Valasz
Prof. Dr. Kopper Laszlonak

»A Keratinocitak fiziologias és patologias valtozasai kornyezeti hatasokra és ezek
szerepe bortumorok kialakulasaban” cimi MTA doktori értekezésemre irott
hivatalos biralatara

Mindenek el6tt szeretném megkoszonni Kopper Laszl6 Professzor Urnak, hogy az MTA doktori
értekezésem opponensi feladatat elvallalta. Végtelen halas vagyok, hogy Professzor Ur idét szentelt
a dolgozat minden részletre kiterjedd elolvasasara és megtette kritikai észrevételeit.

Kiilon koszonom azokat az épito jellegli kérdéseket, amelyeket hozzam intézett és igy lehetoséget
teremtett a pontatlan, kevésbé egyértelmii, vagy éppen kissé idejétmult kdvetkeztetéseim
ujragondolésara.

Tisztelettel koszondm méltatd szavait, a tudomanyos eredményekkel vald elégedettségének
kinyilvanitasat és azt, hogy a dolgozatot nyilvanos vitara érdemesnek talalta.

T. Biralom altalanos megjegyzésként észrevételezi, hogy esetenként tal sok az indokolatlan szakmai
zsargon ¢s a gépelési hiba, amely az érthetdség rovasara megy.

Vilasz: Tisztelettel koszonom és elfogadom Professzor Ur észrevételét, a jov6ben sziiletendd
munkdimban nagyobb gondossaggal jarok majd el és a szovegszerkesztd programokat is nagyobb
odafigyeléssel valasztom meg.

Professzor r kérdésként, megjegyzésként intézi hozzam, hogy ,,Az viszont sajnalatos, és ez nem a
jelolt hibaja a talzott optimizmusa ellenére — hogy a szuppresszorgének funkciovesztését, elszort
pozitiv klinikai probalkozasok ellenére, terapidsan nem sikertilt még befolyasolni”.

Valasz: Ezzel a megjegyzéssel kétségteleniil egyetértek, bar azért a mostani probalkozasok
potencialisan hordozhatjak magukban egy jovOben igen sikeres kezelés lehetdségét. A témaban
megjelent egyik elsé eredmény 2007-ben a Nature-ben keriilt publikalasra, ahol igazoltak, hogy a
p53 funkcidjanak helyreéllitdsa — ha specidlis koriilmények kozott is — de lehetséges és ezaltal
tumorok regresszidja idézhet6 el6[1]. Emellett egészen friss példaként emlitenék egy 2012
majusaban megjelent kdzleményt, amelyben a szerzok egy olyan molekularol szamolnak be, amely
képes volt a p53 egy gyakran el6forduld mutécidja, a p53-R175H esetén a struktura és a funkcio
teljes visszaallitasara, igy egy sor daganatellenes kezelés lehetdsége valt ismételten hatdsossa a
kisérletes rendszeriikben[2]. Kétségtelen, hogy még igen hosszl Ut vezet ezen molekulak klinikai
hasznalatéig, de a koncepcié miikodoképességét ezek a kozlések mégis bizonyitjak.

T. Biradlom a tovabbiakban azt kérdezi: “A 62.oldalon irt ,,Az UV-indukalt fokozott apoptdzis
hatterében a Trp53 tumor szuppresszor fehérje... (megj: csak akkor ,,tumor”, ha a funkcigja
karosodik ¢és ez jaruk hozzé a daganat kialakul4dsahoz)...fokozott expresszioja all.” Ez igaz lehet, de
mi bizonyitja?”

Vilasz: A p53 elnevezésében a “tumor szuppresszor gén” elnevezés honosodott meg, €s ezt az
elnevezést konzekvensen hasznaljak ma is, annak ellenére, hogy ez valdban kissé€ pontatlan, hiszen
a vad tipust gén nem elnyomja a tumort, sokkal inkabb kialakulasa ellen véd[3], Ezzel egyiitt
azonban ez a kifejezés olyan széles korben terjedt el, hogy nem lett volna batorsdgom mas
elnevezést hasznalni.

A p53 szerepét az apoptdzis kivaltasaban igen sok in vivo és in vitro vizsgalat is alatdmasztotta.



Sajat munkamban is reprodukaltam a p53 knockout egerek UV-besugarzasaval végzett kisérletet,
amely azt mutatta, hogy a homozig6ta null egerek apoptoziskészsége minimalis szemben a vad
tipusu allatok kifejezett apoptoziskészségével. Az erre vonatkozo eredeti kozleményt a referencidk
kozott fel is tiintettem[4].

Professzor Ur kovekezd kérdése igy hangzik: “Mit iizen az 5.1.7. abra?”

Vilasz: Az ébra y tengelyén a p53 pozitiv sejtek szamat dbrazoljuk az epidermisz 1cm-ére vetitve,
hasonl6an az 5.1.6-os dbrahoz. Professzor ur kérdése teljesen jogos, mivel az abra aldirasaban
ugyan helyesen szerepel, hogy ez az Xpc knockout vs. vad tipusu allatok borében észlelhetd p53
pozitivitas abrazolasa, de a gérbék melletti abrafelirat tévedés, az az 5.1.6-os adbra gorbéit
azonositja, nem erre vonatkozik. Ennek a hibanak technikai oka van, elnézést kérek érte.

Az 5.2. rész felveti, hogy az E2F 1 gatlasa p53 mutacioja esetén onkologiailag hasznos lehet. Ez jO
lenne, de ki lehet-e hagyni a torténetbdl a retinoblasztoma gént/fehérjét?

Vialasz: Az Rb gén és terméke in vivo észlelések szerint akar felsdbbrendiinek is tekinthetd a
tumorok kialakulasa és az elleniik val6 védekezés szempontjabol, hiszen ezen gén elvesztése
embrionalisan letalis egerekben[5], illetve a gén mutacidja 6nmagaban elegendd a névadé malignus
folyamat kialakitasaban embereknél is. Ezzel egyiitt, az altalam felvazolt koncepcid csak ugy
miikddhet, ha feltételezziik, hogy az Rb funkcioja teljesen intakt, hiszen ennek mutacidja esetén
lényegében az E2F1 vagy p53 érintettsége nélkiil is kialakul tumor.

Professzor Ur a kévetkezékben igy fogalmaz “Az 5.3. rész a Trp53 mutans klonokklal foglalkozik.
A 84. oldalon azt irja, hogy ,,az UV-indukalt tumorokban is sziikséges a folyamatos UV hatas a
tumor novekedéséhez” (hivatkozas a 308-as irodalomra, 1999-bél). Ez azt jelenti, hogy a tumor
kialakuldsédhoz allando UV expozici6 kell? (Reggeltdl estig kint kell fekiidni a strandon?)”

Vilasz: Természetesen az altalunk felvazolt eseménysor nem ilyen egyszerli, koszondm szépen
Professzor Ur megjegyzését, hogy ezéltal is arnyalhassam a mondanivalémat. Az UV-indukalta
tumorképzddés szamos etioldgiai faktorra vezethetd vissza. A klinikai tapasztalat is az, hogy szamos
fehér bort, kék szemii, konnyen a napon leégd paciensnél nem alakul ki spinalioma, még akkor
sem, ha relative sokat voltak napon. Mas esetekben ennek az ellenkezdjét latjuk, azaz kisebb UV
terhelés és latszolagos nagyobb UV-iranti tolerancia esetén is létrejon ez a daganat. Az itt idézett
kozlemény egy kordbbi kollaborécios partnerem, Frank de Gruijl 1990-es évekbdl szarmazo
kozleménye, akik elsdk kozott igazoltdk, hogy a hairless (szortelen) egerek folyamatos UVB
besugarazasa nélkiilozhetetlen ahhoz, hogy in vivo daganatok kialakulésat észleljiik. Az 6
modellrendszeriikben nem keriilt meghatarozasra az a minimalis UVB dozis, és kiilondsen nem az a
minimalis 1d6, ami két besugarzas kozott el kell teljen, ahhoz, hogy tumorok kellé hatékonysaggal
eléidézhetdek legyenek. Ezek teljesen jogos kérdések, amelyek megvalaszoldsa még varat magara,
de fontos informéacio lehetne egyebek mellett példaul a ,,heti hany szolariumhasznalat biztonsagos
meég?” kérdesfelvetésre. Erre az utdbbi kérdésre vonatkozoan néhany hete jelent meg kozlemény a
British Medical Journal-ben, ahol a szerz6k metaanalizist végeztek a szolariumok kockazatat
felmérd klinikai vizsgélatok adatait értékelve €s arra konkluziora jutottak, hogy a
szolariumhasznalat egyértelmii kockazatot jelent mint a basalioma, mint a spinalioma kialakulas
szempontjabol[6]. A kérdés azon részére, hogy a napon tartozkodasnak milyen hosszanak kell
lennie, azt valaszolom, hogy az UV-sugarzas ugyan nem ionizal6 sugarzas, mégis a kumulativ
dozisnak egyértelmii szerepe van, azaz az elszenvedett karosodasok dsszeadodnak az évek sordn,
aminek j6 klinikai illusztracidja a photoaging, a ,,fénydregedés” jelensége.

T. Biralom megjegyzi, hogy a ,,A preambulum és a bevezetés (35 oldal) vegyes benyomast kelt. Jo



néhany évvel ezel6tt sok uj adatot tartalmazott volna, néhanyat tartalmaz most is, de zome
»tankonyv vagy kézikonyv’ iz(1”, tele olyan szovegekkel, amelyek mara mar jol ismertek. Bizonyos
értelemben utal erre az irodalomjegyz€k is, 365 hivatkozassal, melynek kétharmada 2002-bdl vagy
elébbi 1d6bdl szarmaznak.”

Vilasz: Ezzel kapcsolatban ismételten csak megkdszonni szeretném Professzor Ur észrevételét.
Igyekeztem a dolgozat 6sszeallitasanal megmutatni, hogy egy hosszabb aktiv kutatéi idészakot
ativeld, szintézis jellegli munkat allitok dssze, amihez elengedhetetlennek éreztem az els6 kozlések
felsorolasat minden jelent6sebb megfigyelésnél. Ezzel természetesen jelentdsen emelkedett a
hivatkozott kdzlemények atlagéletkora. Nagyobb figyelmet szentelhettem volna annak, hogy
mindeniitt rogton parhuzamba allitsam az eredeti kozléseket a dolgozat irasa elott kevéssel
megjelent publikaciokkal. A friss irodalmi hivatkozéasokat igyekeztem minden esetben
attanulmanyozni, de referenciaként nem minden esetben neveztem meg oket.

T. Biralom kovetkez6 észrevétele arra vonatkozik, hogy az egyes kézleményekben altalam végzett
munka nem azonosithatd pontosan.

Vilasz: A személyes hozzajarulasomat az egyes kozleményekhez a Timar Professzor Urnak irt
valaszomban részletekbe menden felsoroltam, engedtessék meg, hogy e helyiitt csak réviden
valaszoljak a kérdésre.

Minden els6 és utols6 szerzds kozleményben az dtlettdl a gyakorlati kivitelezésen at a kézirat
megirasaig meghatarozd szerepet jatszottam. A tobbedik szerzds kozleményeknél a szerepem
minden esetben igen jelentds volt, amint azt a HIF1alfa és a PTCH polimorfizmus kdzleményeknél
részleteztem. A késobbiekben témavezetdi feladatokat lattam el, ahol mar a gyakorlati kivitelezés
pl. a keratinocita differencidcios és génexpresszidos munkaban a PhD hallgatom, dr. Paragh Gyorgy
munkajat dicséri. A kisérletek megtervezésében, az eredmények értékelésében, a kdvetkeztetések
levonasaban, ennek a klinikum szamadra valo rendszerbe foglaldsdban és a kézirat elkészitésében
ilyenkor is jelentds szerep jutott nekem. Fentiek mellett minden kozleménybe a magam részérdl a
borgyogyasz klinikai tapasztalatot, az egerekkel, sejtekkel valo munka és az UV kisérletek
gyakorlati kivitelezését tettem hozza. A besugarzashoz sziikséges fényforrasok beszerzését, a
dozimetriai szamitasokat én végeztem. Az UVB sugarzéassal végzett kisérletek kozvetlen
megvalositasat én kezdtem el, majd az altalam betanitott PhD hallgato és asszisztens folytatta. A
kozleményekben részletezet kisérletekhez én munkam és irdnyitasom nélkiilozhetetlen volt, mivel
UV-kisérletek végzésében korabbi munkaimbol fakadoan nekem volt kell6 jartassagom.

T. Birdlom véleménye szerint: ,,J0 felvetés a PI3K-AKT-mTOR jelatviteli it szerepének felvetése
(bar kar, hogy a vizsgalatokbol kimaradt pl. a PTEN és az mTORC1 — utobbi szoros kapcsolatban
van a HIF 1alfaval). Emlités torténik arra, hogy a”’az Akt foszforilaciojat egy specifikus anti-F-aktin
antitest segitségével vizsgaltuk. Kétségtelen, hogy az aktint is lehet vizsgalni, de biralé ebben a
kornyezetben a PI3K-titon szerepld Akt-re gondolna, ami nem az aktint jelenti. (Jacob Furth spontn
thymus lymphomaékat — innen a ,,t”, figyelt meg ,,Ak” torzsli egerekben; v-akt, viralis antigén.) Ha a
felvetés jogos, akkor kérdés, hogy az anti-aktin antitesttel végzett vizsgalatok eredményeit hogy
lehet magyarazni?

Valasz: Professzor Ur egy gépelési hibara irdnyitja ra a figyelmemet, amiért szintén elnézést kérek.
Természetesen vizsgalatainkban a foszforilalt Akt-ra voltunk kivancsiak, azaz anti P-Akt lett volna
helyes, amint ezt az eredeti kozlemény Anyagok és Modszerek része is tartalmazza.



A kévetkezd blokk értékelésekor Kopper Professzor Ur megjegyzi: ,,— Az 5.6. rész ij szfingolipid
corneumnak a sejtjei mar magot nem tartalmazoé keratinnal kitoltott élettelen zsékok (lasd a
Preambulumban), és a szfingolipidek adjak a stratum corneum lipidjeinek felét, akkor voltaképpen
mi a funkcidja a stratum corneumnak? Es ennek mi a morfologiai és molekularis alapja? Hatast
gyakorolnak ezek a szfingolipidek a differenciaciora?

Vélasz: Az emberi bor sajatossaga a sejtmag nélkiili keratinocitak rétege a stratum corneum,
amelyeket talan tulzas volt élettelen zsdknak neveznem. Nyilvanvaloan az itt talalhat6 lipidek a
korabbi terminalis differencidcié 1épései soran alakultak ki. A bor €16 rendszer, amelyben még a
mag nélkiili corneocytaknak is megvan a maguk szerepe, amely nyilvanvaldéan nem passziv €s nem
szoritkozik csak a mechanikai barrier 1étrehozéasara. Az epidermalis barrier és permeabilitas
funkcioknal a szfingolipidek megfeleld szintézisének a szerepe meghatarozo. Ennek egy
példajaként emlitem azt a vizsgalatot, ahol a szerin-palmitoil transzferaz enzim béta-chloro-L-
alanin altali gatlasanak hatasat vizsgaltdk. Ez a molekula a szfingolipid szintézis kulcs enzime,
gatlasaval jol tanulméanyozhatoak az inadekvat szfingolipid produkcio hatasai. A gatloszer egyszeri
alkalmazasa utan az acetonnal kezelt szdrtelen egerek barrierfunkcioja lassabban 4llt vissza, ami az
aktiv szfingolipid szintézis esszencialis voltat tamasztja ala[7]. Azt talan talzas lenne kijelenteni,
hogy a stratum corneum lipidjei egyfajta visszacsatolé mechanizmussal hatnanak az alsobb
szfingolipidek bizonyéra hatdssal vannak. Léteznek ugyan szfingolipid anyagcsere egyes elemeire,
pl. a szfingolipid aktivator proteinre (SAP) nézve knockout egerek, ezeknél azonban a neurologiai
tiinetek dominaljak a fenotipust[8]. Emellett a szfingolipid bioszintézis mas szintjén, pl. a
szfingomyelin szintetaz-1 gatlasa inkabb atherosclerosis kialakulasaban bir dramai hatassal[9].

Professzor Ur megjegyzi ,hogy: ,,— Az 5.8. rész a PTCH 1315 kodon polimorfizmusat és a nem-
melanoma bértumorok kockéazataval valo kapcsolatat elemzi. Pozitiv az intellektualis megkozelités,
de probléma a kis esetszam miatt a kovetkeztetések feltételezése.”

Valasz: A populacidgenetikai vizsgalatok visszatérd nehézsége a megfeleld mintaszdm. Esetiinkben
is a rendelkezésre all6 DNS mennyisége korlatokba iitk6zo6tt, mi magunk is szerettiink volna egy
ennél bévebb mintaszdmmal dolgozni. Ezzel egyiitt, az alkalmazott mintaszdm nem tekinthetd
tulsagosan alacsonynak, amennyiben 79 fekete-afrikai (Yoruba) 86 amerikai feketebdrii, 90 észak-
europai amerikai, 27 dén, 94 ir, és 6sszesen 163 kiilonb6zd bértumor anamnézissel bird svéd mintat
tartalmazott az eredeti 7 amerikai kezdeti anyag mellett. A mintaszam igy dsszesen 546 elemi volt,
ami mar statisztikai szamitasokhoz kelld szamossagu csoportot adott.

Ismételten koszonom Kopper Laszlé Professzor Urnak, hogy a dolgozatom opponensi munkajat
elvégezte. Koszonom, hogy MTA értekezésemet mind formailag, mind tartalmilag az eldirt
kovetelményeknek megfeleldnek tekinti, eredményeit elégségesnek tartja és annak nyilvanos vitajat
megtarthatonak tartja.

Tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2012. november 6.

Dr. Wikonkal Norbert
egyetemi docens
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