemmel végzett, sok éves kutatomunka fObb allomasair6l, eredményeir6l, és ez a
kutatdbmunka mind hazai, mind nemzetkdzi 0sszehasonlitdsban értékes. A jeldlt izgalmas
megfigyelésekkel gazdagitotta a glidlis neuromodulédcié tudomanyteriletét, amely terulet
torténetileg alulreprezentalt, és a kozelmultban kialakult intenziv érdeklédés ellenére is
lemaradasban van. Pal Baldzs munkaja varhatoan tovabbi eredményekkel gazdagitja majd ezt
a tudomanyteriiletet. Részére sikeres védés esetén az MTA Doktora cim megitélését

tamogatom.

Az értekezésben leirt legfontosabb tudomanyos eredmények dsszefoglalésa:

1. Megéllapitotta, hogy a kalciumaktivalt kloridcsatornak nélkiilozhetéek a szagloham

neuronok aktivaciojaban.

2. A muszkarinos kolinerg neuromoduléacio 0sszetett hatasai kozil a posztszinaptikus
hatasok egy részéért az Un. M-aram a felel6s, amely moduldlja a sejtek tiizelési
sajatsagait és a szomszédos neuronok szinkronizacidjat. Kisérleteiben igazolta az M
aram szerepet a nucleus pedunculopontinus (PPN) kolinerg neuronjaiban, a hallépalya
mitkodésében és a raphe medialis es dorsalis szerotonerg neuronjainak alcsoportjaiban

is.

3. Feltarta a KCNQ4 alegyseg régidspecifikus hatasait az agytorzsben, amelyek részt

vesznek a cirkadian ritmus szabalyozasaban és a startle reflexben.
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4.

Megallapitotta az asztrocitak szerepét a PPN-en érvényesiild neuromodulacios hatasok
kialakulasaban, ahol ez a glia populacid koézremiikodik tonusos excitabilitas-

valtozasok es fazisos aktivacio folyamataiban.

Feltarta a fazisos asztrocita-fiiggd aktivacid szerepét a szinaptikus plaszticitasban és

ennek életkorral kapcsolatos valtozasait.

Kérdések:

1.

A jeldlt a bevezetésben emliti, hogy a Gqg kapcsolt muszkarinos acetilkolin receptorok
aktivécidja mellett mas G protein kapcsolt receptorok (mint a P2Y purinerg, a GPR55
kannabinoid, az 5SHTC2 szerotoninerg, az 1-es tipusu angiotenzin vagy a 2-es tipusu
bradikinin receptorok) is kepesek az M-aramot gatolni. Az agyi parenchymaban a P2Y12
¢s P2Y 13 receptorok kifejezetten a mikroglia sejteken fejez6dnek ki. Elképzelhetd, hogy a
mikroglia, amely modulalja a neuronalis excitabilitast szerepet jatszhat az M-aram
szabalyozésaban is? Amennyiben ezt kordbban nem vizsgaltdk agyszeleteken vagy in

vivo, érdemes lenne ilyen témaju kisérleteket végezni.

A bevezetésben sz0 esik az aszrocitak altal szabalyozott fazisos és tonusos aramokrol,
amelyek szamos agyteriileten megfigyelhetok. Az idézett irodalom jelentds része
ugyanakkor joval a modern kemogenetikus / optogenetikus maddszerek és kondicionalis
KO egér modellek elterjedése eldtti kutatadsokbodl szarmazik, mikozben még jelenleg is
komoly kihivast okoz az aszrocitak eélettani folyamatainak szelektiv farmakoldgiai
modulacitja. Erdekelne a jelélt véleménye, hogy a korabban alkalmazott modszerek kozill
melyek voltak alkalmasak asztrocita-specifikus hatasok igazolasara és mennyiben

modosult a korabbi szemlélet a fent emlitett (1j modszerek megjelenését kdvetden.

Az elvégzett kemogenetikai kisérletek soran az hM3D receptort clozapine N-oxid (CNO)
segitségével aktivaltak. Ismert, hogy a CNO spontan hidrolizise miatt beadasat clozapine
felszabadulas kiséri, amely a megfigyelések szerint zavarhatja mind az in vivo, mind az in
vitro kisérletek értelmezését. A jelolt a kolinerg rendszert kiemelten vizsgélta, mely

esetben ez a probléma mindenképpen komoly megfontolést igenyel. Tapasztaltak CNO
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hatést a kontroll mérések soran hM3D receptort nem kifejez6 sejtekben? Probaltak esetleg

mas, kevésbe bomlékony hM3D agonistakat a CNO mellett?

Az M-aramrol a jelolt leirja, hogy a kolinerg sejtek jellemzdje ¢s GABAerg neuronokban
nem fordul eld, mikozben a glutamaterg sejteknek csak kis szazalékaban figyelhetdé meg.
Az M-aram géatloszerének, az XE991-nek hatdsara a kolinerg neuronok tlizelési
frekvenciaja megndvekedett. Emellett, a magas kiiszobli membranpotencial-oszcillacio is
kolinerg neuronokban fordult eld, és glutamaterg sejtekben csak egy, acetilkolin
kotranszmitterrel rendelkez6é kis alpopuldcioban figyelték meg. Ezen Osszehasonlitdsok
hatterében alapvetéen a kiilonboz6 sejtpopulaciok eltérd ioncsatornai, morfoldgiai
jellemz6i és szamos sejtélettani kiilonbség is sejthetd. Vannak funkciondlis vizsgalatok
arra, hogy az M-aram kialakulasa és a magas kiiszobli membranpotencial-0szcillacio
mennyiben igényli az acetolkolin jelenlétét, vagy meghatarozé szerepét a kolinerg sejtek
fenotipusanak kialakitasaban? Vizsgaltak esetleg, hogy kolin acetiltranszferaz (ChAT) KO

egerekben hogyan valtozik meg a KCNQ alegységek eloszlasa és a csatorna miikodése?

Az asztrocita modulacids hatasok vizsgalata soran a jel6lt megallapitotta, hogy a PPN
neuronok membranpotencialjara gyakorolt kannabinoid hatas asztrocita aktivacio
kovetkezmenye. Itt ugyanakkor szamos vizsgalat korrelativ marad, mikdzben az
asztrocita-specifikus optogenetikai stimulacios kisérletekbdl nem vilagos, mi pontosan
a CB1 hatas helye. Tamogatdé megfigyelés, hogy a CB1 knockout egér asztrocitain a
kalcium hulldmok frekvenciandvekedése elmarad, de ebben a modellben nem kilonul el
az asztrocita CB1 hatds a neuronalis CB1 hatasoktdl. Lenne esetleg értelme egy GFAP-
ChR2 / CB1 KO egérvonal, vagy egy asztrocita-specifikus (kondicionalis) CB1 KO egér

Iétrehozasanak tovabbi funkcionalis vizsgalatok elvégzése érdekében?

A jelolt felveti, hogy a human szeletpreparatumokon végzett mérések soran a slow inward
current (SIC) kisebb amplitidéjahoz hozzajarulhattak a minta szallitasi kortlményei, mert
a hasonldan szallitott egér mintak esetében kozel szignifikans amplitidé csokkenés volt
lathatd. Van informécio6 arra, hogy milyen 1d6fiiggd valtozasokat mutatnak az asztrocitak
(morfoldgia, membranpotencial, réskapcsolatok miikodése, stb) a szeletpreparatumokban
az 1d6 el6rehaladtaval és milyen postmortem és inkubacios idén belil tekinthetd
megfelelonek az asztrocitidk allapota a mérések kivitelezésehez? Ezen felll a mikroglia
sejtekrél ismert, hogy érzékenyen reagalnak a szeletpreparacio okozta szoveti sérilésre és

mar rovid idén beliill nagymértékii fenotipus valtozdson mennek at. Szerepet jatszhat az
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asztrocita-mikroglia interakciok révén a mikroglialis transzformécié az asztrocita hatdsok

1d6fliggd valtozasaiban a szeletek inkubacidja soran?

Dr. Dénes Adam Budapest, 2024.06.24



