Valasz Garami Andras opponensi véleményére

Tisztelt Prof. Garami Andras!

Kdszéném szépen, hogy elvallalta MTA doktori értekezésem birdlatat. Kdsz6nom meltatd
szavait. A tradicionalis felépités helyett azért valasztottam minden egyes témanal az
eredmények és megbeszélések rész 6sszevondasat, mert igy taldn az olvasé szamara is
kévethetdbb az egyes tanulmanyokhoz kapcsolodé magyardzatok kovetése. A
kérdéseire megfogalmazott vilaszaimat az aldbbiakban részleteztem.

1) A dendritikus sejtek aktivalasdval kapcsolatban fontos lett volna indokolni a 36.
oldalon részletezett gynlladasos koktél dsszetételének meghatarozasat. Mi indokolta kétféle
citokin, egy stimulalé faktor és prosztaglandin egyiittes hasznélatat? Mi alapjan lettek
megallapitva a felhsznalt koncentraciék? Az egyes anyagok kiilon-kiilon hozzaadva nem vagy
mads hatéssal birtak volna? Utdbbi megkdzelités elsegithetné kiilonb6zd jeldtviteli utvonalak
azonositasat.

Egy masik ide tartozé kérdés, hogy az alkalmazott (magasnak tin6) 10 puM
koncentraciéban mennyire varhaté, hogy a tetrodotoxin a Navl.7 csatornén kiviil mas natrium
vagy egyéb ioncsatorndkra is hat? A Navl.7 csatornakiol fiiggetlen, nem specifikus hatas

mennyire befolyasolhatja a szerrel kapott eredmények interpretalasat?

Koszéném kérdéseit. A gyulladdsos/citokin koktélok Gsszetételét a kollaboracios
partneriink laboratériuméaban az irodalombdl ismert és korabban tesztelt receptura
alapjgn 4llapitottsdk meg  (10.1002/eji. 1830271209,  10.1006/bbrc.2000.3372,
10.1016/s0264-410x(02)00382-1). Minden esetben a cél az volt, hogy a monocitakbdl
minél magasabb szézalékban, azaz minél homogénebb éretlen/érett dendritikus sejt
populéciét allitsanak el6, reprodukélhaté moédon. Ennek ellenérzése a megrfelelé
sejtfelszini markerek kimutataséval (pl. CD80/83/86, CCR7), valamint funkcionalis
tesztek segitségével tortént (pl. migrécio, fagocitézis, pinocitozis). Az egyes
komponensek hatdsa mas és mds dentritikus sejt tulajdonsagot hozott elé: PGE::
hozzéjérul a DC tiléléshez, valamint fokozza a CCR7 expressziot és ezaltal a migraciot
(érett DC-k esetén); TNF-a: robusztus érési citokin a DC-k szamara stb. Az altalunk
hasznélt aktivaciés/differencidciés protokoll akkoriban széles kérben elfogadott volt,
mely lehetévé tette a relative egyszerd és nagy mennyiségben eléallithaté DC
tenyésztést; ezen feliil még klinikai alkalmazédsok soran szintén ezt alkalmaztak DC-k
eléallitasahoz.



Ha egyenként, nem kombinélva adtuk volna hozza ezeket a citokineket/faktorokat, akkor
valészinileg teljesen mas fenotipusu sejteket tudtunk volna differencialtatni (pl. csupén
FCS hozzdaddsdval a monociték képesek spontan makrofaggd alakulni). A kisérleteink
sordn az ioncsatorna expresszié és funkcié szempontjabol vizsgaltuk a DC két tipusat: az
éretlen DC a szovet-rezidens DC-knek feleltethet6 meg (f6 feladata a kérokozok
felismerése), mig az érett DC-ék a nyirokcsomdba vandorld, antigén prezentalé DC-kkel
szinte azonos funkciékkal rendelkezzenek.

Az értekezésben taglalt tanulményt megel6zte egy mésik, amelyben DC-k ioncsatorna
expressziojat vizsgaltuk (10.4049/jimmunol.0803003). Ebben molekularis bioldgiaval
kimutattuk (degeneralt PCR primerek és szekvenalds), hogy az éretlen DC-k az Nav1.7
csatorngt expresszaljak, mds tipusu Nav ioncsatorna nem talalhatdo meg rajtuk.
Ugyanebben a cikkben leirtuk, hogy a DC-ék esetén a TTX K+/ICso értéke kb. 55 nM, emiatt
doéntéttink ugy, hogy ezt a magas TTX koncentraciét alkalmazzuk (kb. a Ky 200-szorosa).
Tovébbé ismert, hogy bizonyos CaV csatornékat is képes a TTX gatolni, bar ott az ICso
koncentrécié tébb 10 uM-os koncentraciéban van, emiatt ezekre kifejtett gatléhatas
elhanyagolhatd. Valamint ionszubsztiticiés kisérletekkel igazoltuk, hogy NaV csatornak
expresszalédnak a DC-kben és nem CaV-k. Természetesen sosem zarhaté ki a nem
specifikus hatés farmakoldgiai vizsgélatok esetén, viszont pontosan emiatt végeztink az
Nav1.7-tel siRNS-sel kisérleteket, melyek eredményei egyezést mutattak a TTX gatlas
soran leirtakkal.

2) A hiperkoleszterinémias és Smith~Lemli-Opitz szindrémaban szenvedd betegekkel
végzett vizsgalatok kontroll csoportjai esetén célszerii lett volna megemliteni, hogy
demogrifiai 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 szOvegben)?

Kész6ném kérdéseit. A vizsgélatba bevontuk mind a nyolc, Magyarorszagon akkoriban
elérhet6 SLOS-beteget (életkor 7,65 + 2,23 év), valamint nyolc, életkorban hozzajuk
hasonlé kontrollbeteget (életkor 7,66 + 1,83 év) vettek részt a vizsgalatban. A klinikai
stlyosségi pontszam alapjén a betegeket harom csoportba soroltuk: a 20 alatti
pontszam enyhe betegséget jelent, mig a tipikus SLOS-betegek pontszéma 20 és 50
k6z6tt van, és 50 felett a SLOS sdlyos tipusa nyilvanul meg. A betegek kézil harmat enyhe
betegségjellemezte (életkor 9 + 1,88 év, szérum 7DHC 0,38 + 0, 08 mmol/l, szérum CHOL
2,64 = 0,36 mmol/l), 6t gyermeket pedig tipikus betegség (életkor 7,4 £ 2,13 év, atlagos
szérum 7DHC- és CHOL-szint 0,5 = 0,09, illetve 1,44 + 0,26 mmol/l). Tovabba
megjegyezném, hogy minden esetben normél testalkatu gyerekeket vontunk be a kontroll
csoportba, valamint az SLOS sulyosségatol fiiggben (taplalasi nehézségek miatt) egyes
gyermekek BMI-je jelent6sen alacsonyabb volt a kontroll csoport korban azonos



gyermekhez képest, azonban ezt nem ellendriztiik. A nemi-ésszetételt igyekeztiink a két
csoportban kézel megegyezének valasztani.

3) Célszerii lett volna alatdmasztani, hogy miért aktin szerepelt kontrollként Westem
blot soran és miért 3884 a PCR méréseknél. Miért éppen ezek és miért nem ugyanaz a kontroll
a két modszemnél? A sovany tejpor kivalasztisa a Western blot kisérletekhez szintén
érdekesnek tiinik: mennyire standardizdlhaté a Doczy ABC altal forgalmazott termék

Osszetétele?

Készéndm kérdéseit. A kvantitativ PCR kisérleteknél a 36B4 gént hasznaltuk ,referencia
gén” kontrollnak, mert ennek expressziéja konstans szamos sejttipusban, expresszios
szintje alig fiigg a sejt dllapotdnak valtozésatol (pl. béta aktin esetén ez nem mondhaté
el szémos sejttipus esetén). Megjegyezném, hogy bizonyos betegségek esetén
tapasztaltak véltozést (pl. diabéteszes retionopdtia), ezért természetesen javasolt
manapség szémos , héztartasi” gén bevonésa a qPCR kisérletekbe. Megemliteném, hogy
a kollaboréciés partneriink végezte ezeket a kisérleteket, igy ebben az 6 szakmai
tuddséra hagyatkoztunk, teljes mértékben megbiztunk kompetenciajaban.

Az aktinra a WB kisérleteknél azért esett a valasztasunk, mert ennek segitségével tudtuk
megbecsiilni a sejtek mennyiségét, illetve ellendrizni, hogy nem technikai hiba csuszott
a kisérletbe. Az aktin mennyisége kiilénféle tényezGk hatdsara megvaltozhat, ezért qPCR
kisérletek esetén nem alkalmazzék, ugyanis elfedheti a detektélni kivant fehérje
expresszidjaban a kilénbségeket. Itt is célszerd lett volna egyéb kontrollok tesztelése is
(GAPDH, tubulin), mivel nem tortént esetinkben drasztikus valtozas a sejtek
morfolégidjéban, fenotipusédban kiils6é tényezGk hatdséra, ezért az aktin hasznélata is
megfelelének bizonyult. Tovabba minden esetben fehérje szintd direkt vizsgalat is tortént
(patch-clamp), mely egyértelmin kimutatta az Nav1.7 szintben t6rtén6 valtozast.

A sovany tejpor hasznélata a blokkolds miatt sziikséges, a nemspecifikus kotédés
csbkkentése miatt. A szigort élelmiszeripari normak miatt feltételeztiik (reméljik ez igy
is van), hogy nem volt nagy variabilitas a kilénb6z6 gyartasbol szarmazé tejporok kozott.
FCS/BSA hasznélatdval lehetett volna kivéltani a tejport, viszont ez esetben sincs
semmiféle garancia arra, hogy két eltéré gyartasbol szérmazé termék Osszetétele
teliesen megegyezik. Az &llatok, esetiinkben szarvasmarhak tartasa valészindleg
mindkét esetben befolydsolja mind a savé, mind a tej 6sszetételét.



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 1. és Il. csoportokban? A limfocitak
koleszterin tartalménak meghatarozasa miért csak n = 3 esetben tortént a HC I1. és kontroll
csoportokban, és miért nincs adat a HC [. csoport sejtjeirl (57-58. 0.)? Az elemszamokat
illetden a kérdés a SLOS betegekre is vonatkozik, akiknél a médszertani részben n = 8 a beteg
és kontroll csoport egyarant, mig a 2. tablazat (65. o.) csak 7 beteg és 5 kontroll adatot
tartalmaz.

Milyen (kér)élettani jelentosége lehet a HC II. csoport estén taldlt szignifikdnsan
cstkkent aktivacios idéalland6nak (59.0. és 15. dbra)? Az id6alland6 novekedésénck negativ
élettani hatasait, ami koleszterin depléciéban bekovetkezik (1d. 66. 0.) konnyebb megérteni, de
az idballando6 csokkenése fokozottabb kinetikdra utalhat?

Szembetiiné a killonbség az 1. és 3. tablazatban bemutatott kontroll csoportok els6 5
paraméterében. Ennek mi lehet az oka? Az alanyok kiillonb6z6 életkordn kivill més is dllhat a
hattérben?

A hiperkoleszterinémias betegekbdl izoldlt sejteknél taldlt csokkent T-sejt
proliferaciénak ismert dokumentalt klinikai kovetkezménye, példaul a betegek elmaradé T-
sejtes immunvalasza bizonyos korképekben? Illetve felmeriil a kérdés, hogy mas immunsejtek
esetében is ismert hasonl6 hatds?

Erdekes megfigyelés, hogy az oszt6dasi index til magas (HC 1. és 11, 1d. 17. 4bra) €s
tal alacsony koleszterinszintek (SLOS, Id. 22C 4bra) esetén is egyarant alacsonyabb a
kontrollnal. Ez akér azt is sugallhatja, hogy valéjaban nem a koleszterinszint megvaltozasa

felelbs az eltérésért. Milyen mechanizmus allhat ennek hatterében?

Készé6ném kérdéseit. A HC I-es csoportba 7 f6t, mig a HC ll-es csoportba nyolc f6t
soroltunk be. A koleszterin méréseket a HC ll-es csoportban végeztik, mivel csak itt
l4ttunk  biofizikai paraméterekben csekély valtozast a Kv1.3 csatornakban.
Eredményeink az mutattdk, hogy ebben a csoportban se annyira a magas a
koleszterinszint a kontrollhoz képest, mint ciklodextrinnel torténé toltés hatasara. Emiatt
szinte biztos, hogy a HC I-es csoportban sem emelkedett a kontrollhoz viszonyitva. Mivel
mintankként a sejtek szdma nem volt tul magas, emiatt csupan 3 HC ll-es donor
esetében hatdroztuk meg a koleszterinszintet, a tobbi mintat inkdbb elektrofiziologiai és
citometriai mérésekhez hasznaltuk fel.

Az SLO-s minték esetében mind a nyolc beteg esetében tértént elektrofiziologiai
vizsgélat, viszont GC-MS mérés nem volt minden esetben. A betegmintakat orszagszerte
Gsszegydjtottiik, majd utdna kontroll személyekt6l vért vettink, és ezutan egydtt kuldtik
el analizisre a wit-ket. Térolasi id6t igyekeztiink leréviditeni, hogy kilénféle kémiai
valtozasok ne befolyasoljak eredményeinket.



Aktivacios kinetika gyorsuldsa ebben az esetben (HC Il) ugyan statisztikailag szignifikans,
véleményem szerint azonban biolGgiailag nem relevéns. A gyorsabb aktivacios kinetika
annak a kévetkezménye, hogy az egyensdulyi aktivacié membranpotencial (MP) figgése
megvaltozik, balra tolédik, azaz negativabb MP-nél mér aktivalodik a csatorna.
Esetiinkben ez nem kévetkezett be, igy valészindleg ennek gyorsuldsnak biolégia hatasa
nincs a T sejt életében. Tovabbs ismernink kéne az egyensulyi inaktivacio
membranpotenciél fliggését is, melynek ismeretében meghatarozhatnank a ,window-
current”-et, amely a csatorna funkcionalitdsarél ad informaciét normal élettani
kérilmények koézott. Ertekezésben bemutattam, hogy csupan egy esetben kaptunk
hasonlé eredményeket, mint korébban az in vitro koleszterinnel téltétt T sejtek esetében,
ekkor a koleszterinszint extrémen magas volt (29 mmol/l). Osszefoglalva elmondhaté,
hogy a koleszterinszint betegek esetében tapasztalt emelkedése (HC 1 és HC Il csoport)
nincs hatéssal a Kv1.3 altalunk vizsgélt biofizikai jellemzéire, legalabbis T sejt esetében.

Feltételezhet6n a vizsgdlatba bevont személyek életkora szerepet jatszik az eltérés
meglétében, ugyanis leirték, hogy: 1) id6sebb személyek (90 év feletti) esetében a Kv1.3
csatorna aktivitdsa csékken (egyensulyi inaktivacio MP figgése balra tolédik kb. 10 mV-
tal) (https://doi.org/10.1006/bbrc.1994.1259), 2) a T sejtek Ca** valasza maximalis 25 és
55 év  kozotti  korosztdlyban, ez alatt és e felett alacsonyabb
(https://doi.org/10.18632/oncotarget.3808), és eltér6en médosul Kv1.3 vagy KCa3.1
gétlds hatdsédra. Az els6 példa esetén ugyan extrém magas volt az életkor, azonban
utalhat arra, hogy az életkor is befolydsolja a Kv1.3 csatorndkat jellemz6 paraméreket. A
mdésodik idézett tanulmaény arra enged kévetkeztetni, hogy az egyes T sejt altipusok eltéré
Kv1.3 és KCa3.1 csatorna expressziét és expressziés aranyt mutatnak az életkor
véltozdséaval, amelynek kévetkezménye, hogy a T sejtek Ca*'-fliggé aktivacioja Kv1.3 vagy
éppen KCa3.1 csatornatdl figg. Az életkoron kivili egyéb, T sejten bellli vagy
membrénjéban torténé véltozdsok csak spekuldciék lennének, de nem zarhaték ki akar
a diétés okok miatt a felnéttkorban magasabb koleszterinszint miatt kialakulo
kulénbségek.

Nincs tudomédsom olyan tanulméanyrél, mely arrél szamolt volna be, hogy betegek T-
sejtes vélasza csokkent volna hiperkoleszterinéma miatt. Viszont egerekben kimutattak,
hogy hiperkoleszterinémia esetén (ApoE-/- genetikai hatterd allatok) a tuberkuldzis elleni
immunités csékkent, elsGsorban az adaptiv immunvélasz kései kialakulasa miatt
(https://doi.org/10.1128/iai.00037-08). Ezen feliil leirtdk, hogy statin-kezelés hatasara
hiperkolesztrinémids betegcsoportban a veliink sziiletett immunsejtek funkciéja
normalizélédott, a normél koleszterinszintd alanyok sejtjeivel megegyezé lett
(hitps://doi.org/10.1016/j.athplu.2025.11.004).Tovdbba a magas koleszterinszint miatt
kialakulé arterioszklerézis alacsony grédusu gyulladdst okoz (melynek hatterében T
sejtek llnak), mely szintén hozzéjarulhat az immunrendszer gyengiléséhez a T sejt
kimerulés révén (exhaustion).

Mind hiperkoleszterinémia, mind SLOS esetén figyelembe kell venni, hogy a CRAC
és/vagy KCa3.1 csatorna is (vagy egyéb ioncsatorna/transzporter) érzékeny lehet a
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koleszterinszint véltozéséra (CRAC esetén igazoltdk), ami szintén hozzdjarulhat a
csbkkent (https://doi.org/10.1126/scisignal.aad7808) proliferaciés képességhez.
Véleményem szerint a hiperkoleszterinémia esetében inkabb ez allhat a hattérben, vagy
esetleg egyéb intracelluldris fehérje mikodésének megvaltozasa. Mig SLOS esetén a
Kv1.3 funkciéjénak megvéltozésa magyarazhatja a csékkent aktivaciot: a CD1 54/CD40L
pozitiv sejtek csékkenése is ezt jelzi, ugyanis ezen fehérje kifejez6dését egyértelmdien az
intracelluldris Ca?* koncentracié névekedés inditja be, melyet a Kv1.3 szabalyoz.

]

5) A 75. oldalon olvashaté, hogy a Kv1.3 miikodésének megvaltozasa a 7DHC és
8DHC felhalmozodasanak kovetkezménye is lehet, azonban ezek koziil csak a 7DHC toltés
hatasat vizsgaltak. Vannak adatok a 8DHC t6ltés hatéséra kialakul6 valtozasokrol? A jeldlt

kutatasai soran torténtek ilyen vizsgalatok?

K6sz6n6m kérdéseit. ABDHC-val kapcsolatban nem térténtek kisérletek, GC-MS adatok
ttekintve elmondhaté, hogy a 8DHC koncentracidja alacsonyabb volt (a wvt-ék
membréanjaban) a 7DHC-hez viszonyitva. Mivel az SLOS-t els6sorban a 7DHC
feldusuldsa jellemzi, illetve az SLOS-t mimikalé modellrendszerinkben az SLOS-es T
sejtekben leirt valtozdsokat tapasztaltuk, ezért ugy véljik, hogy a 7DHC lehet elsésorban
felelSs a Kv1.3 csatorna biofizikai paramétereinek véltozaséért. Az irodalmat attekintve
eddig egy V-ATPase funkci6 valtozasat irtak le Saccharomyces cerevisae-ben 8DHC

hatasara.

6) Az anandamiddal és ruténium vordssel végzett kisérletek (4.2.1.4 fejezet) kapcsan
azt is meg kell emliteni, hogy ezek az anyagok a vizsgélt csatorndkon kiviil mas receptorokra
is hatassal bimak. igy példaul az anandamid j6l ismert endogén agonista ligandja kannabinoid
és vanilloid receptoroknak, amelyek szintén hatéssal lehetnek kation (pl. Ca?*, K") dramokra.
Hasonl6 a helyzet a ruténium vorossel is, amely szdmos kiilonb6z6 ioncsatorna (pl. rianodin,
TRP csalad tagjai) funkci6jat képes gatolni. Ezek mennyiben befolyasolhatték a megfigyelt
eredményeket?

Mi indokolta az anandamid (3 és 30 uM) és ruténium vords (10 pM) eltérd
koncentraciéinak hasznéalatat (86. 0.)? Az anandamid esetén milyen eredményeket kaptak 30

1M koncentracié esetén (ez sem a szévegben, sem 4dbran nem keriilt bemutatasra)?

Készéném kérdéseit. Kisérleteink célja az volt, hogy kimutassuk, hogy a Kv1.3-ra is
gatléhatéssal van az AEA (anandamide) és RR (ruténium red), azaz nem specifikus
gétlészere a TASK1 (AEA) és TASK3 (RR) ioncsatorndknak. Emiatt a Kv1.3 csatornak HEK
sejtekben overexpresszaltattuk, majd outside-out patch konfiguraciéban mértik, ezaltal
lecsbkkentve annak esélyét, hogy esetleg egyéb ioncsatornanak/receptornak a patchen
mért dramhoz jelentGs hozzéjaruldsa legyen. Az alkalmazott koncentraciot a TASK1
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(10.1093/emboj/20.1.47) és TASK3 (https://doi.org/10.1124/mol.63.3.646) csatornakon
meghatdrozott ICs, érték, valamint a cikkiinket birdlé szerzék  cikke
(10.1074/jbc.M800637200) alapjan é&llapitottuk meg. Az eredményeink alapjan
elmondhaté, hogy a Kv1.3 csatornak daramat is képes gatolni e két molekula kortlbeldl
ugyanolyan mértékben, mint a két 2P K* csatornét. A 30 uM AEA koncentracio tesztelését
nem tiintettem fel, a mérések sordn a géatlas mértéke megkézelitbleg 100% volt.
Megemliteném, hogy e kisérletsorozat valasz volt
(https://doi.org/10.1016/j.imlet.2009.12.026) a munkakat birdlo  cikkre
(10.1074/jbc.M800637200), hogy bizonyitsuk, hogy fent emlitett két 2P K* csatorna nem
jarul hozzé a Kv1.3 csatornak dramat jellemzé biofizikai paraméterek valtozasahoz,
amint azok felddsulnak az immunoldgiai szinapszisban a T sejtben.

7) A reprezentativ konfokalis képek (pl. 40., 41, 50-52, 54. abrak) esetén célszeri lett
volna a sz8vegben megemliteni, hogy a tobb vizsgalt idépont koziil, melyiknél késziiltek a

bemutatott felvételek.

Kész6ném megjegyzését, tényleg nem tiintettem fel. A Kv1.3 csatorna esetén az
immunszinapszis kialakitdsa uténi 5. percben fixalt sejtekrél késziltek a felvételek, mig
a Orai1 kisérletek esetében a 15 percnél rogzitett képeket mutattuk be.

8) Mi lehet az 6sszefiiggés az immunoldgiai szinapszisban megfigyelt csokkent Orail
funkcié (Ca®* valasz, 51D abra), ugyanakkor fokozott Orail fethalmozodas (52C abra) kozott
a STIM1-KD sejtekben? Feltételezhets, hogy valamelyik kompenzaciés mechanizmus? Ez

esetben melyik lehet a primér elvaltozas?

Kész6ném kérdését, viszont Ugy vélem, hogy ez nem egy kompenzaciés mechanizmus a
sejt részérél, hiszen ugyanezt tapasztaltuk, amikor a N-terminélis mutans (472-Orai1)
vagy a teljes hosszuségu Orai1 SAP97-deficiens T sejtekben torténd felhalmozddasat
vizsgéltuk, ahol mindkét esetben a tapsigargin kivaltott Ca** jel kialakulasa azonos volt a
megfelelé kontrollokhoz viszonyitva. Inkédbb itt a STIM1 N-terminalishoz toérténé
kétédésének hidnya (A72-Orail, teljes hossziuséagu Orai1 STIM1-KD sejtben) meggatolja
a SAP97 kétGdését az Orail-hez, melynek kévetkeztében az Orail alegység nem kerdl
eltdvolitdsra a szinapszisbol. A két fentebb felsorolt esetben az immunszinapszisban
lév6 T sejtek hasonlé Ca?*-vélaszai is ezt témasztjak ala.



9) A 65. abran lathato eredmények ismertetése sordn a szovegb6l kimarad annak
magyaréazata, hogy az aktivacios kinetika a WT-polyA esetén nem nott (csak a masik 2
konstrukciénal) (65A 4bra), mig az egyensilyi félaktivacios fesziiltség a WT-Atail esetén
csokkent (mig a mésik 2 konstrukciénal nem) (65F abra). Mi lehet az oka, hogy ezekben az

esetekben a konstrukciok ilyen kiilonbozden viselkedtek?

Koszéndém a kérdéseket, de a tanulményunk céljai kozott nem szerepelt, hogy az 6sszes
Kv1.3 muténs biofizikai paramétereiben latott eltérést elemezziik. Kv1.3 C terminalisan
a HRETE szekvencia kicserélése 5 darab alaninra (WT-polyA), illetve trunk&cioja és a C
terminélis végén lévé HRETE szekvencia helyettesitése szintén 5 darab alaninnal (WT-
Atail) annak demonstréléséra szolgélt, hogy bizonyitsuk ezen konstruktok kijutasat a
plazmamembrénba és funkcibjuk megtartottsagat. Ugy vélem, a véltozas hatterének
megismerése egy igéretes projekt lehet egy leend6 TDK/diplomamunkés hallgato
részére, hisz ennek segitségével hasznos informaciét kaphatunk a csatorna aktivacios

kapuzasarol.

10) Mi lehet az oka a 79A 4bran megfigyelhet6 nagyfoki Navl.7 mRNS szint

novekedésnek EGTA hatésara a thapsigarinnal kezelt csoportban?
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K6sz6ném észrevételét, a magyarazat nagyon egyszerd erre, valami oknal fogva nem a
megfelelé  &bra  kerdlt  beillesztésre. Fent feltintettem a  cikkink
(10.4049/jimmunol.1003345) megfelelé &abrajat (Figure 3), amelyen egyértelmden
l4tszik, hogy amennyiben megnétt az intracelluldris Ca** koncentréacio lecsokken az
Nav1.7 expresszio, méghozzé oly médon, hogy az extracellularis térbél torténd
bedramlés is szerepet jatszik ebben, valészinileg a SOCE aktivalodasa miatt.



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

volna varhatok ilyen kisérletekben?

Koszénoém kérdését. Ennek hatterében az &ll (az abrat a kollaborécios partnerink
készitette), hogy a D dbrén az MMP12 expresszios szint az transzfekcids kontrollra van
normalva (kontroll siRNS), mig a C ébrén az expresszids szint a haztartasi génre (36B4)
normélt értéke van feltiintetve. Elnézést, hogy ez nem lett egyértelmden megemlitve az
dbraszévegben, tovabb4 érdekes szamomra is, hogy ennyi dtnézés utan nem tant fel a
reviewereknek sem.

Nem végeztiink siRNS géncsendesités utdn citokin szint meghatarozast, egész pontosan
nem végeztek a kooperdciés partneriink laboratériuméban. Mivel a tobbi funkcionalis
kisérlet sorén a farmakoldgiai és genetikai Nav1.7 ,funkcio-gatlas” kvantitativan azonos
eredményt mutatott, ezért feltételezhetd, hogy hasonlé lenne a kimenetel, azaz az
Nav1.7 géncsendesitése ugyanugy véltoztatnd meg bizonyos citokinek (TNF-a, IL-10)
termelését.

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

Debrecen, 2026. 05. 19.
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