Valasz Dr. Kurucz Istvan opponensi véleményére

Mindenekeldtt szeretném koszonetemet kifejezni Dr. Kurucz Istvannak, hogy szamos
elfoglaltsaga ellenére elvéllalta értekezésem biralatat, azt alaposan attanulmanyozta, és az
értékelését elkészitette. K6szonom, hogy a benyujtott értekezésemet olyan innovativ és
kiemelkedd munkanak tartja, amely mind formailag mind pedig tartalmilag egyértelmiien
eleget tesz az akadémiai doktori disszertacié kovetelményeinek.

A kritikai észrevételeket elfogadom. A 11. dbra F panel esetében valamilyen médon
fel kellett volna hivhom az olvasok figyelmét, hogy a tobbi paneltdl eltérden a vizszintes

tengely értékeit itt logaritmikus skalan dbrazoltam.

Feltett kérdéseire az alabbiakat valaszolom:

1. A munka soran vendortdl szirmazd, vagy sajat gytjtésii intakt pollenszemeket is
hasznaltak, kiilonféle kisérletekhez. Tobbek kozott az ezekkel kezelt dendritikus sejtek
T-sejt proliferacios és T-sejt polarizacios képességét vizsgaltak meglehetosen hosszia
sejttenyésztést igénylo kisérletekben. Kivancsi lennék ra, hogy okozott-e ez valamilyen

nehézséget, vagy igényelt-e valamilyen specialis kezelést a sterilitas fenntartasaban?

Valasz: Azokban a kisérletekben, amelyekben tenyésztett sejteket kezeltiink intakt
pollenszemekkel, minden alkalommal a Greer Laboratories cégtdl véasarolt parlagfii
pollenszemeket haszndltuk. Bar a tipfolyadékok csak az A4ltalanosan hasznalt
antibiotikumokat (100 U/ml penicillin, 100 ng/ml streptomycin) tartalmaztik, egyetlen
esetben sem tapasztaltuk, hogy a sejtkultirak befertézddtek volna. A dendritikus sejteken
végzett kisérletek elott, Limulus amoebocita lizatum teszt felhasznalasidval, meghataroztuk a
kezelésekhez hasznalt pollen mintdk LPS tartalmat. A teszt 16 pg/ml LPS kontaminaci6t
mutatott ki. A kisérletek soran ez, a kontrollként alkalmazott 16 pg/ml-es LPS koncentracid

nem bizonyult elegendOnek a dendritikus sejtek aktivalasdhoz.

2. A légnti gyulladas in vivo modelljében szamos alkalommal hasznaltak intranazalis

kezelést nemcsak az allergén, hanem inhibitorok és siRNS bejuttatasara is. A



modszertani leirasban és az eredeti publikaciokban is csak nagyon kevés részlet
talalhaté ennek technikai lebonyolitasarél (térfogat, anesztézia emlitésre keriil pl.: Oggl
kifejezodésének gatlasa leirasakor a dolgozat 28. oldalan, vagy ugyanitt az eredeti
cikkben; DNA Repair 12:18-26(2013) de mas esetekben nem nagyon). Szeretném tudni
mi volt a maximalis térfogat amelyet intranazalisan adagoltak, illetve valoban végeztek-e

ilyen tipusi kezelést éber allatokon?

Valasz: Az intranazalis kezeléseket minden esetben anesztézia alatt végeztiik el. Ehhez az
egereket ketamint (18 mg/ml) és xylazint (2 mg/ml) tartalmazo6 fiziologias sdoldattal oltottuk
intraperitonedlisan (100 pl). A mozgasképtelenné valt allatokat fiiggleges helyzetben ugy
rogzitettiik, hogy a fejiikk hétrahajoljon. Ebben a testhelyzetben az intranazalisan bejuttatott
oldat mélyebbre hatol a 1égutakban. A kezeléshez hasznalt oldat maximalis térfogata 60 ul
volt, amit 4 x 15 pl-es ddzisokban juttattunk be, automata pipetta segitségével. Az egerek a

kezelés utan még egy percig fiiggdleges pozicidban maradtak.

3. Szamos inhibitort, illetve stimulatort hasznaltak a munka soran in vitro és in vivo is.
Ezek koziil néhany esetben nekem az alkalmazott koncentraciok viszonylag magasnak
tintek (in vitro DPI kezelések [pl. 58. abra], vagy in vivo pl. a [JCI 115:2169, 2005]-ben
leirt 12 pM GSSG vagy 75 pM 4-HNE per egér = 29,2 g GSSG/80 kg ember, illetve 46 g
4-HNE/80 kg ember ddzissal;). Az lenne a kérdésem, hogy az inhibitorok illetve a kémiai
anyagok alkalmazott koncentraciéinak kivalasztasa el6kisérletek alapjan dozis-hatas

osszefiiggések felhasznalasaval, vagy pedig irodalmi adatok alapjan tortént?

Valasz: Az alkalmazandé DPI koncentrici6 meghatarozasanal irodalmi adatokat vettiink
alapul. Korabbi megfigyelések alapjan a fagocita NADPH oxid4dzok és a novényi plazma
membréanban, vagy a sejtfalban taldlhaté szuperoxid aniont termeld enzimek kozott fontos
kiilonbség, hogy az elobbiek sokkal érzékenyebbek a DPI gatl6 hatasara (K; = 5-10 uM), mig
a novényi enzimeket csak nagyobb koncentracidji DPI-vel (100 uM) lehet gatolni (Frahry és
Schopfer, Planta 212: 175-183, 2001). Természetesen kiprobaltunk alacsonyabb DPI
koncentraciot is kisérleteinkben (10 uM), de csak részleges gatlo hatast tapasztaltunk.

A GSSG és a 4-HNE esetében a kezelésekhez hasznalt koncentracid kivalasztisa
elOkisérletek alapjan, dozis-hatds Osszefiiggések vizsgélatival tortént. Az alkalmazott

koncentracioknal semmilyen toxikus hatds nem volt megfigyelhetd az egerekben. Ha ezeket a
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doézisokat emberre akarjuk vonatkoztatni, akkor figyelembe kell venniink a két faj eltérd
testfeliilet-testtomeg aranyat (Kéllai, L., Magyar Allatorvosok Lapja 123: 173-179, 2001). A
metabolikus dozis figyelembevételével az egerekben alkalmazott dézisok az emberben a

kovetkezOknek felelnek meg: 4,1 g GSSG/80 kg és 6,6 g 4-HNE/80 kg.

4. Lat-e arra realis esélyt, hogy a pollen NAD(P)H oxidazokat specifikusan gatlé
inhibitort lehessen fejleszteni: elképzelheté-e (esetleg mar ismert) kiilonbség a pollen és a
human NAD(P)H oxidazok (1) szerkezete (2) szubsztat felhasznalasa, illetve (3) ismert
inhibitorokkal (pl. flavoprotein-, hem ligand-, bipiridil-, vagy benzimidazol tipusi

inhibitorok) valé gatolhatésaga kozott?

Valasz: Ha sikeriil is ilyen specifikus gatloszert talalni, az bizonyara nem lesz konnyti feladat.
A novényi NADPH oxidazok (respiratory burst oxidase homologs: Rbohs) szerkezete ugyanis

homolég a fagocita NADPH oxidazok gp91P"™

alegységével: 6 transzmembran domént
tartalmaznak, amelyek két hem prosztetikus csoportot kotnek, a C-termindlis végiikon egy
FAD-kot6 régio, és a NADPH-koto hely taldlhaté (Bedard et al., Biochimie 89: 1107-1112,
2007). Ennek megfelelden a flavoprotein inhibitorok, vagy a hem csoporthoz kot6do
gatloszerek (idetartoznak a piridil- és az imidazol-szarmazékok is) mind a két tipusd enzim
miikodését gatoljak (Auh és Murphy, Plant Physiol. 107: 1241-1247, 1995). Fontos
kiillonbség azonban a fagocita NADPH oxiddzokhoz képest, hogy a novényi NADPH
oxidazok miikddéséhez nincs sziikség mdés, szabalyoz6 funkcioju fehérjékkel alkotott
komplex kialakitasara. Jelenlegi ismereteink szerint a pollen NADPH oxiddzok miikddése az
alabbiak szerint szabdlyozodik: 1.) Receptor-szeri kindzok (RLKSs) (Boisson-Dernier et al.,
PLoS Biol. 11: €1001719, 2013) és Rac/Rop GTPazok (Potocky et al., J Plant Physiol. 169:
1654-1663, 2012) miikdodésének eredményeként a protein N-terminalis vége foszforilalodik.
2.) Ennek hatéséra a Ca**-k6té motivumok (EF-hands) Ca®*-ot kétnek, ami ROS termeléshez
vezet. 3.) A ROS termelés Ca®"-csatornék aktivélasaval fokozza az intracelluldris Ca** szintet.
4.) A Ca**-fiigg protein kindzok (CDPK) aktivitdsa fokozédik, ami az enzim N-terminalis
részének ujabb foszforildlodasat és a ROS termelés fokozodasat eredményezi (Wudick és
Feijo, Mol. Plant 7, 1595-1597, 2014; Jiménez-Quesada et al., Front Plant Sci. 7: 359, 2016).
A receptor-szerll kindzok és a Rac/Rop GTPazok mikodésének gitlasa elképzelhetd, hogy
nem befolyasolja a fagocita NADPH oxiddazok miikodését. A pollen NADPH oxidazok

mukodését szabalyozd mechanizmusokat a gyakran hasznélt laboratériumi novényekben
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(ladfi, dohéany, oliva) vizsgédltdk részletesen. Nem tudjuk ma még, hogy ezek a
mechanizmusok hasonléan miikodnek-e a 1éguti allergidk szempontjabol fontos fajokban is.
Tovabb neheziti a kérdés megvalaszolasat, hogy eddig még nem publikélt
megfigyeléseink szerint a parlagfii pollenben legalabb kétféle enzim a felelés a szuperoxid
anion termeléséért. Az egyik csak a NADPH-t, mig a masik a NADH-t és a NADPH-t is tudja
hasznélni szubsztratként a szuperoxid anion el6allitasdhoz. Feltételezésiink szerint a csak
NADPH-t hasznal6 enzim a Rboh fehérjecsaldadba tartozik, mig a masik egy sejtfalhoz
asszocialt peroxidaz (Prx) (Jiménez-Quesada et al., Front Plant Sci. 7: 359, 2016). A
peroxidazok III. osztilyaba tartozé Prx enzimek glikoproteinek, amelyek hem prosztetikus
csoportot tartalmaznak, szerkezetiiket négy diszulfid hid és két Ca®* stabilizdlja (Richards et
al., J Exp Bot. 66: 37-46, 2015). A pollen Prx proteinek specifikus gatldszerének
kifejlesztéséhez el0szor azt kellene megvizsgédlni, hogy a kiilonbozé fajokbol izolalt
enzimeknek mennyire hasonlit a szerkezete és miikodése, ugyanis az eddig részletesen
megvizsgalt novény fajokban tobb tucat gén kddolja az enzimcsalad tagjait (pl.: ludfliben 73

gén, rizsben 138 gén) (Almagro et al., J Exp Bot. 60: 377-390, 2009).

5. Sikeriilt-e elébbre jutni az adjuvanssal Kkiegészitett vakcinalas kérdésében;
nevezetesen lehet-e mar tudni, hogy a szintetikus CpG szekvencidkban a G—8o0xoG

csere milyen hatassal van az oligonucleotid adjuvans aktivitasara?

Valasz: Kapacitds hidnydban még nem tudtuk az értekezésben megemlitett kisérleteket
elvégezni, de az aldbbi, méisok altal elvégzett vizsgalat eredményei megerdsitik a koncepcio
helyességét. Yoshida és munkatarsai (Free Radic Biol Med. 51: 424-431, 2011) 8-oxoguanin
tartalmu oligodeoxinukleotidok (ODN-ek) gyulladaskeltd hatasat vizsgaltak. A tesztekhez az
CpG motivumot tartalmaz6 ODNI1668-at és a CpG motivumtél mentes ODNI1720-at
valasztottak ki. Mindkét kiindulasi ODN-nek 2-2 valtozatat allitottak el6. Az 0xo(G9)-1668 a
CpG motivumon beliil, az oxo(G15) a CpG motivumon kiviil tartalmazta a 8-oxoguanint. Az
0x0(G8)-1720 és oxo(G15)-1720 volt a masik két vizsgidlt ODN. Az oxo(G15)-1668
szignifikdnsan nagyobb mennyiségli TNF-a-t indukalt a RAW264.7 makrofagokban, mint az
ODN1668. Ezzel szemben az 0x0(G9)-1668, az 0xo(G8)-1720 és az oxo(G15)-1720 ODN-ek
egyike sem aktivalta a sejteket. Az ODN1668-indukilta TNF-o termelést szignifikdnsan
novelte az oxo(G8)-1720, vagy oxo(G15)-1720 egyiittes adasa, de az ODN1720-¢ nem. Ez a

jelenség primer egér makrofagokban is megfigyelhetdé volt. Az egerek talpaba szubkutin
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oltott ODN1668 lokalis 6démat valtott ki, ami fokozhaté volt oxo(G8)-1720 egyideji
injektalasaval, de ODN1720 beadasaval nem.
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