Opponensi vélemény
Hajd( Péter doktori értekezésérdl

Hajdu Péter doktori értekezése az immunsejtek ioncsatorndinak mikédésével és szabalyozasaval,
elsésorban a T-limfocitdk aktivacidjaban kulcsszerepet jatszd kéliumcsatorndkkal foglalkozik. A
disszertacio a jelolt elmult 20 évben végzett kutatdmunkéjanak legfontosabb eredményeit foglalja dssze,
és hozzdjarul fontos kérdések megvélaszolasdhoz az immunsejtek ioncsatorna-fliggd szabalyozasanak
teriiletén.

A vizsgalt téma alapkutatési vonatkozasai is jelentdsek, ezen tdlmenden potencidlisan klinikai alkalmazas
perspektivéjat is nyljtja. Az adaptiv immunvalasz sejtes mechanizmusainak megértésében az utébbi két
¢vtizedben egyre nagyobb figyelem iranyult a kiilnb6zé immunsejtek aktivacioja soran bekdvetkezd
elektrofizioldgiai torténésekre. A T sejtek vonatkozasdban a Kv1.3 az egyike -taldn a legfontosabbika-
azoknak a kalium csatorndknak, amelyek a sejt aktivacidja soran -toltéskompenzaci6t biztositva- fontos
szerepet jatszanak a membranpotencial szabalyozasaban és ezéltal a fenntartott Ca? -jel kialakulasaban. A
Jelolt értekezése elsdsorban e csatorna miikddésének molekularis és sejtszintli mechanizmusait vizsgalja
tobb, egymadssal szorosan dsszefiiggd kisérleti megkozelités segitségével.

Az értekezés szerkezete vilagos, logikus felépitésii. A bevezetd fejezet attekintést ad az immunsejtek
ioncsatorndirdl rendelkezésre 4116 ismereteinkrél, valamint a T-sejt aktivéacié sordn kialakulé ioncsatorna-
fiiggd jelatviteli folyamatokrol. A jelslt megfelelSen helyezi el sajat kutatasait a nemzetkozi szakirodalom
kontextusaban, és jol indokolja a valasztott kutatdsi kérdések jelentdségét.

A jelolt kozponti kérdése annak vizsgélata, hogy a T-limfocitak aktivaciéjdban milyen molekularis és
strukturdlis mechanizmusokon keresztiil, tovabba milyen egyéb membran komponensekkel vald
interakciok Utjan vesz részt a Kv1.3 kaliumcsatorna. A vizsgélatok azt is céloztdk, hogy ezen
mechanizmusok miként médosulnak kiilonbdz6é patologids koriilmények kozodtt. A kutatds kiemelt
figyelmet fordit az immunoldgiai szinapszis kialakuldsaban szerepet jatsz6 fehérjekomplexek
szervez6désére és dinamikdjara.

A vizsgalatok sordn alkalmazott modszertani megkézelités kifejezetten széles és korszerd. A jelolt
munkéjdban elektrofizioldgiai mérések, molekularis bioldgiai és biokémiai mddszerek, korszeri
képalkoto eljarasok, farmakologiai megkdzelitések, valamint dramlési citometrids vizsgalatok egyarant
szerepelnek. A kisérletek tervezése gondos, a bemutatott adatok meggy6z6ek és jol dokumentéltak.

A dolgozat egyik fontos eredménye annak bemutatsa, hogy kiilonbdz6 eredetli koleszterin-anyagcsere
eltérések esetén a T-limfocitdk miikddésének egyik kulcsfontossigu szabélyozé eleme, a Kvl1.3
kaliumcsatorna funkcidja jelentdsen moddosul. A jelolt kisérletei arra utalnak, hogy a membran
lipidosszetételének (koleszterin, 7- dehidrokoleszterin) valtozasa kozvetleniil befolyasolhatja a csatorna
miikodését, ami a T-sejt aktivaci6 hatékonysagéara is kihat.

Az értekezés jelentds része az immunoldgiai szinapszis kialakuldsanak mechanizmusait tirgyalja. A
szerzd részletesen vizsgalta, hogy a T-sejt aktivacié soran miként szervezOdnek térben és idében a
kiilonboz6 ioncsatorndk és a jelatviteli fehérjék. Kimutatta, hogy a Kv1.3 csatorna, valamint a Ca**-jel
kialakulasaban meghatirozé STIM és ORAI1 fehérjék koordinalt egyiittmiikddése alapvetd feltétele a
hatékony immunoldgiai szinapszis kialakulasanak.

A Kv1.3 csatorna és kiilonbozé scaffold/allvany fehérjék k6zotti kolesonhatasok vizsgélata a dolgozat
egyik kiilondsen érdekes része. A jellt kimutatta, hogy a csatorna tobb adapterfehérjével — tébbek kozott



SAP-97, PSD95 és cortactin fehérjékkel — Iép kdlesdnhatasba, és feltarta az ezen interakciokban szerepet
jatszd fehérjedoméneket is.

A T-sejt aktivacioban kulcsfontossagii a sejtben Iétrejové Ca?*-szignal nagysaga és id6tartama. A dolgozat
részletesen elemzi e szigndl kivaltéjanak, az ORAIl csatorna immunolégiai szinapszisba torténd
toborzasanak és elvandorlasinak dinamikajat, valamint az ehhez sziikséges fehérje-fehérje
kolcsénhatasokat. A bemutatott eredmények szerint az ORAIl lokalizacidjat és stabilitasat a
szinapszisban t6bb fehérjével — kisztiik a STIM-mel és a SAP97-tel val6 interakci6 szabéalyozza.

A szerzd munkajanak tovabbi jelentds eredménye a Kv1.3 csatorna mitkddésének egy fontos strukturalis
kérdésének tisztazasa. A kisérletek szellemes, molekuléris biologiai és elektofiziologiai kisérletsorozattal
tisztaztak, hogy a csatorna C-terminalisanak intracellularis régidjanak trunkélasa/csonkolasa, amennyiben
a HRET motivumot is eltavolitja megsziinteti a csatorna kapuzasat. Viszont a motivum aminosav
osszetétele nem meghatarozd, a funkcié egyéb (kiilonbszd) aminosavakkal valé helyettesitéssel is
helyreallithato.

A bemutatott kisérletek és eredmények transzlacios, potencialisan terapias alkalmazdsok irdnyéba iranyba
mutatd része kiilondsen izgalmas. Olyan liposzomakat hoztak 1étre, melyek felszine a Tem és Tewm sejtekre
specifikus ellenanyag (CD45RO) voltak jeldlve intravezikuldrisan pedig Kv1.3 siRNS-t tartalmaztak. E
preparatummal sikeresen céloztdk meg a kérdéses T sejt populdciot ezzel gétolva az aktivacidjaban
alapveté fontossdgli Ca®" szigndl kialakuldsat. Az ellenanyaggal irdnyitott liposzéma preparatum
alkalmazasa igéretes alternativ megkozelitést jelenthet fokozott T sejt aktivalassal jaré kérképek esetében,
a hagyomanyos farmakoldgias megkozelités mellékhatdsai nélkiil.

A dolgozat két tovabbi, a az eddig bemutatottakhoz lazabban kapcsolédé témakort is targyal. Az egyik a
TASK tipusu kaliumcsatorndk szerepének vizsgélata a T-sejtek miikodésében, amire -és erre a jelolt is
utal- egy publikéaci6 opponensének kérdésére adott vélasz miatt keriilt sor. A jelolt eredményei kiilonbzd
egymast megerdsitd kisérleti megkozelitésekkel meggydzéen cafoljak e csatorndk korabban felmeriilt
jelentdségét a T sejt szabalyozasiban. A masik a NaV1.7 néatriumcsatorna szerepének vizsgalata a
dendritikus sejtek érésében és miikddésében. Ez ij szempontokat vet fel az immunsejtek ioncsatorna-
fliggd szabalyozdsanak kérdésében, azonban a disszertaco térzsanyagéahoz csak lazan kapcsolédik.

Hajdu Péter tudoményos eredményeinek tdbbsége rangos nemzetkézi folydiratban megjelent
kozleményekben keriiltek publikdldsra. A jelolt a kézlemények egy részében elsé vagy utolsé/levelezd
szerz6, ami meghatarozé szerepét jelzi a munkakban. A publikacios tevékenység és a 744 fliggetlen
idézettség alapjan a jel6lt munkai nemzetkdzi szakmai érdeklddésére is szamot tartanak. A rendelkezésre
all6 tovabbi tudomanymetriai adatok (Osszesitett IF:91, H index 19) ezt az értékelést egyértelmiien
alatdmasztjak.

A méltatds utdn volna néhdny megjegyzésem, illetve érdeklddé kérdésem a jelolthoz:

1. A bevezetés 1.3 fejezetében a Nav1.7 bemutatdsat (szerkezet, expresszié neuronokban, szerepe a
fajdalomérzésben) nem igazan tartottam indokoltnak (bar a negativabb aktivacids kiiszob a jelen
kisérletek szempontjabol is érdekes lehet).



Kérdésem, hogy a NaV1.7-hez -10 mV tartoményban térsithaté-e u.n. ,,window current” esetleg
ki lehetett-e ezt mutatni? Ha nem, akkor mivel magyardzhaté a stabil -10 mV-os
membranpotencilhoz valé hozzjarulas (ami egyébként a kisérleti eredményekbdl egyértelmiien
kovetkezik)?

A 4.1.2 fejezetben az SLO szindromas betegekben bekdvetkezd koleszterin anyagesere eltérés

hatast vizsgaljak a T sejt funkciora. A 4.1.2.1 fejezet végén a sejtek 7Dehidrokoleszterin (DHC)

és koleszterin koncentraciéjarél ir, a hivatkozott (2.) tablazatban 0.5-1 mmol/ I értékek szerepelnek.
Ez hogyan vethet6 &ssze a késébbi modell vizsgélatban sejteken létrehozott (26-195 pg/mg protein)
értékkel, amit metilciklodextrin/7DHC tltés eredményeképpen kaptak? Mennyi lehetett a betegek

sejtjeinek 7DHC tartalma?

Meggydzb kisérletekkel mutatta ki, hogy a csatorna IC C-terminalisan 2 szterol kotéhely vesz részt
a koleszterinnel, ill. 7DHC-vel torténd szabalyozasban. Elképzelhetének tartja-e, hogy esetleg a
két vegyiilet eltérd hidrofobicitisa miatt a csatorna citoplazmatikus C-termindlisdhoz valo
eljutasban van kiilonbség?

. Az immunolégiai szinapszis szervezddése szempontjabol érdekes megfigyelés, hogy az Orail N-
terminalisa nem sziikséges a szinapszisba valé toborzashoz, viszont sziikséges a szinapszis
elhagyaséhoz. Az N-termindlis hidnya igy fenntartott Ca** szignalt, patolégids jelatvitelt
eredményezhet. Ismert-¢ esetleg olyan genetikai elvaltozas, aminek a hétterében az Orail N-
terminalis delécidja allna?

A Kvl1.3 expresszidjat csokkentd siRNS-alapi megkozelités milyen immunologiai betegségek
esetében tiinhet a legigéretesebb terapias stratégianak, és mik a jelenlegi terapiak kontraindikaci6i?

E kérdésektd] fiiggetleniil, sszességében megallapithatd, hogy Hajda Péter értekezése jelentds )
tudomanyos eredményeket tartalmaz az immunsejtek ioncsatorna-fliggd szabalyozasanak
teriiletén. A bemutatott eredmények nemcsak a T-sejt aktivacié molekularis mechanizmusainak
megértéséhez jarulnak hozz4, hanem tobb ponton U kutatasi irdnyokat is kijelélnek. Mindezek
alapjan a jelolt doktori értekezése megfelel az MTA doktori fokozat megszerzéséhez sziikséges
tudomanyos kovetelményeknek, és a dolgozat nyilvanos vitara bocsatasat javaslom, €s sikeres
védés esetén a fokozat megitélését messzemenokig tamogatom.
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