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Koszonom Tretter L4szlé professzor trnak, hogy elbirdlta a doktori értekezésemet és koszondm a
dolgozatrdl alkotott elismerd véleményét. Az értekezéssel kapcsolatos megjegyzésére €s kérdéseire adott

valaszaim a kovetkezok:

1. Az eredmények targyaldsanal valoban szerencsés lett volna feltiintetni, hogy az adott eredményt melyik

publikécié tartalmazza.

2. Az elektron oxidazon beliili ,,itvonalat” a Nox2 fehérje esetében tanulmanyoztdk a legrészletesebben.
Okkal feltételezhetjitk, hogy a Nox/Duox csaldd tobbi tagja esetében sem kiilonbozik lényegesen az
elektrontranszfer mechanizmusa, ugyanis a csaldd egyes tagjai nagymértékben hasonléak egymashoz és
kiilonosen az elektrontranszportban szerepet jatszo fehérjeszakaszok kozott nagy a homoldgia. A Nox2 a
mitokondridlis ROS-képzésben résztvevd fehérjékhez hasonldan szintén flavoprotein. A Nox2 C-termindlis
része tartalmazza a NADPH- és FAD-kot6 motivumokat. A fehérje harmadik és 6tddik transzmembran
régidjanak konzervélt helyzetli hisztidinjei koordindljdk a két hem prosztetikus csoport, melyek koziil
valészintileg az egyik belsé (a citoszolhoz kozelebbi), a masik pedig kiilsé helyzeti. A NADPH-rél
szarmaz6 elektron elészor a FAD-ra, majd a belsé hemre keriil és onnan jut a kiilsé hem-re, majd pedig a

molekularis oxigénre (1).

3. Az emlds Duox enzimek peroxiddz-szerii doménje valoban nagyfokd homol6gidt mutat az 4llati hem-
tartalmd peroxiddzok csalddjanak tobbi tagjdval. Az emlds Duoxok peroxiddz-homolég doménjeinek
azonban nincs peroxiddz aktivitdsa, ugyanis tobb olyan konzervalt aminosav is hidnyzik a fehérjébdl,
amelyeknek elengedhetetlen szerepiik van a hem kotésben és a katalitikus aktivitds kialakitdsdban (2).
Erdekes médon a C. elegans Duox peroxiddz-homolég doménje kot hemet és van egy viszonylag alacsony
peroxidaz aktivitdsa, azonban ez csak ezredrésze a laktoperoxidaz aktivitdsanak (2).

A Duoxot expresszalo sejtekre jellemzd, hogy nincs mérhetd szuperoxid termelésiik, hanem H,0,-ot
allitanak eld. Felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a peroxiddz-homol6ég doménnek szerepe lehet az oxigénre
torténd elektrontranszfer kovetkeztében képz6do a szuperoxid hidrogén peroxidda torténd atalakitdsaban. Az
izolalt peroxiddz-homoldg doméneken végzett kisérletek azonban nem igazoltdk ezt az elképzelést (2). Egy
2005-0s Osszefoglalé cikkben fogalmaztuk meg azt az elképzelést, hogy a peroxiddz-homol6ég doménnek

szerepe lehet egy aktiv peroxiddaznak (pl. LPO-nak vagy TPO-nak) a ROS forrds kozelébe torténd



lokalizaciéjaban (3). Egy kozelmiltban megjelent kozlemény szerint a peroxiddz-homolég doménje képes a

dimerizacidra, amit konzervalt helyzetii ciszteinek hoznak 1étre (4).

4. A thapsigargin szuperoxid termelésre kifejtett hatasat vizsgalo kisérletekben nem voltak Fura-2-vel toltve
a sejtek, tehat a festék nem befolydsolhatta a Ca™* koncentrdcié valtozdsait. A magas koncentriciéji TG

szuperoxid termelést stimuldlé hatdsaért valdsziniileg a TG, vagy a TG prepardtumban taldlhatd

szennyezOdés protein kindz C-t aktivald hatdsa lehet a felelds.

/////

az az oka, hogy a Nox2 rendszeren kiviil a tobbi Nox/Duox enzimet még nem vizsgaltdk tisztitott forméban,
ami feltétele az ilyen tipusi méréseknek.

A Nox2-rél tudjuk, hogy a NADPH-ra vonatkozé6 Km-je 25-35 uM, mig a NADH-ra vonatkoz6
ennek legaldbb az Gtvenszerese (1). A fagocita oxidaz oxigénre vonatkozé6 Km-je a legtobb kozlemény
szerint 5-10 uM koriil van (1). A szubsztratok szabalyozé szerepével kapcsolatban a Nox4 esetében leirtak,
hogy hypoxidban fokozdédik az enzim expresszidja, ami valdszinlileg a HIF-lalfa transzkripcids faktor
kozvetitésével jon 1étre (5). Mivel a Nox4 aktivitasat elsdsorban az expresszids szintje hatdrozza meg, ezért
hypoxidban valdszintileg fokozédik a Nox4 medidlta ROS termelés. A kézelmiltban publikdlt eredmények

szerint endothel sejtekben a Nox2 expresszidja is emelkedik hypoxids koriilmények kozott (6).

6. A vad tipusi urothel sejtek H,O, termelése 1-1.5 nmol/10° sejt/éra. Az alaptermeléshez valésziniileg
hozzdjarul a Duoxl, ugyanis az enzim hidnydban kb. 10 %-al alacsonyabb H,O, termelést mériink. A
stimulus hidnydban megfigyelt, Duox1-fiiggd H,O, termelésnek szerintiink az a magyardzata, hogy a nem
stimuldlt sejtekben is kialakulhatnak olyan dtmeneti Ca®* szignélok (pl. oszcilliciék), amelyek aktivdlhatjak

a Duoxot.
7. A vizsgélt Nox enzimek koziil a Nox4 mutat konstitutiv ROS termelést. Ez az egyetlen olyan Nox enzim
amelynél nem ismeriink gyors aktivitds fokozddast kivalté szabdlyozé mechanizmust. A Nox4 aktivitasat

tehat elsésorban az expresszids szintje hatirozza meg.

Végiil szeretném még egyszer megkOszonni Tretter Laszlé professzor ur birdléi munk4jat és kérem a

valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2013. marcius 25.

Dr. Geiszt Mikl6s
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