Dr. Hajdu Péter Béla ,,/mmunsejtek ioncsatorndinak vizsgdlata: funkcio, szabdlyozds,
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értekezésének biralata

Dr. Hajdu Péter Béla MTA doktori értekezésében immunsejtek sejtmembranjaban
kifejez6dd ioncsatorndk funkciondlis szerepének vizsgélatat targyalja fiziologias és patoldgias
koériilmények kozott, kiemelt hangsulyt fektetve a Kv1.3 csatorna sajatossagaira. Az értekezés
alapjaul szolgalo, 2007 ota megjelent publikéaciok széles idotavra kiterjedd, tobb, egymassal
tematikusan &sszefliggd kutatasi irdnyt tartalmaznak, amelyek koherens koncepcid mentén
keriilnek bemutatasra. Az értekezés felépitése logikus, de a szigorian hagyomanyos
szerkezettdl eltéréen az eredmények bemutatdsa és megbeszélése kozos fejezetben keriil
ismertetésre. Ezt egy rovid Osszefoglalo fejezet koveti, kiilon az értekezésben targyalt
eredmények Osszeségére iranyulod, atfogd diszkusszio nélkiil, amely hianyérzetet kelt az
olvasdban.

Az értekezés fobb kutatasi irdnyai 4 {0 alegységben foglalhatok Gssze: 1) a sejtmembran
szterol tartalmanak hatdsa immunsejtek aktivacidjara és a Kv1.3 csatornara; 2) az
immunolégiai  szinapszisban 1évé immunsejtek ioncsatorndinak (Kv1.3, CRAC)
sajatossagaiban bekovetkezd valtozasok; 3) memoria T-sejtekben Kv1.3 csatornak
nanovezikulumokkal valé gatlasanak kdvetkezményei; 4) a Navl.7 csatorna expresszidjanak
és funkcidjanak szerepe monocita eredetii éretlen dendritikus sejtekben.

Az értekezés kiemelendd erdssége a benne ismertetett modszerek sokrétlisége,
amelyekben a klasszikus elektrofiziologiai méréseket sikeresen kapcsolja 6ssze sejtbiologiai,
molekularis bioldgiai, konfokalis mikroszkdpos, dramlasi citometrias és funkcionalis (Ca®'-
jelatvitel, migracio, aktivacid) vizsgalatokkal. Kiilon hangsilyozandd az -elvégzett
kutatébmunka transzlacioés orvostudomanyi relevanciaja: a hiperkoleszterinémias és Smith—
Lemli-Opitz szindrémaban szenvedd betegekkel végzett vizsgalatok a membranszterol-
Osszetétel €s a T-sejt ioncsatorna-miikddés kapesolatét klinikai mintdkhoz kapesoljdk. A Kv1.3
célzott, memoria T-sejt specifikus géncsendesitésére kidolgozott nanovezikulas megkozelités
pedig kifejezetten terapias irAnyba mutatd, innovativ fejlesztés, amely funkcionalis
kovetkezményeket is igazol (Ca*"-valasz, NFAT transzlokéaci6, CD40L-expresszio, effektor
funkcidk/fenotipus).

A disszertacio dsszesen 16 eredeti kdzleményre épiil, amely koziil a jeldlt 10 esetben

els6 vagy utolso szerzé. A kozlemények 14 év kutatomunkajat fedik le (2007-2021), Gsszesitett



impakt faktoruk 65,092. A kézlemények kozott szerepelnek magasan jegyzett nemzetkozileg
elismert folyoiratban megjelent munkak, mint példaul Biomaterials (IF: 8,312), Journal of
Autoimmunity (IF: 7,641), illetve az Amerikai Immunologus Tarsasag altal gondozott The
Journal of Immunology (IF: 5,646-5,788). Fontos megjegyezni azt is, hogy az értekezésben
felhasznalt kozleményeken kiviil tovabbi 20 tudomanyos cikkben (Osszesitett IF: 86,412), 1
konyvfejezetben és 1 szerkesztoi Osszefoglaloban szerepel szerzoként a jelolt, amelyek a PhD
disszertaciot kovetden jelentek meg. Osszesitett impakt faktora: 165,367, fiiggetlen
hivatkozasainak szama: 706, Hirsch indexe 19.

Az értekezés 184 szamozott oldalbol all, 82 abrat és 292 irodalmi hivatkozast tartalmaz.
Az értekezés elejére beillesztett roviditésjegyzék nagyban segiti a sziveg megértését,
megjegyzendd azonban, hogy a roviditések hasznalata a szovegben gyakran nem kovetkezetes:
tobbszor eldfordul, hogy mér bevezetett rovidités helyett teljes kiirdsra keriilnek tartalmak, mig
mas esetekben elsé kiirds helyett rogtén a rovidités keriil bevezetésre (pl. DC 11. o., de
dendritikus sejt 12., 18. 0.; PM 14. 0., de plazmamembran 13., 15. 0., stb.). Egyes hivatkozasok
pontatlanul keriiltek beillesztésre, példaul a 22. oldalon Cahalan és mtsai. a 128. helyett
helyesen a 129. hivatkozas; 32. oldalon Chandy és mtsai. 13. helyett helyesen az 5. hivatkozas;
38. oldalon hib4s a 18. hivatkozas. Osszeségében, a dolgozat kiilalakjat, szerkezetét és tartalmat
tekintve is igényes munka. Az értekezés gondosan megirt, de gépelési/szerkesztési hibak
eléfordulnak benne, példaul: 28. és 77. o.. ,mellet”, 41. o.. ,prokollja”, 44. o.:
»egyexponencialis”, 61. o. ,normalt”, 77. o.. LAz fesziltségfliggd, 83. o.

»plazmamembanbeli”, 84. o. ,,imulzusok”, 107. o. ,,contactin”.

Az értekezésben leirt eredmények alapjan a kovetkez6 megéllapitdsokat fogadom el 0j,
eredeti megallapitasoknak:

1) Hiperkoleszterinémias betegekbdl szarmazd T-sejtek esetén a Kvl.3 ioncsatorna
miikddése csak egy esetben, extrém magas szérumkoleszterin esetén valtozott meg, mig a tébbi
esetben a magas koleszterinszintnek nem volt bioldgiailag jelentds hatdsa a csatornara.

2) Smith-Lemli-Opitz szindromas betegekben a Kvl1.3 ioncsatorna miikodése
megvaltozott (aktivacids kinetika lassult, az egyensulyi aktivacio jobbra tolodott). A csatorna
kapuzasanak megvaltozasaért a 7DHC sejtmembranbeli felhalmozddasa felelds. A betegekbdl
izolalt T-sejtek Ca**-fiiggd aktivacidja és proliferacioja elmarad a kontroll sejtekhez képest,

amelyet részben a Kv1.3 csatorna funkci¢janak modosuldsa magyaraz.



3) A koleszterin és a 7DHC hasonld mechanizmusok altal szabalyozza a Kvl1.3
csatornak mukodését a CARCI és CARC2 szterol-kotohelyen keresztiil, azonban a Kv1.3
kapuzas megvaltozasa 7DHC toltésre érzékenyebb.

4) A Kvl.3 csatorna immunolégiai szinapszisba torténd berendezddése egér T-
sejtekben a csatorna miikddését megvaltoztatja. Jellemz6 a lassabb aktivacios kinetika és az
egyensulyi aktivacié depolarizald fesziltségek felé tolodasa, valamint a gyorsabb inaktivicios
kinetika €s kisebb aramsiiriiség a csatorna defoszforilacioja révén.

5) A Kvl.3 csatorna immunologiai szinapszisba torténd berendezodését a C-
terminalishoz k6t6d6 PSD-95 adapter fehérjével torténd kolcsdnhatas iranyitja.

6) A Kvl.3 csatorna C-terminalisanak SH3-k6té doménjéhez kapcsolddd cortactin a
csatornat kihorgonyozza az aktin filament rendszerhez az F-aktin polimerizacié soran. T-
sejtekben a cortactin ortolog HS1 az immunoldgiai szinapszisban felhalmozddd csatornak
karboxil végéhez kotddve immobilizalja a Kv1.3-at.

7) A CRAC csatorna Orail alegységének felhalmozodasa az immunologiai szinapszis
kialakulasat kovetdé 15 percnél éri el maximuméat, majd azutdn csdkken. Az Orail N-
terminalisanak delécidja, valamint a hozzd ko6t6d6 SAP97 és STIMI expressziojanak
csokkentése géatolta az Orail csokkenését. Az Orail elnyqjtott szinapszisbeli tartézkodasa T-
sejtekben tartos Ca®* jel oszcillaciot idézett eld.

8) A Kv1.3 C-terminalisan elhelyezkedé HRETE szekvencia nem jatszik jelentds
szerepet a csatorna sejtmembranba torténd kijutasaban.

9) Kidolgozasra keriilt egy olyan eljaras, amellyel a memoria T-sejtek szelektiven
megcélozhatok funkcionalizalt liposzémakkal, majd az endocitézist kovetden a
nanovezikulakba csomagolt Kv1.3 siRNS csokkenti a csatorna expresszidjat és a CRAC-on
keresztiili Ca®" bedramlast, tovabba a sejtek Ca®'-fliggd aktivdciojat (NFAT transzlokacio,
CD40L expresszio), effektoros funkcioit és a memoria sejtek aranyat.

10) A Navl.7 csatorna a CDla" éretlen dendritikus sejtek membranpotencialjat egy
magasabb értéken tartja. A csatorna funkcidévesztése gatolta a MIP-1a indukalta migraciot,

csokkentette az MMP12 expresszidt, tovabba serkentette tébb citokin (TNF-a, IL-10)

frer

Az értekezésben leirtakkal kapcsolatos kérdéseim a kovetkezok:
1) A dendritikus sejtek aktivalasaval kapcsolatban fontos lett volna indokolni a 36.
oldalon részletezett gyulladasos koktél dsszetételének meghatarozasat. Mi indokolta kétféle

citokin, egy stimulalé faktor és prosztaglandin egyiittes hasznalatat? Mi alapjan lettek



megallapitva a felhsznalt koncentraciok? Az egyes anyagok kiilon-kiilon hozzdadva nem vagy
mas hatdssal birtak volna? Utobbi megkdzelités eldsegithetné kiilonbozé jelatviteli ttvonalak
azonositasat.

Egy masik ide tartozé kérdés, hogy az alkalmazott (magasnak tiind) 10 pM
koncentraciéban mennyire varhatd, hogy a tetrodotoxin a Nav1.7 csatornan kiviil mas natrium
vagy egyeb ioncsatornakra is hat? A Navl.7 csatornaktdl fiiggetlen, nem specifikus hatas
mennyire befolyasolhatja a szerrel kapott eredmények interpretalasat?

2) A hiperkoleszterinémids és Smith-Lemli-Opitz szindrémaban szenvedd betegekkel
végzett vizsgalatok kontroll csoportjai esetén célszeri lett volna megemliteni, hogy
demografiai szempontbdl (pl. kor, nem, testtdmeg) egyeztek-e a vizsgalt csoporttal? Hogyan
alakultak ezek a paraméterek az egyes csoportokban a SLOS betegek életkoran kiviil (ami
ismertetésre keriil a szévegben)?

3) Célszerli lett volna alatdmasztani, hogy miért aktin szerepelt kontrollként Western
blot soran és miért 38B4 a PCR méréseknél. Miért éppen ezek és miért nem ugyanaz a kontroll
a két mddszernél? A sovany tejpor kivalasztisa a Western blot kisérletekhez szintén
¢rdekesnek tlinik: mennyire standardizdlhaté a Déczy ABC altal forgalmazott termék
Osszetétele?

4) A 4.1.1 fejezetben ismertetett eredmények kapcsan felmeriil a kérdés, hogy hogyan
alakult a vizsgalatba bevont 15 beteg aranya (38. 0.) a HC I. és II. csoportokban? A limfocitak
koleszterin tartalmanak meghatirozasa miért csak n = 3 esetben tortént a HC II. és kontroll
csoportokban, €s miért nincs adat a HC . csoport sejtjeirdl (57-58. 0.)? Az elemszémokat
illetéen a kérdés a SLOS betegekre is vonatkozik, akiknél a modszertani részbenn = 8 a beteg
és kontroll csoport egyarant, mig a 2. tablazat (65. o.) csak 7 beteg és 5 kontroll adatot
tartalmaz.

Milyen (kér)élettani jelentdsége lehet a HC I1. csoport estén talalt szignifikdnsan
cstkkent aktivacids iddallandénak (59.0. és 15. dbra)? Az idéallandd névekedésének negativ
¢lettani hatasait, ami koleszterin deplécioban bekdvetkezik (1d. 66. 0.) konnyebb megérteni, de
az id6allandé csokkenése fokozottabb kinetikdra utalhat?

Szembetiind a kiilonbség az 1. és 3. tablazatban bemutatott kontroll csoportok elsé 5
paraméterében. Ennek mi lehet az oka? Az alanyok kiilonbszé életkoran kiviil més is 4llhat a
hattérben?

A hiperkoleszterinémids betegekb6l izolalt sejteknél taldlt csokkent T-sejt

proliferdcionak ismert dokumentalt klinikai kovetkezménye, példaul a betegek elmaradé T-



sejtes immunvalasza bizonyos kérképekben? Illetve felmeriil a kérdés, hogy mas immunsejtek
esetében is ismert hasonld hatas?

Erdekes megfigyelés, hogy az osztddasi index til magas (HC 1. és IL, 1d. 17. abra) és
tul alacsony koleszterinszintek (SLOS, 1d. 22C &bra) esetén is egyarant alacsonyabb a
kontrollnal. Ez akar azt is sugallhatja, hogy valdjaban nem a koleszterinszint megvaltozasa
felelds az eltérésért. Milyen mechanizmus allhat ennek hatterében?

5) A 75. oldalon olvashatd, hogy a Kv1.3 mikddésének megvaltozasa a 7DHC és
8DHC felhalmozddasanak kévetkezménye is lehet, azonban ezek kézil csak a 7DHC t61tés
hatasat vizsgaltak. Vannak adatok a 8DHC tdltés hatasara kialakulo valtozasokrol? A jeldlt
kutatasai soran torténtek ilyen vizsgalatok?

6) Az anandamiddal és ruténium vorossel végzett kisérletek (4.2.1.4 fejezet) kapcsan
azt is meg kell emliteni, hogy ezek az anyagok a vizsgalt csatornakon kiviil mas receptorokra
is hatassal birnak. Igy példaul az anandamid 6l ismert endogén agonista ligandja kannabinoid
és vanilloid receptoroknak, amelyek szintén hatassal lehetnek kation (pl. Ca®*, K*) dramokra.
Hasonl6 a helyzet a ruténium vorossel is, amely szdmos kiilonbdz6 ioncsatorna (pl. rianodin,
TRP csalad tagjai) funkcidjat képes gatolni. Ezek mennyiben befolyasolhattak a megfigyelt
eredményeket?

Mi indokolta az anandamid (3 és 30 puM) és ruténium vorés (10 puM) eltérd
koncentracidinak hasznélatat (86. 0.)? Az anandamid esetén milyen eredményeket kaptak 30
uM koncentracio esetén (ez sem a szévegben, sem abran nem keriilt bemutatésra)?

7) A reprezentativ konfokalis képek (pl. 40., 41., 50-52, 54. abrak) esetén célszer(i lett
volna a szovegben megemliteni, hogy a tobb vizsgalt idépont koziil, melyiknél késziiltek a
bemutatott felvételek.

8) Mi lehet az 6sszefiiggés az immunoldgiai szinapszisban megfigyelt cs6kkent Orail
funkcio (Ca®* valasz, 51D 4bra), ugyanakkor fokozott Orail felhalmozodas (52C 4bra) kézott
a STIM1-KD sejtekben? Feltételezhet, hogy valamelyik kompenziciés mechanizmus? Ez
esetben melyik lehet a primér elvaltozas?

9) A 65. abran lathaté eredmények ismertetése sordn a szévegb6l kimarad annak
magyarazata, hogy az aktivicids kinetika a WT-polyA esetén nem noétt (csak a masik 2
konstrukciénal) (65A ébra), mig az egyensulyi félaktivacids fesziiltség a WT-Atail esetén
csokkent (mig a masik 2 konstrukciénal nem) (65F abra). Mi lehet az oka, hogy ezekben az
esetekben a konstrukciok ilyen kiilonbdzoen viselkedtek?

10) Mi lehet az oka a 79A abran megfigyelheté nagyfoki Navl.7 mRNS szint
névekedésnek EGTA hataséra a thapsigarinnal kezelt csoportban?



11) A 82. dbra C és D részében abrazolt kontroll csoportok MMP12 mRNS szintjei
kozott kb. 6tszoros killonbség figyelheté meg. Ennek mi allhat a hatterében? A Nav1.7 csatorna
gén csendesitése utdn (siRNA) nem keriilt sor a 82E-F abran bemutatottakhoz hasonléan
citokinek koncentracidjanak mérésére? A jeldlt véleménye szerint milyen eredmények lettek

volna varhatok ilyen kisérletekben?

Osszességében, az értekezés értékes tudoményos alkotés, a benne foglaltak nagyban

bévitik ismereteinket az ioncsatorndk, elsésorban a Kv1.3 immunsejtekben betdltétt

1

feltételeit teljesitette. Az értekezés vitara bocsatasat, valamint — sikeres védést kivetden — az

MTA doktori cim odaitélését tamogatom.

Pécs, 2026. februar 25.
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