Valasz Dr. Szalai Csaba biralatara

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

Elnézést kérek ,Megbeszélés” és a ,Roviditések jegyzéke” fejezetek hianya miatt.
Mentségemre szoéljon, hogy a tézises formatumu Doktori mi 0Osszeallitasakor
megprobaltam messzemenben alkalmazkodni a forma igen szigoru terjedelmi
korlataihoz, mely sziikségszerlien ,fajdalmas” kompromisszumok megkotéséhez, igy
bizonyos részek alulreprezentalasahoz, illetve kihagyasahoz vezetett. A
.Megbeszélés” fejezet elhagyasat emellett az is indokolta, hogy a TRP csatornakat
és az endokannabinoid rendszert érint6 tudomanyos eredmények szama az utébbi
idészakban olyan robbanasszerli médon emelkedett, ami szinte lehetetlenné tette a
sajat eredményekkel vald Osszevetést a tézises formatumi miben. igy ugy
gondoltam, hogy inkabb ,Az eredmények hasznositasa” fejezettel helyettesitem a
.Megbeszélést”, kilon is hangsulyozva munkank transzlaciés jellegét.

Kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

1. kérdés: Ismert-e a vizsgalt 3 rendszerben olyan polimorfizmus, vagy mutacio,
amely valamilyen fenotipussal asszocial? Ha igen, milyen fenotipussal?

Vélasz: Igen nagyszamu single nucleotide polymorphism-t (SNP) tartak fel
mindharom rendszer esetében, melyek kozil néhanyat (teljesen Onkényesen
kivalasztva) az alabbi tablazatban mutatok be.

Gén SNP Fenotipus Referencia

cPKCa rs228883, rs1005651, 1 BMI (body mass Murphy A. et al. (2009) Am. J. Hum.
rs228875, rs2244497 index) Genet 85: 87-96
rs732191, rs9895580, 1 Asthma bronchiale | Murphy A. et al. (2009) Am. J. Hum.
rs4411531, rs8080771, Genet 85: 87-96

rs11652956, rs7221968,
rs7405806, rs11079657

rs7342847 1t EmI6 cc Kelemen L.E. et al. (2009) Cancer
Epidemiol. Biomarkers Prev.
18:1864-1868

rs7220007, rs759118, 1 Sclerosis multiplex | Saarela J. et al. (2006) PLoS Genet.

rs887797, rs3764402 2(3):e42
cPKCB rs16972959 1 SLE Sheng Y.J. et al. (2011)
Rheumatology 50:682-688
rs1989647 1 Partialis epilepsia Kasperaviciute D. et al. (2010) Brain
133:2136-2147
CB2 rs1049353 1 Primer biliaris Floreani A. et al (2010) J.
cirrhosis Gastroenterol. 45:68—76
rs1049353 | Colitis ulcerosa Storr M. et al. (2008) J. Mol. Med.
86:925-936
rs1049353 1 Hangulatzavarok Monteleonea P. et al. (2010)
Pharmacol. Res. 61:400-404
NAPE- rs17605251 1 Obesitas Wangensteen T. et al. (2011) Obesity
PLD (Silver Spring). 19(3):612-617




Gén SNP Fenotipus Referencia

TRPV1 rs4790522, rs4790521, 1 Asthma bronchiale | Wang Q. et al. (2009) Wei Sheng Yan
rs402369 Jiu 38:516-521
rs8065080 (,loss-of- | Gyermekkori Cantero-Recasens G. et al. (2010)
function” varians) asthma bronchiale J.Biol. Chem. 285(36):27532-27535
rs8065080 (,loss-of- | Mechanikus és Binder A. et al. (2011) PLoS One
function” varians) termalis hyperalgesia | 6(3):e17387

A fenti tablazatban emlitett utolsé fenotipushoz kapcsolédéan egy tovabbi érdekes
megfigyelést tett Prof. Yosipovitch munkacsoportja (Br. J. Dermatol., 2009).
Kimutattak ugyanis, hogy az afroamerika populacié tagjaiban a bérre kent kapszaicin
nem valt ki kémiai fajdalmat, valamint hianyzik a kapszaicin-indukalta neurogén
gyulladasra jellemzd bérpir (erythma) kialakulasa is. Megallapitottak azt is, hogy igen
jelentés kulonbségek talalhatok a kaukazusi és az azsiai populaciok kapszaicin-
érzékenysége kozott (1. abra). Habar egyelére nem sikerilt a jelenség hatterében
allé okot azonositani, a fentiek fényében nem kizart, hogy a TRPV1 érzékenységét
(azaz a csatorna aktivalhatéosagat) érint6é SNP okozza az igen jelentés
kuldnbségeket.
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1. abra Kiilénféle etnikai csoportok eltéré érzékenysége a blrre kent kapszaicinnel szemben
Wang et al. (2009), Br. J. Dermatol. 162:1023-1029

2. kérdés: A felsorolt hasznosithatosagok kéziil tértént-e/térténik-e konkrét fejlesztés,
illetve mikor varhato eredmeny?

Valasz: Igen, a Doktori mi benyujtasa 6ta tobb, f6ként a bér folyamatait érinté sajat
fejlesztés indult be. Ezek kozul, figyelembe véve a titoktartasi és szabadalmi
kotelezettségeket, a kovetkezd két K+F tevékenységrél szamolhatok be:

e Jelenleg folyo kutatasaink talan legizgalmasabb eredménye, miszerint szamos
nem-pszichoaktiv (illetve nem-pszichotrép), a Cannabis sativa ndévénybdl
izolalt fitokannabinoid vegyulet igen jelentés, a kereskedelmi forgalomban
jelenleg rendelkezésre allé legkivalobb szerek hatékonysagat messze
meghaladd szebosztatikus potencidllal (azaz a faggyutermelés gatlasaval)
rendelkezik. Ezek kozul az egyikkel a kozeli jovében egy Fazis Il. klinikai
Lpilot” kKisérletsorozat indul be, egy adott gyulladasos bérbetegség kezelését
célozva. A study-t egy kulféldi gyogyszergyartd cég finanszirozza.

o KUlfoldi kollaboracids és ipari partnerekkel emellett hamarosan megkezdjuk
olyan CB1 antagonistak vizsgalatat, melyek nem penetralnak a vér-agy gaton,
igy a kdzponti idegrendszeri hatasuk miatt fellép6 esetleges mellékhatasok —
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mint pl. az elmult évtized talan egyik legellentmondasosabb gydgyszere, az
étvagycsokkenté Rimonabant alkalmazasakor gyakran fellép6 sulyos
depresszio — megjelenésével nem kell szamolnunk. Ezen uj vegyuletekrél
elézetes allatkisérletekben bebizonyosodott, hogy oralis alkalmazasuk fokozta
a szérndvekedest.

Az altalunk vizsgalt rendszerek emellett szamos, igen jelentés piaci szegmenst
birtoklé6 gydgyszeripari cég terapias ,célpontjai”. A teljesség igénye nélkil néhany

példa:

Kapszaicin-tartalmu  krémeket  vilagszerte alkalmazzak, mint OTC
készitményeket, pl. kronikus izlleti fajdalom kezelésére. Emellett nemrégiben
kerult kereskedelmi forgalomba a Qutenza elnevezésli dermalis tapasz (8%
kapszaicin tartalommal, az Astellas cég fejlesztette ki), mely postherpeticus
neuralgia, valamint egyéb fajdalom szindrémakban alkalmaznak sikerrel. Tobb
vilagcég dolgozik tovabba a TRPV1-en (és egyéb TRP csatornakon) hato
antagonistak fejlesztésével. Ezen szerekkel klinikai Fazis I-lll. kisérletek
folynak olyan korallapotok kezelésére, mint pl. fajdalom szindrémak, allergias
rhinitis, irritabilis bél szindroma, hiperreaktiv hélyag szindréma, stb.

Az ECS és a bér vonatkozasaban megemlitendd, hogy egy endokannabinoid
(-szerli) anyagot, a N-palmitoil-etanolamint (PEA) tartalmazé krém mar
kereskedelmi forgalomban van (a GSK-Stiefel forgalmazza, Physiogel Al
néven); a terméket szaraz, érzékeny, viszketé bér kezelésére alkalmazzak,
illetve ajanljak. Emellett tudomasunk van arrdl is, hogy két masik nagy
gyogyszergyarto-kozmetikai cég olyan kisérleteket folytat, melyek célja az
endokannabinoidok bdrben torténd szintézisében és lebontasaban szerepet
jatsz6 enzimek aktivitasanak modositasa.

Az ECS-en haté szerek nem dermatoldgiai alkalmazasait tekintve fontos
emellett hangsulyozni, hogy a Sativex nevi készitményt (GW Pharma) —
amely orobuccalis spray 1:1 aranyban tartalmaz tetrahidrokannabinolt és
kannabidiolt — az USA-ban, Kanadaban, valamint szamos eurdpai orszagban
engedéllyel és sikerrel alkalmazzak a sclerosis multiplexhez tarsulod (és mas
szerekkel szemben rezisztens) fajdalom kezelésére. Kiterjedt Fazis I-lIl.
klinikai kisérletek folynak tovabba ezen és mas kannabinoid vegyuletekkel
elmegyogyaszati (pl. bipolaris zavarok, anorexia nervosa, schizophrenia,
OCD) és ideggydgyaszati (pl. fajdalom szindromak, neuropatiak) korképek,
valamint gasztroenterologiai megbetegedések (pl. irritabilis bél szindréma,
Crohn-betegség) kezelésére.

A  PKC-rendszeren haté  szerek  klinikai
vizsgalataval kapcsolatban mindenképpen
megemlitendé a Bryostatin-1. A makrolid lakton
vegyulet, melyet George Petit professzor ar az
1960-as években izolalt tengeri mohaallatokbdl
(Bryozoa), egyedulallé tulajdonsaga, hogy
koncentracio-fuigg6é modon képes adott PKC
izoformak aktivalasara; tartds aktivaciot kovetd
down-regulacidjara (azaz gatlasra); sét, bizonyos korulmények kozott képes
megvédeni adott izoenzime(ke)t mas ,down-regulatorok” hatasaitdl. A
vegyulethez nagy reményeket flztek/fiznek, mint potencidlis daganatellenes
szerhez; sajnalatos moédon ugyanakkor a nagyszamu klinikai vizsgalat (pl.
emld cc, ovarialis cc., malignus melanoma, stb. kezelésére) nem igazolta a
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varakozasokat. Jelenleg a Bryostatin-1 és egyén daganatellenes szerek
kombinalt alkalmazasainak vizsgalata zajlik.

3. kérdés: Egyes vélemények szerint kapszaicin tartalmu ételek fogyasztasa eufériat,
vagy fajdalomcsbkkenést idez eld. Igaz-e ez, illetve van-e kapcsolat a TRPV1 és az
ECS kézott?

Valasz: Habar limitalt mennyiségi kisérletes adat all rendelkezése, a ,capsaicin high”
jelenséget valdban a kapszaicin hatasara felszabadulé endorfinok okozhatjak.
Ismerve az endogén opioidok tobbszinti analgetikus hatasait, természetesen nem
zarhaté ki, hogy az endorfinok résztvesznek a fajdalomcsillapité hatas
kialakulasaban, foként, ha ez nemcsak a kapszaicin elfogyasztasanak helyén (azaz
ezesetben a szajban), hanem az egész szervezetben kialakul.

Ugy gondolom ugyanakkor, hogy a féként lokalisan kifejl6dé anti-nocicepcio
létrejottében  els6sorban a  TRPV1-et kifejez6  szenzoros  afferensek
deszenzibilizacioja all. A TRPV1 aktivaciéja pl. kapszaicinnel el6szér a szenzoros
neuronok excitacidjat valtja ki, melynek jol ismert tinete a fajdalmas, csipd, égetd
érzés. Ezt koveti a (homoldég és/vagy heteroldég) deszenzibilizacid, mely féként a
neuropeptid raktarak kidriilése, valamint Ca?*-fliggé intracellularis szignalizacids
utvonalak beindulasanak kovetkezmeényekeént alakul ki.

A kérdés masik részét kommentalva: igen, a TRPV1 (és feltehetéen egyéb TRP
csatornak) és az ECS szoros kapcsolatban allnak. Hangsulyozand6 ugyanakkor,
hogy e kapcsolat ,mikéntje” szamos kortulménytél figg.

El6sz6r Zygmunt és mtsai (Nature, 1999) irtak le, hogy az endokannabinoid
anandamid (mintegy ,endovanilloid” vegyuletként mikodve) képes a TRPV1
aktivalasara is (a CB receptorokon mérhet6 hatasokon tul). Emellett bebizonyosodott
az is, hogy az exo- és endokannabinoidok szamos egyéb TRP csatorna (pl. TRPV2-
V4, TRPM8) mikodését is befolyasolhatjak; talan ennek is kdszdénhetd, hogy ezen
TRP csatornakat az utébbi idében, mint ,ionotrép kannabinoid receptorokat” emliti a
szakirodalom.

Fontos hangsulyozni tovabba, hogy a CB- és TRPV1-medialt intracellularis jelatvitel
folyamatok gyakran konvergalnak, mely szadmos sejtféleségben komplex
szabalyozasi mintazatok kialakulasahoz vezet. Ugy tlnik ugyanakkor, hogy a
kdlcsdnhatas pozitiv (azaz serkentés) vagy negativ (azaz gatlas) volta, valamint a
kannabinoid vegyuletek receptor-specificitasa jelentés mértékben fliigg az adott sejt
tipusatol; a jelenségre j6 példa a kulonféle bor eredetil sejteken végzett kisérleteink
eredménye. Human sz0rtusz6 szervkulturat vizsgalva ugyanis kimutattuk, hogy a
TRPV1 és az CB1 aktivalasa, additiv médon, egyarant csdkkentette a szdrszal
novekedését (Il. és IX. kézlemény a Doktori miiben). Ezzel szbges ellentétben
human sebocytakon megallapitottuk, hogy a TRPV1 (és egyelére még nem publikalt
eredményeink szerint a TRPV3 és TRPV4) aktivalasa jelentésen gatolta a CB2-
medialt sebogenezist (IV. kdzlemény). Végezetul legujabb kisérletes adataink szerint
human epidermalis keratinocitdkon egy szekvencialisan aktivalédé CB1 — TRPV1 —
Ca?*-influx jelatviteli mechanizus vesz részt az anandamid proliferaciot gatld és
sejthalalt indukal6é hatasaban (Téth et al., J. Invest. Dermatol., 2011).



Osszefoglalva ugy vélem, hogy az ECS és a TRP csatornak esetében egymassal
parhuzamosan m(kodd, egymassal szamos ponton kapcsolodé és atfedd
rendszerekben kell gondolkodnunk, nem elfelejtve az individuadlis és kdzos
jellegzetességek sejt- és szdvetspecificitasat.

4. kérdés: Az altalanos PKC aktivator gatolta a vazizomsejtek ndvekedését és
differencialédasat. Obez emberekben alacsony vazizom PKC aktivitast tapasztaltak.
Van-e arra valamilyen informacio, hogy ez lehet a szervezet egyik valasza a
megnévekedett testtbmeghez sziikséges nagyobb vazizom ,elballitasahoz”? llletve a
PKC gatlasaval lehet-e nagyobb izomtémeget elérni (pl. idéseknél, betegeknél vagy
sportoléknal?)

Vélasz: Nagyon izgalmas kérdés, melyre nagyon nehéz (ha lehet egyaltalan) valaszt
adni. Természetesen nem lehet kizarni, hogy a kompenzatorikus izomtémeg-
ndvekedés hatterében a PKC aktivitas moédosulasa all. Ugy gondolom ugyanakkor,
hogy a ,titok” az izoforma-specifikus PKC valaszok ,sejt-specificitasanak”
azonositasaban rejtézhet.

A Tisztelt Biralo altal emlitett kisérletsorozatban bebizonyosodott ugyanis, hogy
habar az altalanos PKC aktivator PMA valoban gatolta a human vazizomsejtek
novekedését (XIl. kozlemény), az nPKCd aktivitasanak szelektiv fokozasa
ugyanakkor jelentésen megnovelte a sejtek proliferaciéjat (XIll. kézlemény). Ezen,
els6 latasra talan ellentmondasosnak tindé eredmény azt sugallja, hogy a PKC
aktivator olyan izoformak aktivitasat is fokozta (illetve az nPKC® aktivitasanal jobban
fokozta), melyek a sejtek nOvekedésének gatlasaban vesznek részt. Jelenleg folyo
kisérleteink adatai arra utalnak, hogy valéban vannak ilyen PKC izoenzimek a
vazizomban; kimutattuk ugyanis, hogy a cPKCa vagy B izoformak aktivitdsanak
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el6készuletben).

Ugy tiinik, hogy hasonlé jelenséggel allunk szemben az obezitds — PKC rendszer
aktivitasa — vazizomtevékenység viszonylataban is. Itani és mtsai (Diabetes, 2000)
obez (és gyakran inzulin rezisztencias allapotu) betegek izomzatédban ugyanis
lecsdkkent nPKCO, nPKCn és PKCu (PKD) mennyiséget mértek. Erdekes maédon
ugyan6k ugyanebben a vizsgalatban fokozott cPKCB mennyiséget is detektaltak, mig
1 évvel kés6bb fokozott nPKCO mennyiségrél és aktivitasrol szamoltak be
(Metabolism, 2001). Emellett Kim és mtsai (Diabetes, 2003) csokkent aPKCAM/¢g
szintet és aktivitast talaltak diabéteszes obez emberekben, mely nem volt
kimutathaté nem-diabéteszes obez paciensekben. Ezen “diverz” adatok birtokaban
véleményem szerint nem allapithat6 meg minden kétséget kizaréan, hogy mely
izoformak és pontosan hogyan vesznek részt a human vazizom metabolizmusanak
szabalyozasaban.

A kérdés masodik részére valaszolva: kisérletes adataink szerint nem a PKC
galtdsaval, hanem egy adott izoforma aktivitasanak serkentésével fokozhatdé a
vazizomsejtek novekedése, igy az izom tomege. Kimutattuk ugyanis (XIII.
kézlemény), hogy human vazizomsejteken, valamint C2C12 egér mioblasztokon az
IGF-I mitogén hatasat az nPKCd stimulalasa (valamint a kdvetkezményesen



aktivalodé MAPK utvonal) koézvetiti. Human rekombinans IGF-l-et széles kdrben
alkalmaznak noOvekedési zavarok és izomdisztréfiak kezelésére. Az utdbbi
id6északban az IGF-I1 emellett a feketepiac egyik kedvelt szerepléjéve valt, mint az
illegalis izomndveld szerek egyik Uj tipusa.

Egyelére nem rendelkezink adatokkal arra vonatkoz6an, hogy az nPKC? in vivo is
szerepet jatszik-e az IGF-lI anabolikus hatasanak kifejlédésében. Ha ez mégis
beigazolédik, akkor el6zetes Kkisérletes eredményeink (Czifra és mtsai,
elékésziletben) az ,IGF-I abuzus” egy tovabbi potencialis veszélyére hivjak fel a
figyelmet. Bebizonyosodott ugyanis, nPKC® konstitutiven aktiv formajat stabilan
kifejez6 C2C12 egér mioblasztok SCID egerekbe torténd intradermalis injektalasa
hatalmas méretli, magas osztédasi rataju (nagy mitdzis és Ki67-pozitiv sejtszam),
kornyezetiuket infiltraldo, az injektalas helyén a bér kulonb6z6 rétegeinek
roncsolodasat el6idéz6, igen rosszindulatd rabdomioszarkomak kialakulasat
eredményezték (a kontroll C2C12 sejtek benignus rabdomiomakat hoztak Iétre) (2.
abra).

Kontroll C2C12 nPKC3-C2C12

2. abra Kontroll és az nPKCb-t stabilan kifejez6 C2C12 mioblasztok altal SCID egerekben indukalt
tumorok 30 nappal az injektalas utan

Végezetll, ismételten megkoszonve a Tisztelt Birald pozitiv biralatat, tisztelettel
kérem valaszaim elfogadasat.

Debrecen, 2011. aprilis 23.

Bir6 Tamas



