Valasz Enyedi Péter opponensi véleményére

Tisztelt Prof. Enyedi Péter!

Kdszéném szépen, hogy elvallalta és elkészitette MTA doktori értekezésem biralatat.
Kiilén koszéném a méltaté szavait, halas vagyok a kritikai megjegyzésekért. Akérdéseire
megfogalmazott valaszaimat az alédbbiakban részleteztem.

I. A bevezetés 1.3 fejezetében a Nav1.7 bemutatdsat (szerkezet, expresszio neuronokban, szerepe a
fajdalomérzésben) nem igazén tartottam indokoltnak (bar a negativabb aktivaci6s kiiszsb a jelen

kisérletek szempontjabol is érdekes lehet).

Kérdésem, hogy a NaV1.7-hez -10 mV tartoményban tarsithat6-e u.n. ,,window current” esetleg
ki lehetett-e ezt mutatni? Ha nem, akkor mivel magyarazhaté a stabil -10 mV-os
membranpotencidlhoz valé hozzajérulas (ami egyébként a kisérleti eredményekbdl egyértelmGen

kdvetkezik)?

Koszondm kérdését. Az irodalmat (bal oldali dbra, https://doi.org/10.1002/].1460-
2075.1995.th07091.x) és az adatainkat (jobb oldali dbra) atnézve az mondhatd el az
Nav1.7-rél, hogy a csatorna steady-state inaktivaciojanak meghatarozasakor
perzisztens dram detektalhaté pozitiv tesztfesziltségek esetén. Véleményem szerint ez
magyardzhatja a pozitivabb membranpotenciélt (MP), melyet a CD1a’ éretlen
dendritikus sejtekben tapasztaltunk. Megjegyezném, hogy példdul B sejteken is
hasonléan magas MP értékeket mutattak ki, ugyanis ezen sejtek is expresszalnak
szamos Nav csatornit, amelyek képesek perszisztens dramot létrehozni
(https://doi.org/10.3390/cells11071225).
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2. A 4.1.2 fejezetben az SLO szindromas betegekben bekovetkezd koleszterin anyagcsere cltérés
hatést vizsgaljak a T sejt funkciora. A 4.1.2.1 fejezet végén a sejtek 7Dehidrokoleszterin (DHC)
és koleszterin koncentraci6jardl ir, a hivatkozott (2.) tdblézatban 0.5-1 mmol/ 1 értékek szerepelnek.
Ez hogyan vethetd dssze a késébbi modell vizsgélatban sejteken 1étrehozott (26-195 pg/mg protein)
értékkel, amit metilciklodextrin/7DHC toltés eredményeképpen kaptak? Mennyi lehetett a betegek
sejtjeinek 7DIC tartalma?

Készondm kérdését. Kollaboracios partneriinkkel folytatott eszmecsere soran az alabbi
kovetkeztetésre jutottunk.

A két GC-MS mérés eredményeit 6sszehasonlitani nem lehetséges egy az egyben, hiszen
a betegek esetében a koleszterin/7DHC szintet a wvt-ék lizalasanak segitségével
hataroztuk meg. Esetiinkben ez azért volt célravezetd, mert a wt-ék nem rendelkeznek
intracelluldris membranrendszerekkel, igy gyakorlatilag a sejtmembranban tudtuk
meghatarozni a kalénféle szterolok mennyiségét/jelenlétét. Az in vitro
modellrendszeriink esetében (PBMC) viszont a teljes-sejt lizdtumba belekerilt az
intracelluldris membranok koleszterinje/7DHC-je, valamint az 0Osszfehérjére lett
normalva, emiatt a ,higitasi” faktor a két esetben eltéro.

Alaposabban uténajarva a két sejttipus fehérje- és koleszterol/7DHC-tartalmanak az
alabbiakat érdemes még figyelembe venni: a wt esetében egy sejt atlagosan 30 pg
fehérjét tartalmaz, mig egy limfocita 100-300 pg-ot, tovabba a koleszterin mennyiség
0,05 pg (0.1 fmoUsejt) wt membranban, mig limfocita membranban 0,25 pg (0.5
fmol/sejt), a teljes sejtben 0,5-1 pg (1,5 fmol). Emiatt nehézkes a két sejttipusban mért
értékeket 6sszevetni, hiszen a normalasi faktor és a koleszterin/7DHC tartalom is eltérd.
Valészinlileg emiatt a SLOS limfocitdk esetében magasabb lenne az abszolut
koleszterin/7DHC tartalom, mint a wt-éknél. igy az irodalomban/szakteriileten a
7DHC/koleszterin moldris ardnyt hasznéljdk: az SLOS-es betegek esetében
kisérleteinkben 0,1 és 6,5 kozé esik, mig a 195 pM-os toltés (legmagasabb toltési
koncentracié) esetén kb. 5, ami jelzi, hogy a modellrendszeriink megkozelitoleg
ugyanolyan aranyban tartalmaz 7DHC-t, mint egyes SLOS betegek esetében
(természetesen a limfocitak esetében magasabb az alapszint). Ennek a megkozelitésnek
a hasznalata (7DHC/koleszterol arany) kikiiszobol olyan problémakat, mint eltérd
protein tartalom, térfogati kiilonbség, membran higulasi miatti torzitas.

A biofizikai paraméterekben lathatéan maér a legalacsonyabb 7DHC/M[CD téltés (32.5
pM) soran megjelenik valtozds, méghozzé a betegb6l szarmazo sejtekkel azonos maodon,
azaz a 7DHC viszonylag kis mennyiségi jelenléte mar megvaltoztatja a Kv1.3 kapuzasat.
Ezen toltés esetén viszont a koleszterinszint nem valtozik jelentésen, csupan a 7DHC
éplil be a membranba. Ez szdmunkra egyértelmien igazolta, hogy a 7DHC membrambeli
megjelenése idézi elé a Kv1.3 csatorna biofizikai paramétereiben tapasztalt eltéréseket.



3. Meggyozo kisérletekkel mutatta ki, hogy a csatorna IC C-termindlisan 2 szterol kétShely vesz részt
a koleszterinnel, ill. 7DHC-vel torténd szabalyozésban. Elképzelhetének tartja-e, hogy esetleg a
két vegyiilet eltérd hidrofobicitdsa miatt a csatorna citoplazmatikus C-terminéliséhoz valo
eljutasban van kiilonbség?

Koészoném kérdését, viszont csak spekulélni tudok esszencidlis informéciok hianya
miatt.

A 7DHC és koleszterin hidrofébicitdsa nem nagyon kilonbozik egymastol (gyakorlatilag
vizben oldhatatlan mindkettd, oldhatosaguk: 0.95 (koleszterin) vs. 1 mg/L (7DHC)); a
koleszterin planaris szerkezet(i és merev, mig a 7DHC egy kett6s kétés miatt kissé
hajlott. Ez utébbi tulajdonséag miatt elképzelhetd, hogy a szterol két6helyekkel (CRAC és
CARC) t6rténd hidrogén kétések kialakitasa eltéré lehet a két molekula esetében. A
7DHC a kettés kotés megléte miatt gyengébben k6t6dik a zsirsav oldalldncokhoz, ezért
talan a membranbdl kénnyeben képes kidiffundalni, mint a koleszterin.

Kimutattdk, hogy az Orai1 citoszélikus N-termindlis (ETON régiéban, a-helikalis
szerkezet(), a P2X7 receptor intracelluldris N és C termindlis is tartalmaz szterol
kdtbhelyeket, melyek szerepet jatszanak membrankoleszterinszint véltoztatas hatasara
létrejott biofizikai sajatsagok modosuldsdban. Ezen tanulmanyok esetében nem tortént
legaldbb in silico vizsgéalat, mely a membrénbeli szterol és kotéhelye kozti vizsgalatot
tudna prediktalni.

A Kv1.3 C terminalisa meglehet6sen szabadon mozog, masodlagos szerkezete nem
ismert (inkdbb rendezetlen), egyfajta horgaszbotként viselkedik (a kilonféle adapter
fehérjék kapcsolédhatnak ide), az S6 régidhoz kézeli aminosavaknak (pl. HRETE, ahogy
itt is leirtuk) szerepe van a csatorna aktivacios kapuzasaban. Véleményem szerint az itt
taldlhato, altalunk azonositott szterol kot6helyek a membrénban talalhato szterolok
kdzelébe keriilve megkotik azt, és mivel nem rendelkeznek masodlagos strukturaval,
feltételezhetden szinte azonos affinitassal kétik a két szterolt (flexibilisek). Kétédés
sorén a szterol kotéhely proximitasa kedvezé fiziko-kémiai kérnyezetet teremt, mely
lehet6vé teszi, hogy a koleszterin/7DHC a membranbdl kidiffundaljon (utobbi a fentebb
emlitettek miatt talan kényebben), majd a csatornahoz kapcsolédjon. Szterol-csatorna
komplex kialakulds valésziniileg képes megvéltoztatni a S6-hoz kozeli régiot, melynek
fontos szerepe van a csatorna aktivacidjaban (S4-S5 linkerhez két6dik), és ezaltal
megvaltoznak a Kv1.3 aktivacid egyensulyi és kinetikai jellemzoi.

4. Az immunoldgiai szinapszis szervez6dése szempontjabol érdekes megfigyelés, hogy az Orail N-
termindlisa nem sziikséges a szinapszisba valé toborzishoz, viszont sziikséges a szinapszis
elhagy4sdhoz. Az N-termindlis hidnya igy fenntartotl Ca** szignalt, patol6gids jelatvitelt
eredményezhet. Tsmert-¢ esetleg olyan genetikai elvaltozas, aminek a hatterében az Orail N-

terminélis delécidja 4llna?



Koszonom kérdését, és azt kell mondanom, hogy a legjobb tudomésom szerint egyelére
nem sikeriilt olyan Orai1-hez kothet6 betegséget azonositani, amelyben a N-terminalis
delécid 4ll a hattérben. Megjegyezném, hogy az N terminalist kicsit jobban levagva, mint
ahogy mi tettiik (76 aminosav hosszlUsagu részt), nem funkcionalis csatornat
eredményez.

Ismert azonban, hogy az Orai1 alegységnek két izoforméja fordul el6: az ,,o” az altalunk
is hasznalt teljes hosszlsagu Orai1 verzid, ,B” ardvidebb fenotipus (az els6 63 aminosav
hianyzik beldle). Az Orai1B palzmamembranbeli mobilitasa magasabb, mindketté képes
CRAC csatornara jellemzd, tapsigargin indukalt Ca** vélaszt létrehozni a STIM1-gyel
térténd aktivaciot kovetéen. Viszont kimutattak, hogy az Orai1okélcsénhat a scaffolding
protein A-kinase anchoring protein 79- azaz AKAP79-cel, mely fontos az NFAT1
aktivaciéhoz, viszont a Oraip izoforma nem, ugyanis a kotédéshez sziikséges AKAR régio
hianyzik beléle. Tovabba ismert, hogy a Oraip alegység kevésbé érzékeny a Ca?-fliggb
gyors inaktivaciora, és emiatt az NFAT4-et képes aktivalni. Mindezek alapjan
valészindsithetd, hogy a két izoforma egylttes expresszidjanak fontos szerepe van a
kétféle NFAT izoforma ©Osszehangolt aktivaci6jaban, majd a génexpresszio
szabalyozaséaban. Viszont eddig senki nem vizsgalta, hogy ezek miképpen viselkednek T
sejtekben az immunolégiai szinapszis kialakulasa soran, van-e funkcionalis
kovetkezménye a rovidebb forma kifejez6désének.

5. A Kvl.3 expresszidjat csokkents siRNS-alapi megkozelités milyen immunoldgiai betegségek
esetében tiinhet a legigéretesebb terapids stratégidnak, és mik a jelenlegi terdpidk kontraindikaciéi?

Az &ltalunk kifejlesztett, Kv1.3 siRNS-esl toltdtt nanovezikulakat sikeresen alkalmaztak
humanizalt egér modellrendszerben, lupus nephritis kezelésére, sajnos tovabbi lépések
nem torténtek a klinikai alkalmazas iranyaban. Kordbban leirtak, hogy reumas artritisz
(RA), sclerosis multiplexben (SM) és egyes tipusu diabétesz hatterében Kv1.3 csatorna
4ltal dominalt effektor memoria T sejtek jatszanak szerepet (ezek hatédzozzak meg a K*
konduktanciat). Elméletben ezen betegségek esetében is lehetne alkalmazni a Kv1.3
SiRNS-sel toltott, funkcionalizalt nanovezikuldkat, viszont a megfelelé ,targetalas”
egyelre nem megoldott (az altalunk hasznalt CD45R0O antitest képes a centralis és
effektor memoria T sejtekhez is kotédni, k6z6s markerik). Meg kell vallanom, ez talan az
Achillesz sarka a projektnek. Reméljiik az immunolégusok taldlnak majd egy specifikus
effektor memoéria T sejt markert.

Az autoimmun betegségek esetében a terdpia a betegség stadiumatol fugg: lehet
szteroid-alapu, amelynek szdmos mellékhatasa van, de hydroxychloroquine (maléria
ellenes szer) haszndlata is ismert. A szteroidok mellékhatasa ko6zott szerepel pl.
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vércukorszint, vérnyomas megemelése, oszteoporozis ill. pszichés problémak, alvasi
zavarok. A hydroxychloroquine pl. aritmidkat képes indukalni. Megemliteném, hogy RA
esetén klinikai I-es fazisba eljutott egy Kv1.3 gatlészer (dalazatide, ShK-186), subcutan
alkalmaztdk psoriasis esetén, viszonylag jol toleralt, azért vannak mellékhatasai
(paresthesia/hypoesthesia).

Végezetil készondém még egyszer birdlatat, és remélem, hogy valaszaim megfeleld
magyarazatot szolgaltatnak a megfogalmazott kérdéseire.

Debrecen, 2026. 05. 19.
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