Valasz Dr. Boros Imre Miklés biralatara

El6szor is hadd kdszdénjem meg a Tisztelt Biraldo faradsagos munkajat; alapos,
minden részletre kiterjed6 elemzését; valamint, hogy pozitivan nyilatkozott
munkamrol.

Kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

1. kérdés: A tézisben kbzbltek alapjan nem értek teljes mértékben egyet azzal a
kévetkeztetéssel, hogy ,a TRPV1 és CB1 molekulak meghatarozé szereppel
birhatnak a human prosztata daganatos elvaltozasainak kialakulasaban’.

Kérem kommentalja e kérdést a tekintetben, hogy

A, ismertek-e olyan daganatos elvaltozasok, amelyekben a szobanforgd két receptor
valamelyikének oki szerepe megalapozottan feltételezett?

B, ha igen, akkor milyen tipusu megvaltozas funkcié nyerés, vagy funkcio vesztés az,
ami a tumoros allapotban jellemzéen eléfordul?

C, ha nem ismert ilyen tumor, akkor is mondja el véleményét kérem, hogy varhatbéan
milyen valtozassal modosulva és a tumor kialakulasanak melyik fazisaban
jatszhatnak szerepet e receptorok a daganatokban!

Vélasz: Az idézett mondat (a tudatosan alkalmazott feltételes mod, valamint egy
altalanos Uzenetre val6 torekvés ellenére is) valdban tul ,er6sen” és félreérthetben
fogalmaz; igy a ,kialakulas” kifejezés patognomikus szerepet is sugallhat, mely
kijelentés természetesen nagyon elhamarkodott lenne. Mindezek miatt elnézést
kérek a Tisztelt Biralotol.

A fenti gondolt mentén felmerult ,Tyuk vagy a tojas?” kérdés — miszerint a TRPV1 és
CB1 molekulak a daganatok (és egyéb betegségek) esetében primer koroki
szereppel birnak, és/vagy a kifejez6désukben bekdvetkezd mddosulasok a betegség
progresszidja soran masodlagosan alakulnak ki —ugyanakkor igen izgalmas
témakort feszeget (erre utalhat az is, hogy egy masik Biralo, Dr. Széll Marta is
felvetette ezt a problémat).

Ugy vélem, hogy a kérdés minden kétséget kizardéan egyelére nem valaszolhato
meg, ami féként a téma és a kutatasi terllet relative ,fiatal” (igy gyakran
ellentmondasokkal tarkitott) voltanak készdnhetd. igy az alabbiakban a legfontosabb
tudomanyos eredményeket foglaltam 6ssze, 3 tematikai csoportba osztva azokat:

e Farmakolégiai hatdsok: A CB receptorokon, valamint a TRPV1-en hato
természetes és szintetikus agonistak potencialis antiproliferativ hatasat igen
nagyszamu tenyésztett human daganatos sejtvonalon vizsgaltak/vizsgaltuk. A
kisérletes eredmények szinte minden esetben igen jelentés novekedés-
gatlasra utaltak, fuggetlenll az ,eredeti” sejttipustdl. A cellularis kisérletek
emellett feltartak a fenti hatasokat medialé receptorialis és intracellularis
jelatviteli Gtvonalak szamos komponensét is (pl. intracellularis Ca?'-
akkumulacio, kinazrendszerek aktivalédasa, reaktiv oxidativ és nitrozativ
elemek felszaporodasa, pro-apoptotikus kaszpazok aktivitdsanak fokozddasa,
génexpresszios valtozasok, stb.). Mivel az in vitro sejtes eredmények a
legtobb esetben in vivo is reprodukalhatok voltak —azaz kannabinoid és
vanilloid vegyuletek, intratumoralisan és/vagy szisztémasan adagolva,
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hatasosan gatoltdk az immunhianyos egerekben indukalt daganatok
novekedését —, igy a molekulakat mint ,potencialis daganatellenes terapias
célpontokat” emliti a tudomanyos terulet.

e Expresszids valtozasok: Ezt a nézetet erdsiti az is, hogy szamos
daganatféleség esetében (pl. CB1: prosztata cc., astrocitdma, limféma; CB2:
glioblasztoma multiforme; TRPV1: prosztata cc, squamosus cc, vastagbél cc)
a receptorok fokozott expressziojat irtak le. Fontos ugyanakkor két tovabbi
eredménycsoport ismertetése is: i) A fenti adatokkal szoges ellentétben tobb
munkacsoport szamolt be a receptorok kifejez6désének csdkkenésérél mas
daganatos szovetekben (pl. CB1: glioblasztoma multiforme; TRPV1: hdlyag
cc.). ii) A sejtvonalakon végzett kisérletek emellett szamos esetben nem
tudtak igazolni a receptorok specifikus részvételét az antiproliferativ hatas
kifejtésében (annak ellenére, hogy tobb ,receptor-independens” jelatviteli
mechanizmust is azonositottak). Mindezen adatok arra utalnak, hogy a fent
részletezett expressziés valtozasok megléte, valamint a specifikus
antiproliferativ hatas korantsem altalanos érvényd, és jelentés mértékben flugg
az adott sejt és szovet (valamint egyes esetekben az alkalmazott
kannabinoid/vanilloid ligand) jellegzetességeitdl.

o Koroki szerep: Ugy gondolom, hogy a fenti receptorok altal beinditott
mechanizmusok elméletileg a tumorgenezis tébblépcsés folyamatsoranak
(iniciaci6 — promdcié — progresszid — invazio — disszeminacio) minden
elemében résztvehetnek. Ennek ellenére a legkevesebb ,megalapozott”
adattal a molekuldk patogenetikai szereprél rendelkeziink. Erdekes
megfigyelést tettek ugyanakkor a TRPV1 vizsgalatakor. Az egyik ,klasszikus”
kétlépéses bér karcinogenezis modellt (iniciacio: 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene, DMBA; promécié: az altalanos PKC aktivator 12-
O-tetradecanoylphorbol-13-acetate, TPA) alkalmazva Bode és mtsai (Cancer
Res., 2009) ugyanis kimutattak, hogy a TRPV1 génhianyos allatokban mind a
kialakult daganatok szama, mind a mérete jelentésen fokozodott a vadtipusu
allatokban mértekhez képest. Kimutattak azt is, hogy a fokozott tumorgenezis
hatterében feltehetéen az epidermal growth factor receptor (EGFR) medialt
jelatviteli folyamata koéros fokozdédasa all. Ezzel j6 dsszhangban Li és mtsai
(Carcinogenesis, 2011) hasonlé modellt alkalmazva megallapitottak, hogy a
TRPV1 antagonista AMG9810, az EGFR/Akt/mTOR szignalizacion keresztll,
ugyancsak fokozta a daganatképzddést. Mindezen adatok arra utalnak, hogy
(legalabbis ebben a rendszerben) a TRPV1 aktivitasa véd a tumorgenezis
kialakulasatol, igy a TRPV1, valamint a hozza kapcsolodo jelatviteli
folyamatok ,loss-of-function” valtozasa szereppel birhat bizonyos daganatok
kialakulasaban.

2. kérdés: Kérem adjon egy révid attekintést a PKC izoformak eredetérdl.

Vélasz: Amint azt a Doktori miben is bemutattuk, a PKC izoenzimeket aktivacios
mechanizmusaik és szerkezeti sajatsagaik alapjan tobb csoportba sorolhatjuk. A
.Klasszikus vagy konvencionalis” csoportba (cPKC) a cPKCa, BI, Bll és y izoenzimek
tartoznak, mely fehérjék aktivalodasukhoz diacil-glicerolt (DAG), illetve a DAG
analégjakeént forbol-észtereket, valamint kalciumot igényelnek. A masodik csoportba
a ,novel” kalcium-fuggetlen, de DAG-fuggé nPKC9, €, n és 8 izoenzimek tartoznak.
Egy tovabbi csoportba az ,atipusos” aPKC( és 1 (egérben aPKCA) izoenzimek



sorolhatok, melyek aktivalodasukhoz sem kalciumot, sem DAG-analog forbol-észtert
nem igényelnek. Végezetlil a PKC csaladba sororhaték a PKC-kapcsolt kinazok
(PRK-0k), valamint a PKCp (ujabb nevén a PKD) is.

A PKC izoenzimek eredetének megértéséhez roviden bemutatjuk a PKC
enzimcsalad felépitésében résztvevd strukturalis elemeket:

e C171 domén: A regulatorikus doménen talalhaté, melynek feladata a DAG,
illetve a forbol-észterek kotése. A cPKC és nPKC izoformakban a C1 domént
egy tandem elhelyezkedd Zn-uj motivum alkotja (C1a és C1b), melyek kozil a
C1b rendelkezik a nagyobb affinitassal. Az aPKC izoformakban csak egy joval
alacsonyabb DAG-kot6 affinitassal rendelkezd egyedi C1 domén talalhaté,
mig az ugyancsak DAG-inszenzitiv PRK-kban hianyzik ez a domén.

e C2 domén: A cPKC izoformak regulatérikus doménjén, kdzvetlentl a C1
domén C-termindlis vége mellett talalhatd, melynek feladata a Ca®** (és a
foszfatidil-szerin) kotése. Erdekes moédon a tébbi PKC izoforma is rendelkezik
egy ,C2-szer(i” doménnel; ezen doménekbdl ugyanakkor hianyzik a Ca*-
kotésért felelés egy vagy tobb aszpartat. Ugy tiinik, hogy a ,C2-szer(i” domén
feladata a PKC izoenzimek aktivacidjat kisérd, kulonféle membranokba
torténd ,targetalas”, valamint a fehérje-fehérje kdlcsdnhatasok szabalyozasa.

e HR1 domén: Csak a PRK-ok regulatérikus doménjének N-terminalis végén
talalhaté domén (HR1a-c), melyet ,Rho-interactive modul’-nak nevezink.
Feladatuk a Rho enzimhez kapcsolt szignalizaciés utvonal ,down-stream”
effektoraként mikodé PRK-ok aktivalasahoz sziukséges GTP/GDP-RhoA
komplex kotése.

e Pszeudoszubszirat régio: A PKC izoformak regulatorikus doménjén,
kozvetlenil a C1 domén N-terminalis vége mellett talalhato; feladata a
katalitikus doménen talalhatoé kinaz régidéhoz valé kapcsolddas, igy az enzim
inaktiv allapotanak stabilizalasa. A PRK-okban hianyzik ez a régio; ezen
enzimekben a HR1a domén latja el a pszeudoszubsztrat ,feladatot”.

e Katalitikus domén: Az Osszes PKC izoformaban, valamint a PRK-okban
egyarant megtalalhaté a nagymértékben konzervalt szekvenciaju kinaz domén
(mely a szusztratok foszforilalasaért felelés), valamint a V5 domén (melynek
az adott enzim lokalizaciojaban, a fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitasaban,
valamint az enzim foszforilacioés allapotanak szabalyozasaban van szerepe).

A PKC izoformak evolucidjanak vizsgalatakor megallapitottak, hogy egy 8si, igy a
sejtmiikddés szabalyozdsaban kulcsfontossagu enzimcsaladrol van sz6. Az
.2archetipikus” PKC enzimet ugyanis mar az éleszt6 gombak kozé tartozo
Saccharomyces cerevisiae sorélesztében is megtalaltak, mely gombak 1000-1200
millié évvel ezelbtt valhattak el az allatoktol és a novényektél.

HR1 c2 C1 Kinase V5
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1. abra Az ,archetipikus” S. cerevisiae Pkcl sematikus szerkezete
Mellor H. & Parker PJ. (1998) Biochem. J., 332: 281-292

A S. cerevisiae Pkcl, mely a legnagyobb (132 kDa) ismert PKC enzim, az egyetlen
PKC izoforma a gombaban. A nagy méret az igen kiterjedt regulatérikus doménnek
készdnhetd; az enzimben ugyanis megtalalhaté a PKC-re és a PRK-okra jellemzd



Osszes régio (1. abra). Ennek megfeleléen a S. cerevisiae Pkc1 a PKC izoformakra
jellemzd tébbféle aktivator mechanizmussal (a ,C2-szer(i” domén jelenléte miatt a
Ca** kivételével) stimulalhato.

A PKC izoenzimcsalad filogenetikai ,expanziéjardl” Caenorhabditis elegans modell
szervezet vizsgalatakor nyertek informaciot. A meglehetésen egyszer( strukturaju
nematoda ugyanis mar 4 pkc és 1 prk gént tartalmaz, melynek termékei nagyfoku
hasonlésagot mutatnak a human enzimekkel (lasd alabbi tablazat):

A C. elegans PKC enzimcsalad:

Gén Fehérje Human izoforma és hasonldsag

tpa-1 TPA1A, TPA1B NPKC?S (46%), nPKCB (44%)

pkec-1 PKC1A, PKC1B nPKCe (55%), nPKC n (52%)

pkc-2 PKC2A, PKC2B cPKCa (66%), cPKCB (65%), cPKCy (59%)
pkc-3 PKC3 aPKCC (55%), aPKCi (56%)

prk-A PRKA PRK1 (35%), PRK2 (35%)

Megemlitend6 emellett egy masik modell organizmus is, a Drosophila melanogaster.
Az ecetmuslica ugyanis szintén tobb PKC és PRK gént tartalmaz, melynek
fehérjetermékei ugyancsak nagyfoku hasonlosagot mutatnak a human enzimekkel
(lasd alabbi tablazat):

A D. melanogaster PKC enzimcsalad:

Gén Fehérje Human izoforma és hasonlésag
PKC53E 3 fehérje cPKCa (69%)

eye-PKC 1 fehérje cPKCBI (53%)

PKCdelta 1 fehérje nPKC? (52%),

PKC98E 1 fehérje nPKCe (58%),

DaPKC 1 fehérje aPKCi (67%)

PKC-related 2 fehérje PRK2 (66%)

Osszefoglalva ugy tlinik tehat, hogy a PKC izoenzimek csaladja a korai evollcios
korszakoktol kezdve, az organizmusok egyre komplexebb dsszetételéhez igazodva,
folyamatos ,gyarapodason” ment keresztil. Ez egyrészt nagyfoku plaszticitast
kolcsdndz a rendszernek, masrészt lehetéséget teremt arra, hogy a PKC enzimek az
élettani folyamatok legszélesebb skalajat legyenek képesek befolyasolni és
szabalyozni.

A 2. kérdésre adott valaszok dsszeadllitdsahoz az alabbi 6sszefoglalé irodalmakat
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Végezetul, ismételten megkdszonve a Tisztelt Birald pozitiv biralatat, tisztelettel
kérem valaszaim elfogadasat.

Debrecen, 2011. aprilis 23.
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