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Koszonom Virdg Laszlé professzor urnak, hogy elbirdlta a doktori értekezésemet, €s hogy azt nyilvanos
vitdra alkalmasnak tartja. Nagyon Oriilok, hogy birdlatdban elismerden nyilatkozott a munkdmrdl. Az

értekezéssel kapcsolatos kérdéseire vdlaszaim a kovetkezok:

1. A glutation peroxiddz fontos szerepet jatszik a sejtek antioxiddns védelmében. Az értekezésem
peroxidazokkal foglalkozé fejezetébdl azért maradt ki ez az enzim, mert én csak a hemet tartalmazé allati
peroxiddzokat ismertettem, amelyek egymassal nagyfoki homoldgiat mutatnak, azonban a szelént tartalmazo
glutation peroxidaztdl kiilonboznek. A glutation peroxiddzok szerepet jatszhatnak a redox alapud jelatviteli
folyamatok szabdlyozédsdban oly médon, hogy a H,O,-t elbontva csokkentik a H,O, novekedési faktorok
jelatvitelét erdsitd hatdsat. A glutation peroxiddzoknak szerepiik van az apoptézis szabdlyozasdban is. A
ROS-nak magasabb koncentraciéban ugyanis szimos sejtben vannak pro-apoptotikus hatdsai és ezt a HyO,-t

elbont6 glutation peroxidazok mérsékelhetik (1).

2. A vastagbélben expresszal6do, és a fagocita sejtekben miikod6 NADPH oxiddz komplexek kozotti
hasonl6sag alapjan elsoként vetettik fel annak a lehetdségét, hogy a Noxl szerepet jatszhat az
immunvédekezésben. Ez a funkcié azonban valdszinlileg nem jelenti a vastagbélben normaélisan jelenlevd
kérokozok folyamatos pusztitdsat. Valdszinilibb, hogy az enzimnek akkor lehet jelentdsége, ha az epitél
folytonossidga megszakad, vagy ha a vastagbél baktérium Osszetétele korosan megvéltozik. A Nox1 KO
egerekben nem figyeltek meg olyan fenotipust ami arra utalna, hogy az enzimmilk6dés hidnydban
baktériumok jutnidnak at az epitél giton, azonban tudomasom szerint olyan kisérletet nem végeztek, ahol
mechanikusan sértették volna a barrier funkciot és vizsgaltak volna a Nox1 hidny kovetkezményeit. Ezeket a

kisérleteket mindenképpen érdemes lenne elvégezni Nox1 KO egereken.

3. A Noxl1-el és Nox4-el foglalkoz6 kutatdsok érdekes sajatossdga, hogy a publikalt eredmények viszonylag
kis hanyada szdrmazik olyan kutatdsokbdl, ahol az enzimeket magas szinten expresszdlé szerveket
(vastagbél, vese) vizsgaltak. A Noxl-et valéban leirtak a vastagbélen kiviil is, pl. vaszkuldris simaizomban,
idegsejtekben €s szivizomsejtekben is. A Nox1 idegsejtekben betoltott funkcidjat vizsgald kisérletben Ibi és
munkatdrsai kimutattdk, hogy a Nox1 részt vesz a termdlis és mechanikus hiperalgézia kialakulasaban (2).
Egy madsik munkacsoport Nox1 expressziét irt le dopaminerg neuronokban és kimutatta, hogy az enzim

szerepet jatszik az alpha-synuclein fehérje expresszidjanak fokozodasdban és a fehérje aggregacidjaban (3).



Ezekben a munkdkban problémédsnak latom azt, hogy nem mutattdk ki a Noxl rendszer tovabbi
komponenseinek jelenlétét, holott Nox1-fiiggé ROS termelés csak akkor figyelheté meg, ha a p22P"™*,
valamint a NOXOI1 és NOXAI1 fehérjék is jelen vannak a sejtekben. Tovabbi probléma, hogy a Nox1 fehérje
detektdlasdra jelenleg nem d&llnak rendelkezésiinkre megbizhatéan miik6dd antitestek és ezt gyakran
figyelmen kiviil hagyjak a teriileten kisérletezok (4). A Nox1 jelen van még vaszkuldris simaizom sejtekben,
ahol megtalalhaté a NOXALI és a p22°"* is és a NOXOl-et pedig valdsziniileg a p47™™* fehérje helyettesiti.
Nox1 KO egereken végzett kisérletek szerint az érfal simaizomsejtjeiben taldlhaté Nox1-nek szerepe van az
Angiotenzin II infuzidval 1étrehozott hipertenzi6 kialakuldsdban (5). Nem vildgos azonban, hogy a Nox1-nek
mi a pontos funkcidja vérnyomasemelkedéshez vezetd jelatviteli folyamatokban.

A Nox4 vesén kiviili funkcidi kozott a mindenképpen emlitést érdemel, hogy az enzim valdsziniileg
szerepet jatszik a miofibroblasztok differencidloddsiaban és ez fontos lehet a szervfibrézis patogenezisében
(6). A Nox4 expresszilodik még a szivizomban is és valdszinlileg a szivizomsejtekben taldlhat6. Egy
amerikai munkacsoport Nox4 KO egereken végzett kisérleteiben azt taldlta, hogy a Nox4 részt vesz az
aortasziikitéssel kivéltott szivelégtelenség kialakuldsaban (7). Erdekes médon egy masik munkacsoport —
szintén Nox4 KO egereket vizsgdlva — ellenkezd eredményre jutott és a Nox4 hidnydban figyelt meg
sulyosabb szivkdrosodast (8). Ez utébbi munkacsoport adatai arra utalnak, hogy a Nox4 fokozza az
érképzédést a szivben és ez altal nyujt védelmet a szivelégtelenség kialakuldsa ellen. Schroder és
munkatarsai, akik endothel sejtekben vizsgaltdk a Nox4 szerepét, szintén az talaltak, hogy a Nox4 hianya az

angiogenezis gatlasahoz vezet (9).

4. Az éllati hem peroxidazok és a reaktiv nitrogén szarmazékok kozotti interakcié meglehetdsen komplex és
jelenleg nem tudjuk pontosan, hogy az in vitro korillmények kozott megfigyelt reakcidknak mi lehet az in
vivo jelentdségiik (10). A hem peroxiddzok H,O, jelenlétében képesek a nitrit (NO,") inokat oxidalni és
nitrotirozin kialakuldsat katalizalni. Jelenleg nem teljesen vildgos, hogy ebben a reakcidban mi a nitralé
anyag, de az valdészintileg a nitrogén dioxid (NO,).

Val6szinii tehat, hogy az €16 szervezetekben zajlé nitrotirozin kialakulds (ami az oxidativ stressz
fontos markere) nem csak kozvetleniil, a peroxinitrit hatdsara, hanem peroxiddz mediélt médon is 1étrejohet.
Az eml6s peroxiddzoknak természetesen vannak olyan ,,preferdlt” szubsztratjai (az MPO-nak a CI', az LPO-
nak a SCN") amelyek in vivo limitdlhatjdk a peroxiddz-mediélt tirozin nitralast. Péld4ul cisztikus fibrézisban
szenvedd betegek MPO-t tartalmazé kdpetmintdiban elsGsorban a klorotirozin és ditirozin mennyiségének
markans ndvekedését detektaltak, mig a nitrotirozin szint csak mérsékelten volt emelkedett (11).

A laktoperoxiddz enzimrol leirtdk, hogy képes katalizdlni a peroxinitrit lebontdsat, ami csokkentheti
a peroxinitrit hatdsdra kozvetleniil bekovetkez6 nitrotirozin képzddést (12) €s a peroxinitrit egyéb hatasait is
gatolhatja. A nitrotirozin képz6déshez hasonléan a ditirozin képzédés és az ennek kovetkezményeként
kialakulé fehérje keresztkotés kialakulhat kozvetleniil a peroxinitrit hatdsdra, de peroxiddz-medialt
reakciéban is. Sajnos a ditirozin keresztkotések detektdldsa nem egyszerti, ezért nehéz vizsgélni, hogy in vivo

mennyire jellemzd a ditirozin képzodés hatdsara kialakul6 fehérje keresztkotés.



5. A Nox gatlészerek kozil jelenleg a GenKyoTex cég altal fejlesztett Nox4-et és Nox1-et is gitlé anyag
(GKT 137831) fejlesztése van a legel6rehaladottabb (fazis II.) stddiumban. Errdl a gatlészerrdl kimutattak,
hogy egerekben csokkentette a kisérletes majfibrézis sdlyossagat (13, 14). A gydgyszercég szerint a
méjfibrézison kiviil még mds betegség modellekben (pl. diabéteszes nefropatia, tiidéfibrdzis) is hatdsosnak
bizonyult ez a molekula.

A Vasopharm cég VAS2870 nevii gydgyszerjelolt molekuldja tobb Nox izoforma miikodését is
gétolja. Jelenleg a molekula preklinikai tesztelése folyik. A VAS2870 egy agyi infarktus dllatmodellben
hatékonyan csokkentette az elhalt teriilet méretét (15).

Tobb mas teriileten is felmeriil a Nox enzimek gatldsa mint terdpids lehetdség. Példaul a kdzponti
idegrendszert érinté neurodegenerativ megbetegedések kialakuldsaban valészinilileg szerepe van az oxidativ
stressznek és lehetséges, hogy ezekben az dllapotokban a mikroglia sejtekben expresszalédé Nox2 a
domindns ROS forras. A Nox2 aktivitdsdnak gatldsa tehat {géretes megkozelités lehet a neurodegenerativ
megbetegedések terdpidjaban.

A bels6 fiilben expresszdlodé Nox3 valdsziniileg hozzdjarul a ciszplatin kezelés hatdsira megjelend
hallaskdrosodashoz, ugyanis az enzim expresszidjdnak siRNS technikdval torténd gatldsa csokkentette a
hallaskdrosodds mértékét (16). A Nox3 farmakoldgids gatldsa tehat alkalmas lehet ennek a kellemetlen
gyogyszermellékhatdsnak a kivédésére.

A Duox-LPO rendszer esetében nem a gatldsnak, hanem az antibakteridlis miikodés fokozasanak
lehet klinikai jelentésége. Az Alaxia cég Meveol nevil inhaldcids készitménye a Duox-LPO rendszer
termékét a hipotiociandtot (OSCN-) és laktoferrint tartalmaz. A Meveol antibakteridlis hatdsat egyenldre in
vitro koriilmények kozott és egérben mutattdk ki. A készitményt a cisztikus fibrézis terdpidjaban tervezik
haszndlni. A Duox-LPO rendszert leir6 kozleményemben vetettem fel eldszor annak a lehetdségét, hogy a
Duox-LPO rendszer mitkodése tobb ponton is sériilhet cisztikus fibrézisban (CF). Az egyik lehetdség, hogy a
CFTR hidnyéban csokkenhet a tiocianat ionok légutak felszinére irdnyuld transzportja. A CF betegségben
tovabbi problémat jelenthet, hogy a szubmukozilis mirigyek degenerédcidja és a légutak valadékdnak
beslirlisodése miatt is csokkenhet a rendszer komponenseinek (LPO, H,O,, SCN) termelddése €s célba
jutdsa.

Régi megfigyelés, hogy a daganatos sejtek ROS termelése gyakran fokozodik. A kiilénbozd
szovetekbdl indul6 daganatok expresszdlnak Nox/Duox izoformékat azonban jelenleg nem tudjuk, hogy ezek
az enzimek mennyiben feleldsek a fokozott ROS termelésért és azt sem tudjuk pontosan, hogy a Nox
izoformak miikodése hozzajarul-e a daganatos sejtek fokozott proliferacidjdhoz. A Nox1 enzimrdl eredetileg
leirtak, hogy heterol6g expresszidja daganatos transzformaciéhoz vezet (17), azonban késébb kideriilt, hogy
ez az igéretes megfigyelés kisérleti miitermék volt (18). Egy kozelmultban megjelent kozlemény szerint a
NoxI-nek szerepe lehet colon rdksejtek adhézidjanak fokozdsdban, aminek az &ttétképzodésben lehet
jelentdsége (10). Mdjtumorbdl szarmazd sejtekben a Nox4-nek pro-apoptotikus, mig a Nox1-nek a sejtek

tulélését serkentd hatdsat irtdk le. Ezekben a sejtekben a VAS2870 nem specifikus Nox inhibitor



csokkentette a proliferaciét és novelte a TGF-beta pro-apoptotikus hatdsa irdnti érzékenységet (19). A
GenKyoTex altal fejlesztett molekuldk koziil a GKT136901-rdl irtdk le, hogy egy egér tumor modellben
(Lewis tiid6é karcinoma) in vivo daganatellenes aktivitdssal rendelkezik (20). Természetesen minden
gatlészeres kisérletnél felmeriil annak a lehetsége, hogy a megfigyelt hatds nem Nox gatlds eredménye és
sajnos a nem megfelelden kontrolldlt siRNS kisérletek eredményei is félrevezethetok lehetnek.

Sajat megfigyeléseink szerint az aktiv Nox enzimek magas szintli expresszija elsésorban a
differencidltabb sejtekre jellemz6. Hasonld eredményre jutottak Luxen és munkatdrsai, akik tiidérak mintdkat
vizsgélva azt taldltdk, hogy a Duox1 és Duox2 enzimek expresszidja gyakran alacsony a rakos szovetekben

és sejtvonalakban, aminek a magyardzata a gének prométer régidjanak epigenetikus médositasa lehet (21).

6. Az antioxiddnsok szedésének elterjedése azon az elképzelésen alapul, hogy a reaktiv oxigén szarmazékok
karos molekuldk, melyek ellen mindenképpen kiizdeni kell. Az antioxiddnsok népszerliségéhez biztosan
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hozzajarult, hogy feltételezett hatdsuk (a ,,j6” és a ,,rossz” harca) egy konnyen megérthetd, népszertisithetd és
arusithat6 gondolat. Az antioxiddnsok esetleges betegségmegel6z0 hatdsit vizsgdlé klinikai kisérletek
azonban eddig csaldddst okoztak (22). A Nox/Duox enzimcsaldd felfedezése jelentdsen drnyalta a ROS-rdl
alkotott eddig képet és jelenleg gy gondoljuk, hogy a Nox/Duox éltal termelt molekuldknak szamos fontos
élettani hatdsa van és ezeket egészséges egyénben semmiképpen sem célszerli gitolni. A fagocitdk ROS
termelésének példaul nélkiilozhetetlen a kiilonb6zé kérokozok elpusztitdsdban és a ROS-termelés gatldsa
fokozhatja a kiillonboz6d fert6zések iranti érzékenységet. Azt is tudjuk, hogy a pajzsmirigyhormonok
szintéziséhez szintén sziikségiink van reaktiv oxigénre és ha a Duox2 hidnyzik a pajzsmirigyben, akkor az
hipotireézis kialakuldsdhoz vezet. Ujabb kisérleti adatok arra utalnak, hogy a hidrogén peroxidnak
kulcsszerepe lehet a bazdlis membranok szervezddésében (23), ami alapvetd jelentdségli szamos szovet és
szerv mikodésében. Ha antioxiddnsokkal drasztjuk el a szervezetet, akkor ebben a mitkodésében is zavar
tdmadhat. Szamos kisérleti megfigyelés utal arra is, hogy a jelatviteli folyamatokban is szerepelnek reaktiv
oxigén molekuldk €s jelenleg ugy gondoljuk, hogy ezek intracellularis szintjének megvaltozdsa valésziniileg
nem az egész sejtre terjed ki, hanem gyakran lokdlis marad. Ha antioxiddns anyagok magas koncentraciéban
vannak jelen a szervezetben, akkor a jelatviteli folyamatokban is zavar timadhat.

A ROS-nak természetesen vannak kdros hatdsai, azonban ezek elsGsorban akkor jonnek létre ha tul
nagy mennyiségben termelddnek, vagy ha a lebontdsukban zavar tdmad. Valdszini, hogy a fokozott ROS
termelésért gyakran a Nox/Duox enzimek megvaltozott miikodése lehet a felel6s. Amennyiben egy betegség
kialakuldsaban bizonyitott a fokozott, Nox/Duox eredetli ROS termelés, akkor az ilyen allapotok kezelésére
olyan enzim gétlészerek lehetnek alkalmasak, amelyek specifikusan gatoljak a ROS forrast.

Azt is meg kell azonban emliteni, hogy a mediterrdn diéta egészségvédd hatasat szamos kisérleti adat
bizonyitja. A mediterrdn diétdban szerepld élelmiszerekre valdban jellemzd, hogy magas az antioxidans
tartalmuk. Azonban amikor ilyen ételeket fogyasztunk, akkor nem egyféle anyaggal drasztjuk el a
szervezetiinket, hanem sok, kiilonboz6 szerkezetii és hatdsmechanizmusi antioxidans mérsékelt koncentracié

emelkedése jon létre. Lehetséges, hogy a viltozatos szerkezetli és hatdsi antioxiddnsok szimultdn jelenléte



felelds az egészségvédd hatdsért. VEgiil azt sem lehet kizarni, hogy jelenleg az antioxidans tartalmuk alapjan

kapcsoljuk Ossze ezeket az élelmiszereket, de az egészségvédd hatdsukért valamilyen mads, jelenleg

ismeretlen mechanizmus a felel6s.

Végiil még egyszer szeretném megkoszonni Virdg Laszl6 professzor tr birdléi munkdjat és kérem a

valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2013. mdrcius 25.

Dr. Geiszt Miklés
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