Balla Jozsef Professzor:
Koszondm az elismerd szavakat és tamogat6 javaslatot. Valaszaim a feltett kérdésekre:

1. Milyen akadalyokat lat a palyazo az altala és a nefrologia teriiletén elsoként
alkalmazott RNS interferencia klinikai alkalmazasanak lehetdségei vonatkozasaban.

Az RNS interferencia leirdsa emlds sejtekben (Tuschl 2001) 0j lendiiletet adott a kis
nukleinsavak terapids alkalmazasanak. Bar az RNS interferencia alapi FDA altal jovahagyott
klinikai vizsgalatok szdma 2004 6ta exponencidlisan novekszi (2006: 169, 2010: 2295) az
alapvetd akadalyok nem valtoztak Iényegesen. Nem teljesen feltérképezett az RNS
interferencia mellékhatas spektruma ¢és altaldban gondot jelent a célszervbe és a célsejt
citoplazméjaba torténd bejuttatds (Racz: ADDR, 2010). A mellékhatasok kozott felmeriil a
kettds szalu RNS-ek antivirdlis immunitast aktivald hatasa, az un. interferon valasz. Sajat
vizsgalataink szerint tobb siRNS in vivo tesztelése alapjan nem kaptunk emelkedést az
interferon valasz két kozponti jelatvivd molekuldjanak expresszidjaban egérben (Racz:
Oligonucleotides — elfogadva, 2011). Ugyanakkor klinikai vizsgalatok nem zarjak ki, hogy a
jelenlegi bejuttatasi modok mellet az effektiv dozis eléréséhez sziikséges siRNS mennyiség
immunaktivaciot okozhat.

A bejuttatasi nehézségek és a lehetséges szisztémas mellékhatasok miatt a klinikai
vizsgalatok egyik f6 iranyvonala a bejuttatas kiilonb6z0 modozatait vizsgélja, ahol Uttord
szerepet latszik kapni a nanotechnologia. Masrészt foként izolalt szervek a célpontok, mint
példaul veseatiiltetés soran a kivett, beiiltetésre varo vese, mely alkalmas génterapiara ugy,
hogy még beiiltetés elott a sejtekbe be nem jutott terapias anyag a graftbol kimoshato, igy
szisztémas mellékhatasokkal nem kell szamolni. A Nobel dijas Philip Sharp ¢és az emlds
sejtben megfigyelhetd RNS-interferencia elso leirdja Thomas Tuschl altal alapitott Alnylan
Pharmaceuticals az egyik élen jar6 cég a masik az Acuity Pharma aki, az els6é RNSi alapu
human vizsgélatot is jegyezte. Mindkét cég olyan vizsgalatokat folytat jelenleg, ahol a
szisztémas keringéstol tobbé-kevésbé izolalt szerveket kezelnek, mint: szem, agy, tido vagy
tumor. 2010-ben jelentds attorés volt az a ,,first in-human” fazis I klinikai vizsgélat, melynek
soran  szisztémasan kezeltek melanomas betegeket targetdlt nanopartikulumokkal
(cyclodextrin polimer - transferrin liganddal). A vizsgélat hatékony RNS interferenciat igazolt
a célsejtekben, elsoként adva meggy6z0 bizonyitékat annak, hogy emberben, szisztémasan
adagolt siRNS-el is el lehet érni hatékony csendesitést célsejtekben (Davis ME: Nature,
2010).

2. Mi a jelenlegi allaspont a reperfuzios karosodas soran kialakulé apoptotikus
sejthalalban az oxidativ stressz szerepérol?

A reperfizids karosodas tartdsabb ischemids-hipoxias karosodast kovetden 1ép fel. Az
ischemia soran kialakuldé nekrotikus sejthalalt a reperfazié soran kiterjedt apoptotikus
sejthalal koveti, mely mértékében elérheti, s6t meg is haladhatja az ischemia soran
bekovetkezett nekrozis mértékét. A reperfuzids karosodas két 6 mechanizmusa gyulladas és
oxidativ szabadgyok-termelés kivaltotta apoptozis. A reperfundalt szervbe aramld vérrel
érkezd fehérvérsejtek az ischemia-reperfuzié soran aktivalodott endothelhez kitapadva
kapillarisok elzarodasat okozhatjdk (no-reflow paradox) az interstitiumba véandorolva



gyulladasos mediatorok és oxidativ szabadgyokok termelésével gyulladasos folyamatokat
tartanak fenn. A reperfunddlédé szervbe aramld oxigén a sejtfunkciok Ujrainduldsdhoz
elengedhetetlen, ugyanakkor karos oxidativ szabad gyokok keletkez(het)nek beldliik
enzimatikus uton (NADPH- vagy Xantin oxiddz). A NOX: nem-fagocita oxidazoknak
korokozok elleni védekezésben lehet elsé sorban fiziologias szerepe (Leto, Geiszt: Antiox
Redox Signal 2006), mig a Xantin dehidrogendz a tartés oxigénhiany kovetkeztében fellépo
ATP bomlas soran keletkezd hypoxantin hatasara Xantin oxiddzza alakul, ami szuperoxidot
termel (Granger: AJP 1988). Tovabba fontos szuperoxid forrds reperfuzioban a
mitokondrium.

A reperfizié soran megfigyelhetd oxidativ stressz forrasa tehat kettos:

- az infiltral6 fehér vérsejtek (pl. granulocitdk) degranulacidja. Masrészt

- a bearamlo6 oxigénbdl lokalisan keletkezd szabadgyokok.

A szabadgyokok karositjdk a sejteket: plazma membrant, DNS-t, fehérjéket, ami tovabbi
apoptozist okoz.

Az apoptozis (programozott sejthalal) két £6 titvonal feldl aktivalodhat.

- Az extrinsic Ut receptor kozvetitette (FAS, TNF receptorok)

- Az intrinsic utat a sejtkarosodas soran sériilt mitokondrium inditja be.

A reperfuzids kdrosodasban domindl6 apoptotikus sejthalélt részben

- infiltral6 citotoxikus T-limfocitak hatdséara fellépd receptor kdzvetitette apoptozis inditja be
(Hamar: PNAS, 2004) részben

- felszabadul6 szabadgyokok indukaljak (membran, DNS és mitokodrium karositasa révén).
Ez utdbbi mechanizmust jelenleg vizsgaljuk XO ill. NADPH-oxiddz (NOX) gatlo siRNS és
NOX-2 knockout egerek segitségével. Erdekes megfigyelés, hogy egyes NOX enzimek
gatldsa nem javitja az ischemidt kovetd szervfunkciot és talélést, aminek Ilehetséges
magyarazata, hogy a NOX-ok altal kis mennyiségben termelt szuperoxidnak ujabban
jelatvivo szerepet tulajdonitanak, ami a sejt kdrnyezetének redox allapotarol informalja a
sejtet segitve a kornyezethez vald alkalmazkodast (Geiszt: Cardiovasc. Res. 2006).

3. A dolgozatban bemutatott kisérletekben sokat vizsgalt citokinek vese allograft
kilokédésben és lupus nefritis patomechanizmusaban jatszott szerepe ma a Th-17
helper sejtek leirasa ota az érdeklodés kozéppontjaban all. Mennyiben befolyasoljak
ezen uj ismeretek a dolgozatban bemutatott eredmények értelmezését?

Egyetemista koromban a CDS8 pozitiv sejtekrdl azt tanultuk, hogy van koztiik citotoxikus és
szupresszor tipust (Gershon, R.K. Immunology 1971). Aztan a 1980-as években szupresszor
sejtek 1étezését megkérddjelezték (,,szupresszor szkepticizmus ideje”) (Chess L: Nat
Immunol: 2004). Palyam kezdetén, a kilencvenes években nagy divatja volt Thl-Th2
polarizacionak. Ennek értelmében a Thl sejtek gyulladast serkentd citokineket (IL-2, IFN-g)
termelnek és a sejtes immunvalaszt serkentik, mig a Th2 sejtek IL-4 és 10 termeléssel
gatoljak a cellularis, de serkentik a humoralis immunvalaszt. A ,,dogma” szerint a Th1 és Th2
sejtek kolcsonosen gatoljak egymast (Mosmann TR: Annu Rev Immunol. 1989). Aztan
felfedezték (Gjra) a ,regulator” sejteket, melyek kozt van CDS8 pozitiv is, de a legtdbbet
vizsgalt un. természetes regulator sejtek a felsziniikon CD25-6t nagy koncentracidban
expresszald és Foxp-3 jelatvivé molekulaval rendelkezo sejtek (Fontenot JD: Nat Immunol.
2003). Leirasuk 6ta egyre szaporodnak a ,regulator” sejtek. Ujabban a Th1-Th2 dogma is
megddlni latszik, egyre tobb koérfolyamatban. A Thl és Th2 citokinek parhuzamos aktivitasat
mutattak ki Lupus nefritisben is, kronikus allograft nefropatidban is. Kozben leirtak olyan



»regulator” sejteket, melyek nem kizarélag Thl vagy Th2 citokint termelnek, hanem
mindkettdt pl. NKT sejtek hatékony IL-10 és IFN-y termelésiikrdl ismertek (Godo: CMC,
2008), vagy a legtjabban leirt Th-17 sejtek, melyek neviiket az IL-17 termelésrdl kaptak
(Harrington: Nat. Immunol. 2005).

A Thl7 sejteket a gyulladas-gatld TGF-beta és gyulladas serkentd IL-6 egyiittes jelenléte
stimulalja és a termelt citokinek is képesek mind a sejtes, mind a humoralis immunvalasz
serkentésére. A Th-17 sejtek élettani szerepe fertézések elleni védekezés. A Th-17
talmiikodés autoimmun betegségekben igy lupusban és elsé sorban fertézések kivaltotta
autoimmun betegségekben jatszik kdzponti szerepet, mig hianyuk opportunista fertézésekre
hajlamosit.

Osszefoglalva: a vizsgalatok végzésekkor dominalé Thl1-Th2 polarizicd6 ma mar tobb
szerepe. Még 2000-ben probalkoztunk lupus nefritis modelliinkben a Th1-Th2 polarizacid
vizsgalataval, de nem kaptunk konkluziv eredményt. Ezért vizsgalatainkban az egyes
citokineket mindig elkiilonitetten, nem a jelenleg megkérddjelez6dé Th1-Th2 polarizacid
szempontjabol vizsgaltuk és diszkutaltuk, igy a megfigyelt eltérések ma is helytalloak.
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