Valasz Dr. Geiszt Miklos opponensi véleményére

Eziton is szeretném megkoszonni Dr. Geiszt Miklosnak a birélat elkészitésére szant
idejét és a részletes értékelését. Koszondm, hogy a benyudjtott értekezésemet fontos
felfedezéseket tartalmazo, kiemelked6 igényességgel megirt munkéanak tartja, amely alkalmas
arra, hogy nyilvanos vita keretében szélesebb korben bemutassam, valamint hogy tdmogatja

az MTA doktora cim odaitélését.

Feltett kérdéseire, megjegyzéseire az aldbbiakat valaszolom:

1. A bevezetésben nem szerepel, ugyanakkor jo6 néhany éve ismert, hogy a légutak
epitélsejtjei is tartalmaznak szabalyozott ROS-termelést medialo NADPH oxidaz
enzimeket (Duoxl és Duox2), amelyek expresszioja IL-4 és IL-13 hatasara jelentésen
novekszik. Milyen interakciok alakulhatnak ki a 1éguti epitélsejtek sajat ROS-termelése

és az értekezésben targyalt ROS-termelé mechanizmusok kozott?

Valasz: A 1égiti hamsejtek Duox enzimei 4ltal folyamatosan termelt H,O, fontos szerepet
jatszik a fert6zések elleni védekezésében (Forteza et al., Am J Respir Cell Mol Biol. 32: 462-
469, 2005). A laktoperoxiddz enzim ugyanis H,O, felhasznéldsidval oxidalja a tiocianat
aniont, hogy a rendkiviil erés antimikrobidlis hatasu hipotiocianitot eldallitsa (Wijkstrom-Frei
et al., Am J Respir Cell Mol Biol. 29: 206-212, 2003). A Duox1 enzim kifejezddése 1L-4 és
IL-13, mig a Duox2 enzimé IFN-y kezelés hatasara szignifikdnsan megemelkedik (Harper et
al., FEBS Lett. 579: 4911-4917, 2005).

Az IL-4 és az IL-13 klasszikus Th2 citokinek, ennek ellenére valaszomban a
velesziiletett immunitas mechanizmusaira fogok fokuszalni, ugyanis megfigyeléseink szerint a
pollen-eredetli oxidativ stressz fiiggetlen az adaptiv immunvélaszoktol. Kisérleteink
eredményei alapjan a pollen-eredeti. ROS hozzajarul a hizésejtek aktivalodasahoz.
Val6sziniileg a pollen NAD(P)H oxidazok altal termelt reaktiv gyokok fokozhatjak a léguti
ham atjarhatosagit, és eldsegithetik az allergén-hizdsejt kolcsonhatds kialakulasat. A
hizosejtekbdl a degranulacid soran felszabaduld hisztamin a HI receptorhoz kotodve
fokozhatja a bronchialis hamsejtek Duox-medialt HO, termelését (Rada et al., Am J Respir
Cell Mol Biol. 50: 125-134, 2014). Az aktivalt hizésejtek altal de novo szintetizalt 1L-4 és

IL-13 szintén fokozni tudja a Duox1 expresszidjat, ezzel egy olyan pozitiv visszacsatolds



alakulhat ki, ami elhiz6d6 oxidativ stresszt eredményezhet a pollen expoziciénak Kkitett
hamfelszin kornyezetében.

A velesziiletett limfoid sejtek 2-es tipusa (ILC2) szintén képes IL.-4 és IL-13 termelésére
aktivaciot kovetden, napokkal az adaptiv immunvalaszok kialakuldsa el6tt (Doherty et al., J
Allergy Clin Immunol. 132: 205-213, 2013). Egy jelenleg elbiralas alatt 4116 NKFI palyazat
(K125337) keretében tervezziik azt megvizsgalni, hogy a pollen NAD(P)H oxidazok &ltal
termelt ROS képes-e olyan citokinek termelddését és endogén danger-szignalok képzddését
indukalni, amelyek hozzijarulhatnak az ILC2 sejtek aktivalasidhoz, és IL-4/1L-13
termeléséhez.

Szintén ennek a palyazatnak a keretében szeretnénk kideriteni, hogy parlagfii pollen
expoziciot kovetden TLR4-medialt szignalok hozz4jarulnak-e az oxidativ stressz
kialakuldsahoz a léguti hamsejtekben. Kiilonosen izgalmas ez a kérdés annak a fényében,
hogy megfigyeléseink szerint a pollen-eredeti oxidativ stressz neutrophil infiltraciét
eredményez a légutakban, ugyanakkor Hosoki és munkatérsai szerint (Curr Opin Allergy Clin
Immunol. 16: 45-50, 2016) TLR4 knock-out egerekben a neutrophilek bearamlasa sokkal
kisebb mértékii a pollen kezelést kovetden. Tovabba, egyes megfigyelések alapjan a Doux?2
altal termelt ROS hozzajarul az LPS-indukélta TLR4 aktivaciohoz a tiidoben (Ryu et al., J
Allergy Clin Immunol. 131: 549-561, 2013), mig mésok szerint Duox-medialt szignadlok nem
sziikségesek az LPS éltal kivaltott neutrophil toborzashoz a légutakban (Chang et al., PLoS
One. 10: e0131810, 2015).

2. A jelolt a bevezetoben megemliti (7. oldal), hogy a mitokondrialis ROS termelés
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a hipoxia-indukalhaté (HIF) transzkripciés faktor
aktivalasaban. Tudomasom szerint a HIF legfontosabb, jelenleg ismert szabalyozasat a
prolin-hidroxilaz enzimek és ubikvitinligiz enzimek mediiljak és a mitokondriumok

pontos szerepe tovabbra sem tisztazott az oxigénérzékelésében.

Valasz: Normoxias koriilmények kozott a HIF-1a nagyon gyorsan degradalddik. Keletkezése
utan kozvetleniil prolin-hidroxilazok (PHD-k) hidroxilaljak. A két prolil oldallancon (P402 és
P564) is hidroxilalt HIF-1a-t a von Hippel-Lindau (VHL) tumor szuppresszor fehérjét is
tartalmaz6é ubikvitin ligdz komplex ubikvitindlja, és ezzel megjeldli a proteaszOmas

degradaci6 szaméara. Hipoxids koriilmények kozott a PHD-k aktivitisa csokken, ezzel



lehetové valik a HIF-la stabilizalodasa, transzlokéacidja a sejtmagba és a HIF-medialt
transzkripcié (Hamanaka és Chandel, Curr Opin Cell Biol. 21: 894-899. 2009).

Hipoxia soran fokozodik a mitokondridlis ROS termelés, és ez hozzajarulhat a PHD-k
aktivitidsanak csokkenéséhez. Azokban a sejtekben, amelyekben nincs mitokondrialis DNS (p°
sejtek) hipoxia hatdsara nem kotddik a HIF-1 a nuklearis DNS-hez (Chandel et al., Proc Natl
Acad Sci USA, 95: 11715-11720, 1998). Farmakolédgiai inhibitorok alkalmazasaval
kimutattdk, a mitokondrialis 1€gzési lanc III. komplexe felelds a ROS termelésért, amely
lehetové teszi a HIF-1-medialt transzkripciét hipoxia esetén (Chandel et al., J Biol Chem.,
275: 25130-25138, 2000). Megerdsiti ezt a megfigyelést, hogy a Rieske Fe-S fehérje
kifejez0désének gatlasa shRNS technoldgidval, ami megakadalyozza a ROS termelddését a
ITI. komplexen, szintén lehetetlenné teszi a HIF-1 stabilizaciojat hipoxia esetén (Brunelle et
al., Cell Metab. 1: 409-414, 2005; Guzy et al., Cell Metab. 1: 401-408, 2005). Ezek a
megfigyelések arra utalnak, hogy a mitokondridlis III. komplex altal termelt ROS
meghatarozo szerepet jatszik a HIF-1a stabilizalodasaban hipoxia esetén. A PHD-k miikddése
a hozzaférhetd oxigén, Fe®* és a-ketoglutardt mennyiségétdl fiigg (Kaelin és Ratcliffe, Mol
Cell. 30: 393-402, 2008). A mitokondrialis ROS a Fe’" oxidalasaval a katalitikus centrumban,
vagy a redox-szenzitiv ciszteinil-oldallancok moédositdsaval géatolhatja a PHD-k aktivitasat
(Fuhrmann et al., Redox Biology 12: 208-215, 2017).

Meg kell azonban emliteni azt is, hogy vannak szerzdk, akik szerint a mitokondriumok
nem ROS termeléssel, hanem az elérheté O,-szint szabalyozasaval modulaljak a celluléris
valaszokat hipoxia soran (Chua et al., J Biol Chem. 285: 31277-31284, 2010). Maés
megfigyelések szerint a HIF-1o hidroxilalasaval parhuzamosan a PHD-k az a-ketoglutaratot
szukcinattd oxidaljak (Gottlieb és Tomlinson, Nat Rev Cancer. 5: 857-866, 2005), és ennek
megfelelden a szukcinat, s6t a fumarat is gatolja a PHD-k mikodését (King et al. Oncogene
25: 4675-4682, 2006). Ha novekszik ezeknek a mitokondridlis termékeknek a szintje a
sejtben, a szukcinat dehidrogendz vagy a fumaraz miikodésének gatlasa miatt, ez a HIF-1a
stabilizdlodasat eredményezi (King et al. Oncogene 25: 4675-4682, 2006). Nemrégiben az is
kideriilt, hogy olyan mitokondridlis miitkodési zavarok, amelyek nem kozvetleniil a 1égzési
lanchoz vagy a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklushoz kothetdk befolyasoljdk a HIF-1oo mRNS
expresszidjat (Shvetsova et al., Redox Biol. 12: 1052-1061, 2017).

Mindezek alapjdn a mitokondriumok nagyon Osszetett mechanizmusok alapjan
szabalyozzdk a HIF-1a kifejez0dését és stabilitasit, aminek csak egy szegmense a fokozott
mitokondridlis ROS termelés, ezért egyetértek a Birdloval, hogy arnyaltabban kellett volna

megfogalmaznom az idézett mondatot.



3. A tiol csoportok H;0,-medialt oxidacioja nem feltétleniil vezet diszulfid hidak
kialakulasahoz (11. oldal). A cisztein, cisztein szulfénsavva torténé oxidacidja
onmagaban megvaltoztathatja a célfehérje szerkezetét és funkcidjat, ahogyan ez pl. a

protein tirozin foszfataz enzimek esetében is torténik.

Valasz: Koszonom a kiegészitést! Bar a mondat megfogalmazasa ,,Az oxidalodas
eredményeként a fehérjén beliil, vagy a fehérje molekulak kozott diszulfid hidak alakulhatnak
ki.” sejteti, hogy a tiol csoportok oxidici6ja nem mindig eredményezi diszulfid hidak
kialakulasat, a kovetkez0 mondat eldtt logikailag hidnyzik, hogy a cisztein szulfénsav
kialakulasa is megvaltoztathatja a proteinek szerkezetét/funkcidjat. A kovetkez6 mondat
ugyanis a tirozin foszfatdzok miikodésének H,O, altali szabalyozéasara utal: ,,A H,O, fbleg
kinaz-medialt ttvonalak szabalyozasaban vesz részt, a legjobban jellemzett in vivo célpontjai

a protein tirozin foszfatazok (pl. PTP-1B, SHP1 és SHP2) [45].”

5. Az anyagok és modszerek fejezetben nem taldltam informaciét arra vonatkozolag,
hogy a parlagfii pollen extrakt (ragweed pollen extract) pontosan milyen eljarassal

késziilt.

Valasz: A parlagfii pollen extraktot a Greer Laboratories cégtdl (Lenoir, NC, USA)
vasaroltuk liofilizalt formaban. Az ampulldn a gyarté feltiinteti a szdrazanyag tartalmat és a
fehérje tartalmat (Bradford). A parlagfiivet liveghdzakban termesztik, a pollenszemeket
specialis ,,porszivokkal” gyljtik 6ssze, majd vizben hidrataljak. A kivonat a pollenszemekbdl
kiold6d6 anyagokat tartalmazza. Az &aztatds utdn az oldatot tobblépcsds szlirdrendszeren
atengedve sterilre sziirik, majd liofilizdjdk. Az ampullak nem tartalmaznak sem tartdsitdszert,

sem puffer sokat.

6. A Kkiillonboz6 eukariota sejtekben expresszalodé NADPH  oxidazok
membrantopolégiajaira és miikodésére jellemzo, hogy a NADPH Kkoté régio
intracellularisan helyezkedik el és a szuperoxid anionok termelése az extracellularis tér
felé torténik. Az értekezésben ismertetett Kisérletekben viszont azt tapasztaltak, hogy az

extracellularis térben alkalmazott NADPH (és néhany esetben NADH) noveli az intakt
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pollenszemek és szubpollen részecskék ROS-termelését. Milyen mechanizmussal
torténhet ez? Elképzelheté-e, hogy a NADPH hianyaban detektalt és a NADPH-val

stimulalt ROS termelés hatterében két kiilonb6z6 enzim all?

Valasz: Igen, elképzelhet6. Eddig még nem publikalt megfigyeléseink szerint ugyanis a
parlagfii pollenben legalabb kétféle enzim a felelOs a szuperoxid anion termeléséért. Az in situ
g€l NBT esszék eredményei alapjan az egyik enzim csak a NADPH-t, mig a méasik a NADH-t
€s a NADPH-t is hasznilni tudja szubsztritként a szuperoxid anion eldallitdsahoz.
Feltételezésiink szerint a csak NADPH-t hasznal6 enzim a Rboh fehérjecsaladba tartozik, mig
a masik egy sejtfalhoz asszocialt peroxiddz (Prx). A pollen kivonat készitése soran a
pollenszemek egy része valdszinlleg szétesik, és az Rboh enzimet hordoz6 kis

plazmamembran darabok is belekeriilnek az extraktba, mig a Prx enzim egyszertien kioldodik

a sejtfalbol.

7. Ha a pollen oxidaz ROS-termeléséhez extracellularis NADPH vagy NADH jelenlétére
van sziiksége, akkor milyen mechanizmussal juthat szubsztrathoz a pollen oxidaz a

légutakban vagy a conjunctiva felszinén?

Valasz: Eredményeink szerint mind az intakt pollenszemek, mind a szubpollen részecskék
onmagukban is képesek voltak szuperoxid anion termelésére exogén NADH vagy NADPH
hozzaadasa nélkiil is, valdsziniileg a plazmamembranhoz kotétt Rboh enzim miikodésének
koszonhetden. Tenyésztett hamsejtekben, dendritikus sejtekben és az egerek kotohartyajaban
az intakt pollenszemek €s a szubpollen részecskék oxidativ stresszt indukaltak exogén
szubsztrat hozzdadéasa nélkiil is. Ugyanakkor nem zéarhatjuk ki annak a lehetdségét sem, hogy
extracellularis NADH vagy NADPH is hozz4jarulhat a pollen ROS termeléséhez. A 1égiiti
hamsejteket borité folyadékfilmben Cantin és munkatirsai (J Appl Physiol. 63: 152-157,
1987) 22 + 3 uM NADPH koncentraciot mértek. A NADH szérum szintje egészséges
egyénekben 12,2 + 2.4 ng/ml (Braidy et al., Brain Res. 1537: 267-272, 2013).

8. Tobb kiilonboz6 sejttipuson is megfigyelték, hogy a pollen vagy szubpollen hatasara
oxidativ stressz alakul ki a sejtekben. Mivel a kezelt sejtek maguk is expresszalhatnak

olyan ROS-termeld enzimeket, amelyek a pollenkezelés hatasara aktivalodhatnak, nem
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vilagos a szamomra, hogy ezekben a Kkisérletekben honnan lehet tudni, hogy a detektalt
ROS milyen forrasbol szarmazik. Elképzelheté példaul, hogy a pollen altal termelt ROS
aktivalja a kezelt sejtek sajat ROS termelését (példaul az intracellularis kalcium szint

emelésén keresztiil).

Valasz: Teljes mértékben egyetértek a Biraloval, ezeknek a kisérleteknek az alapjan nem
lehet minden kétséget kizar6an megéllapitani, hogy az intracellularis ROS szintjében detektalt
novekedésben mekkora szerepe van a pollen/szubpollen-eredetii ROS-nak és az endogén
ROS-nak. Az antioxidansok (NAC) és a nem specifikus inhibitorok (DPI, quinankrin) az
endogén ROS termelést is gatolhatjadk. A kérdés megvalaszolasdhoz vagy az kellene, hogy
specifikusan tudjuk gatolni a pollen NAD(P)H oxidazokat /erre jelenleg nincs lehetdségiink/,
vagy gatoljuk az intracelluldris Ca®* emelkedés hatdsat pl. BAPTA-AM kezeléssel, vagy
csendesitsiik azokat a géneket, amelyeknek a termékei részt vehetnek az endogén ROS
termelésben. Ezeket az utobbi kisérleteket azért nem végeztiik el, mert nem az volt a célunk,
hogy azt bizonyitsuk, hogy kizar6lag a pollen/szubpollen-eredetii ROS a felelds az oxidativ
stressz kialakulasaért, hanem hogy a pollen NAD(P)H oxiddzoknak szerepe lehet a megfigyelt
jelenségben. Egy kisérletsorozatban mi magunk bizonyitjuk, hogy pollen expoziciét kovetden
a hamsejtek mitokondriumai valnak a ROS elsodleges forrasava (34. abra).

Kisérleteink eredményeibdl az vilagosan latszik, hogy az a faktor, ami az endogén
ROS termelést esetleg indukalhatja a hamsejtekben és DC-kben a pollen/szubpollen kezelést

kovetden, az 72 °C-on végzett, 30 perces eldinkubalassal inaktivalhat6 (21., 47. és 54. 4bra).

9. A jelolt kimutatta, hogy a laktoferrin, in vitro és in vivo alkalmazva egyarant
csokkenti az oxidativ stresszt légiti epitélsejtekben, valamint mérsékli a RWE altal
indukalt l1éguti gyulladast. Vizsgaltak-e génhianyos egerek vagy neutralizalé antitestek
segitségével, hogy az endogén modon expresszalodé laktoferrinnek van-e hasonlé

szerepe?

Valasz: Ezeket a kisérleteket nem végeztiik el. Eredményeink szerint ugyanis a laktoferrin
els6sorban vaskotd képessége révén fejtette ki a kedvezd hatisat az altalunk vizsgalt
modellrendszerben. Ward és munkatarsai (Mol Cell Biol. 23: 178-185, 2003) viszont

kimutattak, hogy a laktoferrin knock-out egerekben nincs dramai kiilonbség a szérum vas

c 202
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s sz

transzferrin kompenzalhatjak.

A neutralizdl6 ellenanyagokkal végzett kisérletek eredményeit pedig nagy
koriiltekintéssel kellene interpretalni, ugyanis a laktoferrinrél korabban kimutattak, hogy
képes hozzakotddni a polimorfonuklearis leukocitak felszinéhez (Boxer et al., J Clin Invest.
70: 1049-1057, 1982; Deriy et al., Biochem Biophys Res Commun. 275: 241-246, 2000). A
laktoferrin-specifikus monoklondlis ellenanyagok nemcsak a szolubilis, hanem a membranhoz
kotott laktoferrint is felismerhetik. A sejtfelszini laktoferrinhez k6tédo ellenanyag aktivalhatja
a polimorfonuklearis leukocitakat, €s fokozhatja azok ROS termelését (Hu et al., Biomed Res

Int. 2015:285237, 2015).

10. Az extracellularis, mitokondrialis DNS oxidacidja fokozta a mtDNS pDC-aktivalo
hatasat. Az értekezésben ismertetett Kisérletekben HL60 és Sp2/0-Agld sejtek
Antimycin A-val torténd kezelésével indukaltdk a mitokondrialis DNS oxidaciéjat.
Vajon in vivo koriilmények kozott milyen oxidativ folyamatok vezetnek a mtDNS

modosulasahoz?

Valasz: A mitokondridlis DNS az elektron transzport lanc kozelében helyezkedik el,
szerkezetét nem védik hiszton fehérjék, és a DNS hibakat kijavité mechanizmusok a
mitokondriumokban kevésbé hatékonyak, mint a sejtmagban miikodok (Wallece D. C., Sci
Am. 277: 40-47, 1997), ezért normal koriilmények kozott is a mitokondridlis DNS-ben
magasabb az oxidalt bazisok ardnya, mint a magi DNS-ben (Hudson et al., Free Radic Res.
29: 573-579, 1998). Azok a hatdsok, amelyek akut vagy kronikus oxidativ stresszt okoznak a
sejtekben, a mitokondridlis DNS oxidativ karosodasdhoz vezethetnek. Az életkor
elorehaladasaval a mitokondriumokban halmozdédnak az oxidativ elvéltozasok (Barja et al.,
FASEB J. 14: 312-318, 2000). A 1égutakban az 6zon (Chuang, et al., Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol. 297: 1.209-216, 2009), azbesztszalak (Shukla et al., Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol. 285: 1L1018-1025, 2003), vagy cigaretta fiist (Fahn et al., Am J Respir Cell Mol Biol.
19: 901-909, 1998) belélegzése vezethet a mitokondridlis DNS ilyen tipusi mddosuldsdhoz. A
gyulladasos sejtek bevandorlasa a légutakba az asthmas betegeknél kronikus oxidativ stresszt
eredményez, és ez a mitokondrialis DNS oxidativ karosodasat valthatja ki (Reddy P. H.,

Pharmaceuticals (Basel). 4: 429-456, 2011).



Egy nemrégen megjelent tanulméiny szerint - amelyben hivatkoztak is a mi
megfigyeléseinkre - a mitokondridlis ROS szintézisnek fontos szerepe van a neutrophil
granulocitaknal megfigyelt extracelluléris csapda (neutrophil extracellular trap, NET) képzés
elinditasdban, valamint a NET6zis soran kibocsatott oxidalt mitokondrialis DNS I-es tipust
IFN képzddést indukal, €s hozzajarulhat autoimmun betegségek kialakulasdhoz (Lood et al.,

Nat Med. 22: 146-153, 2016).
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