Valasz Dr. Széll Marta biralatara

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

A Szdvegezéssel kapcsolatos kritikai megjegyzéseket halasan kdszéndém; valdban,
az emlitett részeknél a megfogalmazasokba hiba csuszott, melyekért elnézest kérek.
A tézises formatumu Doktori mi Osszeadllitdsakor megprébaltam messzemenden
alkalmazkodni a forma igen szigoru terjedelmi korlataihoz; igy habar a megjeldlt 32
referencia kozul 24 osszefoglalé publikacio, valdban lehetett volna néhany tovabbi
review cikket is megemliteni.

1. kérdés: A 4.4 alfejezetben a Jelblt az altala vizsgalt rendszerek human
betegségekben felfedhetd eltérd kifejez6desi mintazatait taglalja, majd arra a
megallapitasra jut, hogy a TRPV1, a CB1 molekulak, illetve a PKC rendszer egyes
izoformai meghatarozé szereppel birnak az altaluk vizsgalt kérkepekben. Jeldlt
vélemeénye szerint az altala vizsgalt molekulak elsédleges koroki szerepet téltenek be
a betegségekben, vagy a betegségekben detektalt elteré mértéeki és/vagy mintazatu
expresszid mar a kialakult kéros folyamatok masodlagosan vezetnek a Jelblt és
munkatarsai altal detektalt eltérésekhez?

Valasz: Amint azt a Boros Imre professzor urnak adott valaszaimban is részleteztem,
az idézett mondat (a tudatosan alkalmazott feltételes mod, valamint egy altalanos
Uzenetre val6 térekvés ellenére is) valéban tul ,er6sen” és félreérthetéen fogalmaz;
igy a ,kialakulas” kifejezés patognomikus szerepet is sugallhat, mely kijelentés
természetesen nagyon elhamarkodott lenne.

A fenti gondolt mentén felmerilt ,Tyuk vagy a tojas?” kérdés — miszerint a TRPV1 és
CB1 molekuldk a daganatok (és egyéb betegségek) esetében primer koroki
szereppel birnak, és/vagy a kifejezédéstlikben bekdvetkezd mddosulasok a betegség
progresszidja soran masodlagosan alakulnak ki —ugyanakkor igen izgalmas
témakort feszeget.

Ugy vélem, hogy a CB1 és TRPV1 molekuldk részvételét feszegetd kérdés minden
kétséget kizaréan egyelére nem valaszolhaté meg, ami féként a téma és a kutatasi
terllet relative ,fiatal” (igy gyakran ellentmondasokkal tarkitott) voltanak kdszénheté.
igy az alabbiakban a legfontosabb tudomanyos eredményeket foglaltam 6ssze, 3
tematikai csoportba osztva azokat:

e Farmakolégiai hatasok: 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 jelentds ndvekedés-
gatlasra utaltak, figgetlenlil az ,eredeti” sejttipustél. A cellularis kisérletek
emellett feltartak a fenti hatasokat mediald receptorialis és intracellularis
jelatviteli utvonalak szamos komponensét is (pl. intracellularis Ca**-
akkumulacié, kinazrendszerek aktivalédasa, reaktiv oxidativ és nitrozativ
elemek felszaporodasa, pro-apoptotikus kaszpazok aktivitdsanak fokozédasa,
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génexpresszids 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,
hatasosan gatoltak az immunhianyos egerekben indukalt daganatok
novekedését —, igy a molekulakat mint ,potencialis daganatellenes terapias
célpontokat” emliti a tudomanyos terilet.

e Expressziés valtozasok: Ezt a nézetet er6siti az is, hogy szamos
daganatféleség esetében (pl. CB1: prosztata cc., asztrocitoma, limféma; CB2:
glioblasztdma 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 szdges ellentétben tébb
munkacsoport szamolt be a receptorok kifejez6désének csdkkenésérdl mas
daganatos szOvetekben (pl. CB1: glioblasztéma 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 érvényl, és jelentés mértékben fligg
az adott sejt és szovet (valamint egyes esetekben az alkalmazott
kannabinoid/vanilloid ligand) jellegzetességeitél.

e Koroki szerep: Ugy gondolom, hogy a fenti receptorok altal beinditott
mechanizmusok elméletilieg a tumorgenezis tobblépcsds folyamatsoranak
(iniciaci6 — promocido — progresszid — invazido — disszeminacid) minden
elemében résztvehetnek. Ennek ellenére a legkevesebb ,megalapozott’
adattal a molekulak pathogenetikai szereprél rendelkeziink. Erdekes
megdfigyelést 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 fokozédott a vadtipusu
allatokban mértekhez képest. Kimutattak azt is, hogy a fokozott tumorgenezis
hatterében feltehetéen az epidermal growth factor receptor (EGFR) medialt
jelatviteli folyamata koros fokozodasa all. Ezzel j6 6sszhangban Li és mtsai
(Carcinogenesis, 2011) hasonlé modellt alkalmazva megallapitottak, hogy a
TRPV1 antagonista AMG9810, az EGFR/Akt/mTOR szignalizacién keresztul,
ugyancsak fokozta a daganatképzddést. Mindezen adatok arra utalnak, hogy
(legaldbbis ebben a rendszerben) a TRPV1 aktivitdsa véd a tumorgenezis
kialakulasatol, igy a TRPV1, valamint a hozza kapcsolodd jelatviteli
folyamatok ,loss-of-function” valtozasa szereppel birhat bizonyos daganatok
kialakulasaban.

Megjegyzendd végezetll, hogy (a fentiekkel ellentétben) tobb PKC izoform (pl.
cPKCa, nPKCg, aPKCi, PKD) szerepérdl nagyszamu adattal rendelkezink kulénféle
hematoldgiai malignitasok (pl. leukémiak, limfémak) és szolid tumorok (pl. bdr és
prosztata cc.) esetében (6sszefoglalva pl. Podar et al., Expert Opin. Investig. Drugs,
2007; Breitkreutz et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 2007; Redig & Platanias, Leuk.
Lymphoma, 2008)



2. kérdés: A 4.4.4. alfejezetben a Jelblt ismerteti, hogy a PKC izoformak expresszios
eltéréseit csak az SLE-ben szenved6 betegek mononukleéris sejtjeiben tudtak
detektalni, sem Sjégren-szindromaban, sem Kevert Koétészoveti Betegségben
szenveddk esetéeben nem tudtak ugyanezeket a valtozasokat kimutatni. Van-e olyan
pathogenetikai kiilbnbség a fenti betegségek kbzott, amelyhez kétni tudna az altaluk
detektalt elterést?

Valasz: Az SLE-ben szenved6k mononuklearis sejtjein végzett vizsgalataink
megkezdését tobb korabbi eredmény indokolta:

e SLE-s betegek T-sejtieiben Tada és mtsai (Clin. Immunol. Immunopathol.,
1991) csokkent PKC aktivitast mutattak ki (habar nem jellemezték a PKC
izoenzimeket);

e Felmerult tovabba, hogy az SLE-s T-sejtekben kimutatott kérosan csokkent T-
sejt receptor (TCR) ¢ lanc expresszid, valamint az ehhez kapcsolt patoldgias
jelatviteli kaszkad (pl. intracellularis Ca**-akkumulacio, kéros cAMP regulacio,
transzkripcidés faktorok abnormis poszttranszlacios modositasa, jelentésen
lecsOkkent IL-2 termelés, stb.) kialakulasanak hatterében a fenti PKC defektus
allhat (Juang et al., J. Immunol., 2002);

e Klinikus kollaboratoraink (a Sipka professzor ur altal vezetett laboratérium)
korabban kimutattak, hogy SLE-s betegek periférias monocitaiban a
kontrollhoz képest jelentésen csokkent arachidonsav-felszabadulas volt
mérhetd PKC aktivatorok alkalmazasakor (Sipka et al., J. Rheumatol., 2001).

Ezen kiindulépontok alapjan mi elsésorban az SLE-s periférias sejtek PKC izoforma-
mintazatara voltunk kivancsiak, igy az SS-ban, illetve a MCTD-ben szenveddk sejtjeit
mintegy ,autoimmun betegség kontrollként” alkalmaztuk.

A harom kulénb6zé autoimmun betegség nagyon komplex patogenezisében (pl.
genetikai prediszpozicid, autoreaktiv T-sejt aktivacio, poliklonalis B-sejt aktivacio,
autoantitestek képz6dése, koros citokintermelés, stb.) szamos atfed6 elem talalhato.
igy habar nem kizart, hogy ez érintheti a PKC rendszert is, nem talaltam semmiféle
irodalmi adatot a PKC rendszer és az SS/MCTD, valamint a periférias mononuklearis
sejtek kapcsolatarol. Ugy tiinik tehat, hogy a fenti korabbi adatok, valamint sajat
eredményeink az SLE-re specifikusaknak mondhatok.

3. kérdés: A Jeldlt az 5.3. alpontban felveti a TRPV1 agonistak alkalmazasat
hiperproliferativ.  bérbetegségekben, pl. pikkelysémérben. A  pikkelysémér
kapszaicines krémmel tértené kezelésérdl az elmult években jelent meg néhany
kézlemény, kérem roviden foglalia &ssze a kezeléssel kapcsolatosan kapott
adatokat!

Vélasz: A mult szdzad vége 6ta szamos tanulmany jelent meg a kapszaicin-tartalmu
krémek alkalmazasarol a pikkelysomor kezelésében (a legfontosabbak: Bernstein et
al., J. Am. Acad. Dermatol., 1986; Ellis et al., J. Am. Acad. Dermatol., 1993; Reimann
et al., Hautartz, 2000). A klinikai kisérletek soran 0,025% — 0,1% kapszaicin-tartalmu
krémet alkalmaztak, naponta 2-6 alkalommal, heteken-hénapokon keresztil. Az
eredmények szinte kivétel nélkll azt sugalltak, hogy a kapszaicin-kezelés — mely a
betegekben a terapia elérehaladtaval egyre csoOkkend intenzitdsu csipd, égetd
fajdalmat valtott ki —jelentés mértékben lecsdkkentette vagy megszintette a
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(gyakran igen sulyos foku) viszketést és az esetegesen meglévé fajdalmat. A hatas
hatterének vizsgalatakor bebizonyosodott, hogy a kapszaicin hatasara depletalédtak
a pruriceptiv és nociceptiv szenzoros afferensek P-anyag raktarai, mely az
idegrostok  deszenzibilizacidjanak (igy a  viszketés- és fajdalomérzés
megsziinésének) jele.

Tobb munkacsoport emellett beszamolt arrdl is, hogy a ,krénikus” kapszaicin-kezelés
hatasara nemcsak a szenzoros tlnetek, hanem a psoriasis sulyossagat jelzé
elvaltozasok (pl. a psoriasisos bértinet kiterjedése; az erythema, a gyulladasos
infiltracio és a hamlas mértéke) is javultak (1. abra).

1. dbra Kapszaicin-kezelés hatasa psoriasisban
Psoriasisos bértiinet a 10 honapos kapszaicin-kezelés el6tt (A) és utan (B).
Reinmann et al. (2000), Hautartz 51:164-172

Fontos megjegyezniink, hogy hasonlo terapias hatékonysagot irtak le (Stander et al.,
JAAD, 2001) egy masik (ugyancsak intenziv viszketéssel, valamint hyperplasiaval és
az epidermis koros orthokeratosisaval jellemzett) bérbetegségben, a prurigo
nodularisban (2. abra), ahol a TRPV1 fokozott kifejez6dését irtak le a beteg bérben
(Stander et al., Exp. Dermatol., 2004).

2. abra Kapszaicin-kezelés hatasa prurigo nodularisban
Prurigo nodularis szdvettani képe nem kezelt (A) és kapszaicin krémmel 4 hénapig kezelt (B)
bértertleten.
Stander et al. (2001), JAAD 44:471-478

Egyelére nem rendelkezink in vivo bizonyitékokkal, hogy ezen ,jotékony” valtozasok
a neurogén valasznak (illetve a valasz megsziinésének) kdszonhetdk, avagy a
kapszaicin a bér TRPV1-et kifejez6 nem-neuronalis sejtjeit izgatva fejti ki hatasat. Az
in vitro sejtes rendszerekben kapott adataink ugyanakkor ezen utdbbi lehetéség
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fontossagat emelik ki. Kimutattuk ugyanis, hogy az epidermalis keratinocytakon
kifejez6d6 TRPV1 aktivalasa (feltehetéen fokozott Ca®*-influx kdvetkezményeként)
meggatolta a sejtek ndvekedeését és apoptozist indukalt (1. kdzlemeény; Téth et al, J.
Invest Dermatol. 2011). Human monocyta-eredetli dendritikus sejtek vizsgalatakor
emellett megallapitottuk, hogy a TRPV1 stimulacidja kapszaicinnel meggatolta a
sejtek differencialédasat, valamint érését és aktivaciojat (V. koézlemény). Mivel a
pikkelysomor pathogenesisében egyarant szerepet jatszik az epidermalis
keratinocytak ,hyperproliferacioja” és az antigén-prezentald sejtek altal vezérelt
kérosan fokozott immunvalasz, ezért nem kizart, hogy a kisérleteink soran kapott
»anti-proliferativ és anti-inflammatorikus” kapszaicin-valaszok szereppel birhatnak a
terapias hatékonysag kialakitasaban.

4. kérdés: Az 5.6. alfejezetben leirasra kerilt, hogy a dendritikus sejteken kapott
eredményeik alapjan a Jelblt szerint a TRPV1 aktivitasat fokozd szereknek
potencialis gyulladasgatlo hatasa is lehet. Elképzelhetének tartja-e, hogy a
dendritikus sejtek TRPV1 aktivitas modositasanak a tumor immunterapiaban is lehet
szerepe a jévében?

Valasz: Bizonyos (nagyon limitalt mennyiség() kisérletes adatok arra utalnak, hogy a
TRPV1-nek esetlegesen szerepe lehet a tumorellenes immunterapiaban. Basu és
mtsai (PNAS, 2005) ugyanis egereken végzett in vivo kisérletekben kimutattak, hogy
a TRPV1 aktivalasa kapszaicinnel fokozta a dendritikus sejtek érését, valamint az
antigénprezentald és ko-stimulator molekulak kifejez6dését. Mas kisérleteikben
ugyan6k a kapszaicin intratumoralis adagolasanak hatasat elemezték egerekben
indukalt rosszindulati daganatok (fiborosarcoma) ndvekedésére (Beltran et al., J.
Immunol., 2007). Megallapitottdk, hogy a kapszaicin jelentés mértékben
lecsokkentette nemcsak az injektalt, hanem a neme-injektalt daganatok novekedési
utemét, mely hatast feltehetbéen az antigénprezentalé sejtek és a T-sejtek
aktivitasanak TRPV1-medialt fokozédasa valtotta ki.

Amint ahogy azt fent részleteztik, a human dendritikus sejteken végzett sajat
kisérleteink ezzel teljes mértékben ellentétes eredményeket szolgaltattak (azaz a
TRPV1 aktivacio gatolta a tumorellenes immunvalasz kozponti ,karmestereinek”
tekinthetd dendritikus sejtek immunvalaszat). Ismerve a tudomanyos terlleten
végzett kisérletek szamanak robbanasszeri novekedését, természetesen nem
tartom kizarthak a TRPV1 szerepének felfedezését a human tumor
immunterapiaban. Ugyanakkor (a legoptimistabb) véleményem szerint ehhez
nagyon-nagyon hosszu és rogos ut vezethet ...

5. kérdés: Végezetiil arra szeretném kérni a Jelbltet, hogy értelmezze egy 2008-ban
megjelent kbzleményben (Pecze L, Szabo K, Széll M, Jésvay K, Kaszas K, Kusz E,
Letoha T, Prorok J, Koncz I, Toth A, Kemény L, Vizler C, Olah Z. Human
keratinocytes are vanilloid resistant. PLoS One. 2008;3(10):e3419. Epub 2008 Oct
14) taglaltakat, miszerint a human keratinocitak ugyan kifejezik a TRPV1-et, de az
funkcionalisan inaktiv és maguk a keratinocitak vanilloid rezisztensek.

Vélasz: Sajat kutatasi eredményeinkhez (ll. kdzlemény; Téth et al., J. Invest.
Dermatol., 2011) hasonldéan tébb munkacsoport (pl. Inoue et al. BBRC, 2002;



Southall et al.,, JPET, 2003; Lee et al., Exp. Dermatol., 2008) is leirta a TRPV1
funkcionalis kifejez6dését normal human epidermalis (NHEK), valamint human
immortalizalt HaCaT keratinocytakban. Bebizonyosodott az is, hogy a TRPV1
specifikus aktivacioja olyan valtozasokat indit be a sejteken, mint pl. Ca®*-influx, a
proliferacio gatlasa, az apoptozis indukcidja, valtozas a citokintermelésben és a
matrix metalloproteinaz-1 expresszidban, stb. Az emlitett cikk, ezzel ellentétben, arrdl
szamol be, hogy ezen sejtek (féként a HaCaT keratinocytak) elsésorban a dominans
negativ TRPV1b splice varianst fejezik ki, igy a vanilloid vegyuletekkel torténd
kezelés hatasara nem valtoznak a sejtek biologiai folyamatai.

Mivel nem ismerem teljes részletességgel az emlitett cikkben bemutatott kisérletek
kérdlményeit (valamint, mivel mind a Tisztelt Biralo, mind jomagam ,személyesen is
érintettek vagyunk” ...), igy nem vallalkozhatok az adatok mélyrehatd értelmezésére.
igy csupan sajat gondolataimat foglalom 6ssze az egymasnak ellentmondé
adatokrol.

»11sztan teoretikus” véleményem szerint a kulonbségek lehetséges okait az alabbi két
csoportba sorolhatjuk:

e Talan a legnehezebben magyarazhatok a Ca®'-imaging kisérletek soran
kapott ellentmondasos adatok, féként a csatorna-aktivitast legmeggy6z6bben
igazolé patch-clamp kisérletek hianyaban. Ugy vélem, hogy az emlitett
cikkben a kapszaicin és resiniferatoxin hatastalansaganak oka sok tényez4bdl
fakadhat:

o A NHEK tenyészetek esetében mindenképpen figyelembe veendd a
kilonb6z6  donorokbdl  inditott  tenyészetek  inter-individualis
heterogenitasa. Ez egyébként igaz lehet a HaCaT sejtvonalra is, annak
ellenére, hogy az emlitett cikk szerzdi szikronizaltak a
sejttenyészeteket.

o Mar Denda és mtsai (BBRC, 2001) is kimutattdk, hogy a TRPV1
kifejez6dése a NHEK-on inhomogén megoszlast mutat (ezt egyébként
mind NHEK-on, mind HaCaT sejteken sajat kisérleteink is
megerdsitették). igy nem kizart, hogy egy adott tenyészetben olyan
sejtek dominalnak, melyek TRPV1 expresszidéja a detekcidos kuszob
kornyékeén fluktual.

o Az expresszids heterogenitas emellett kiterjedhet a tertamer TRPV1
csatorna alegység-Osszetételére is. Azaz lehetséges, hogy adott
tenyészetek adott sejtjein pl. a dominans negativ TRPV1b splice
varianst alkotja a csatornat, mig mas tenyészetekben a ,klasszikus”
TRPVL1.

o A nem-neurondlis sejteken altalaban (igy a keratinocytdkon is)
nemcsak inhomogén, de sokkal alacsonyabb is a TRPV1 kifejez6dése,
mint a kontrollként alkalmazott szenzoros neuronokon. igy feltehetéen
csak nagyobb (pl. >5-10 uM kapszaicin) vanilloid koncentraciok (és
feltehetéen hosszabb ideig alkalmazva) valthatnak ki mérheté Ca*'-
jeleket.

o Nem ismert tovabba a keratinocytakon kifejez6dé6 TRPV1 csatorna
farmakoldgiai és elektrofizioldgiai tulajdonsaga sem; igy amennyiben az
aktivacids kinetika sokkal lassabb, mint a szenzoros neuronokon, igy a
rovid (néhany perc hosszl) vizsgalati idé elégtelen lehet a Ca®*-influx
megbizhat6 detektalasahoz.



e Taldn koénnyebben magyarazhatok a vanilloid vegylletek citotoxikus
hatasainak leirasaban bemutatott ellentmondasok. Ugy vélem, hogy ez a
koncentracio és idéfuggés ,tipikus esete”. A szenzoros neuronokon a vanilloid
vegyliletek valdban percek alatt képesek (feltehetéen intracellularis Ca®'-
akkumulacio révén) citotoxicitast indukalni. Ezen rovid kezelés (s6t még a 24
6ras vanilloid alkalmazas) nem elegendd ugyanakkor az igen erételjes ,Ca®*-
handling” mechanizmusokkal rendelkezd keratinocytak életképességének
csokkentésére. Sajat eredményeink szerint legalabb 36-48 o6raig alkalmazott
kapszaicin-kezelés ,kumulalédd hatasa” képes szignifikans apoptézis, illetve
nekrozis beinditasara.

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

Debrecen, 2011. aprilis 23.
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