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Mindenekel6tt szeretném megkdszonni az opponenseknek, hogy id6t szantak arra, hogy
értekezésemet elolvassdk és értékeljék. Nagyon koszondm mindhdrom opponens
elismerd szavait, ami nekem személyesen tobbet jelent a kiilfoldon kapott elismerésnél.
Koszonom a kritikai megjegyzéseket és a feltett érdeklodd kérdéseket, melyekre az
alabbiakban adom meg valaszaimat.

Vélasz Dr. Homolya Laszlonak:

1.) Biztosan lehet-e dllast foglalni abban, hogy a csontvel6bsl szdarmazo sejtek
Megjelenése a kozponti idegrendszerben - idegi illetve vaszkularis endotél sejtek
formdjaban transzdifferencidcio eredményeképpen jon létre, vagy a csontvelében
esetlegesen jelenlévd, csekély szamu pluripotens sejt hozza létre ezeket a sejteket.
Elvileg elképzelheté vagy teljes bizonyossaggal kizarhaté, hogy a csontveld-
atiiltetéssel a donorbol széveti (neurdlis és/vagy endotelidalis) progenitor sejtek
keriilnek a befogado szervezetbe?

Az tudomany mai 4lldsa szerint neuralis dssejt nincs a csontveldében, endothelialis
Ossejt van. Nem zarhato ki, hogy a keringésbol akar specifikus endothelidlis 6ssejt
akdr mas sejtek (pl. a kis embryonic-like keringd Ossejtek) keriilnek be az
idegrendszerbe és ezek alakulnak at helyi szoveti sejtekké.

2.)) A 2. sz. kozleményben szereplé PU.1. knockout egérmodellben a donor eredetii

neuronok egyenletes eloszlast mutattak, mig a 3. (4.?) sz. kozleményben
bemutatott, csontveld transzplantdcion dtesett betegek mintaiban a donor eredetii
sejtek csoportosan helyezkedtek el. Mi huzodhat meg e kiilonbség hatterében?
A kiilonbségnek tobb oka lehet. Els6ként a species kiilonbséget emliteném — az
egér ugyan jO modell allat igen sok biologiai folyamathoz, mégis jelentds
kiilonbségek vannak az egér ¢s a human idegrendszer fejlodése €s funkcioja kozott.
A masik konkrét kiilonbség, hogy a PUl KO éllatok gyakorlatilag
fehérvérsejtvonal nélkiil sziiletnek és akkor kapjak a csontvelGatiiltetést, amikor a
vér-agy gat még éretlen és a kozponti idegrendszer sem fejezte be a fejlodést. A
megvizsgalt betegek esetében eldszor is a primer betegség mar bejuthatott az
idegrendszerbe; mdasodszor a csontveld transzplantacidt besugarzds elézi meg,
aminek szamos hatasa lehet az idegrendszerre, végiil a betegek tulnyomo része
feln6tt koraban esik at a proceduran, amikor az idegrendszer mar sokkal kevésbé
plasztikus .

3.) Tudhato-e hogy vajon a kozponti idegrendszerben megjeleno csontveldi eredetii
idegi karaktereket mutato sejtek funkciondlis kapcsolatban dllnak a recipiens
idegsejtjeivel?

Ez egy igen fontos kérdés, amire azonban még nincsen valasz az irodalomban.
Ennek legfobb oka az, hogy technikailag igen nehéz elképzelni, hogyan lehetne
¢lében azonositani és funkcionalisan vizsgalni ezt az igen kevés szamu sejtet.



4)

5)

Tul azon az alapvetd fontossdagu biologiai felfedezésen, hogy a keringésben lévd
csontveldi eredetii sejtek dtkeriilnetnek a recipiens kozponti idegrendszerébe,
felhaszndlhato-e ez a viszonylag ritka jelenség a helyredllito orvoslasban
vagy egyeb klinikai alkalmazdasban? Ha igen, milyen klinikai tanulmdnyok indultak
el a kozlemények nyoman?

Szamos adat gyult 6ssze és klinikai kiprobalasok is mutattak, hogy injektalt MSC-k
specifikusan a sériilt teriiletekre migralnak (hypoxias, elhalt, gyulladt teriiletek)
ahol bioaktiv termékeket szekretdlva gyorsitani képesek a gyogyulasi folyamatot.
Ezt a funkcidt kiilonbozd elokezelésekkel még fokozni is lehet (pl. hypoxias
kezeléssel a beadas eldtt). Lassan egy évtizedes mult bizonyitja, hogy az MSC
beadasnak nincsen karos mellékhatdsa, ha a tenyésztés GMP koriilmények kozott
torténik. Az MSC-kbe virus vektorokkal (amik indukélhaté promoterekkel
szabalyozhatok) lehet a sziikséges anyagot bejuttatni és igy lokalisan a kivant
faktorokat lehet a sériilés helyére eljuttatni. Huntington koér esetében pl. a mutans
fehérje szintézisét kis interferald6 RNS segitségével lehet legatolni, és ez
allatkisérletekben szignifikansan csdkkentette a fehérje mennyiségét és a tiineteket
is. Ez a fajta megkozelités (az MSC-k felhasznalasa faktorok gyartasara) most van
klinikai kiprobalas alatt biztonsagi es hatasossagi szempontbol. Terdpias céllal
eddig emberben ALS-ben hasznaltak autolog MSC-t, amit tenyésztést kovetoen
CSF-be adtak be a thoracalis gerincveldbe. A kezelt 7 betegbdl négyben a folyamat
szignifikans lassuldsat észlelték mellékhatasok nélkiil. Jelenleg 4 orszagban folyik
klinikai kiprobalas MSC-k hatasat vizsgalva szklerdzis multiplexes betegekben
(Anglia, lzrael, Spanyolorszag ¢s USA). Egy masik kisebb tanulmanyban traumas
agyseriilésben a sériilés helyére adott direkt MSC injekcid utan szignifikans
neurologiai javulast figyeltek meg 6 honappal a beavatkozas utan. Stroke-ban és
Parkinson korban is folynak kiprobalasok biztato korai eredményekkel.

Az 5.sz. kozleményben szerepld, és a 4. abran beMmutatott kétszeresen transzgeni-
kus egerek periferidlis vérmintajaban a CDA45-re, illetve GFP-re nézve duplan
pozitiv sejtek aranya 85 %. Mi magyardzza, hogy az alkalmazott technika mellett
nem az osszes CD45+ sejt fejezi ki a GFP-t? Kizdrhato-e az ugyan kisebbségben,
de mégis csak jelenlévé GFP+/CD45- sejtek szerepe a méhnydlkahdrtya szoveti

crer

A technika alapja az, hogy azokban a sejtekben, ahol a CD45 promoter aktiv (a
fehérvérsejt vonal) a Cre-rekombindz enzim is expresszalodik es kimetszi a flox
helyek kozotti LacZ kazettat. Ennek kovetkezményeként a GFP protein szintézise
felszabadul a Stop szignal alol és a GFP elkezd expresszalodni. Valoszintileg a
sejtek egy bizonyos részében vagy nem termelddik elég Cre-rekombinaz a
kimetszéshez, vagy a GFP fluoreszcencia a detekcios limit alatt van. Ez lehet, hogy
random torténik, lehet, hogy bizonyos sejtpopuldcioban vagy bizonyos érettségi
allapotban kovetkezik be. A CD45 molekula (méas néven protein tyrosin
sejt novekedés, differenciacio, vagy a sejtosztodas. Ha CD45+ sejtek a fejlodés
folyaman benépesitik az uterus stromat, €és a ham progenitoraiként ott maradnak,



6.)

valoszinli, hogy leregulaljdk a CD45 markert, igy a mar egyszer “bekapcsolt”
CD45 beinditja a GFP termelést, de 6nmaga mar nem expresszal CD45-ot. Ez a
populacid valosziniileg részt vesz a regeneracios folyamatban, hiszen az altalunk
megfigyelt z61d (GFP+) epithelium nem fest6dott CD45-re.

Ugyanebben a kisériletsorozatban felvetették annak lehetéségét, hogy a keringés-
bol szarmazo, méhfalat repopulalo hamsejtek eloszlasa, a GFP+ sejtek csomokban
valo elhelyezkedése klonalis eredetrdl tanuskodik. Késobbi tanulmdnyok — esetleg
lineage tracing technika alkalmazdsdval - igazoltak-e ezt a feltételezést?

Nem végeztiink tovabbi tanulmanyokat ezen az egéren, mivel rendkiviil nehéz volt
tenyészteni oket.

7.) Az elébb emlitett tanulmdnyban kidolgozott, rendkiviil étletes dallatmodell lehets-

8.

séget kinal nemcsak a méhnydlkahdrtya megujitisanak, hanem mds hamszovetek
gasi sebességii hamszoveteiben (pl.bélhamban,léguti epitéliumban) szintén megje-
lennek-e a hematopoetikus eredetii (CD45+) sejtek?

Eldzetes megfigyeléseink szerint a szajnyalkahartydban is és a gasztrointesztinalis
traktusban is lattunk hasonld GFP+ teriileteket, de (amint a 6. pontban emlitettem)
tenyésztési nehézségek miatt abbahagytuk ezeket a kisérleteket.

Szintén egy margindlis, az értekezés szerkesztésével kapcsolatos megjegyzés, hogy
szerencsésnek  tartottam volna, hogy ha a 8. kozlemény eredményeinek
bemutatasandal bekeriilt volna az értekezésbe a Cikk 6. dbrdjan tul az 5. abra — leg-
alabb részben, hiszen ezen az dbran szerepel a prosztaglandin E; szekrécio,
amely egy igen lényeges eleme a kozleményben bemutatott eredményeknek. Ezzel a
kisérletsorozattal kapcsolatban azonban felmeriilt bennem egy konkrét kérdés is. A
csontveldi eredetii ssejtek és Makrofigok ko-kultiurdjaban a kontrollhoz képest kb.
3-szoros PGE, szekréciot lehet tapasztalni. A TLR4 knockout csontvelsi
eredetii dssejtek esetében — a tobbi Vizsgadlt kondicioval ellentétben - a PGE; szint
nem csokken le a teljesen a kontroll szintre, az 5 oras pontnal annak kb. 1,5-szerese

erer

a kiilonbség. Milyen magyardzat adhato erre a megfigyelésre?

Nagyon valoszinli, hogy a TLR4/MyD88 receptor stimulalasan kiviil mas bejovo
szignalok (pl. TNF-alpha) is befolyasoljak az MSC PGE2 produkcigjat. Emiatt ha a
TLR4 utat blokkoljuk is, mas stimulusok még képesek lehetnek emelkedett PGE2
termelés kivaltasara. Az pedig, hogy a TLR4-Myd88 ut blokkolasa tejesen
megsziinteti az MSC IL-10 emelé hatasat arra utal, hogy a bejové LPS stimulus
valoszintileg mas IL-10 szekrécioért felelds szignaltranszdukceios utakat is beindit,
és nem kizarolagosan PGE2 dependens (nitrogen monoxidnak lehet példaul
szerepe).



