Valasz Dr. Dinnyés Andras professzor urnak, az MTA doktoranak opponensi

véleményére

Nagyon koszondom Dr. Dinnyés Andras professzor urnak, hogy elbiralta értekezésemet, és

koszondm a dolgozatrol alkotott elismerd véleményét.

Kérdéseire a valaszaim a kovetkezok:

1. Minden jel arra mutat, hogy a szervezetbe szisztémdsan bejuttatott dssejteknek csak igen
kis része (maximum 1-2%-a) képes beépiilni a kiilonb6zd szervekbe, terapias hatasukat
els6sorban az altaluk termelt ,trofikus” — az endogén Ossejtek osztodasat segité, anti-
apoptotikus, és angiogenezist fokoz6 — faktorok révén fejtik ki, és ez nem csak a
mesenchymalis dssejtekre (MSC) igaz (Caplan and Correa, Cell Stem Cell 2011; 9:11-15;
Millard and Fisk, 2013; 35:173-182). Hasonl6 jelenséget figyeltek meg tobb mas szoveti
Ossejt esetében is (Wagers 2012; Cell stem Cell 10:362-369). A keringésbe keriil6 6ssejtek jo
része ugyanis — a vérképzd Ossejtek kivételével — nem, vagy legalabbis nehezen talal el a
,hich”-ébe, azaz igen rossz a ,,homing”-ja. Gyakran csapdaba esnek a sziik kapillarisokat
tartalmazo szervekben, mint a tiidd, vagy a maj és a lép. Raadasul a sériilt szovetekben
altaldban a kapillarisok is karosodnak, tovabb nehezitve az dssejtek utjat. Utdbbi akkor is
probléma, ha lokalisan — kozvetleniil az érintett teriiletre - jutatjuk be a sejteket. Nem
megfelelé mikrokOrnyezetben, azaz a sajat ,,nich”-iikkon kiviil pedig az 6ssejtek néhany nap
alatt elpusztulnak (Karp and Teo, 2009, 4:206-216). Hatasukat tehat rovid id6 alatt és
esetenként nagy tavolsagra kell kifejteniiik. Ugyanakkor az MSC-k esetében megfigyelhetd
bizonyos minimalis preferencia a ,,homing” soran, egy adott szervbdl szarmazo €s in vitro
kultirdban felszaporitott Gssejt valamivel nagyobb eséllyel jut el abba a szervbe, ahonnan
szarmazik, mint mas eredetii tarsai. A szivbol (Gaebel et al, PLoS ONE 2011; 6(2): €15652),
vagy a tiidébol (Badri et al, Am J Respir Cell Mol Biol, 2011; 45:809-816) izolalt MSC-k
példaul nagyobb aranyban érik el az infarktusos szivet, illetve a kérosodott tiid6t, mint
csontveldi eredetli tarsaik, és terapids hatdsuk is kifejezettebb azokénal. Természetesen azt
nehéz lenne eldonteni, hogy ezekben az esetekben a parakrin hatds(ok) elsdsorban az endogén
Ossejteket, vagy inkabb a ,,nich”-iiket érintik-e, hiszen a szoveti 6ssejt és ,,niche”-e rendkiviil
szoros funkcionalis egységet alkot (Rojas-Rios and Gonzalez-Reyes, Stem Cells 2013,
doi:10.1002/stem.1621).



A pluripotens 0ssejtek (ESC ¢és iPS) esetében alapvetéen mas a helyzet. A felnott
szervezetben valdszinilileg nincs olyan mikrokdrnyezet, ami megfeleld életfeltételeket
biztositana szamukra. ,,Nich”-re pedig sziikségiik van, ezt bizonyitja, hogy az embrionalis
6ssejtek ,.feeder” sejt mentes kultaraiban epithelialis — mesenchymalis tranzicié révén maguk
az Ossejtek hoznak létre egy ,feeder”- jellegii sejtréteget, amely ,,niche”-ként funkcional
(Bendall et al, Nature 2007; 448:1015-1021). Ha pluripotens 0Ossejteket felndtt szervezetbe
oltunk, akkor java résziik igen gyorsan elpusztul, az esetleg talélé sejtek pedig — 1étrehozva
sajat ,,nich”-iiket (1d. elébb) valészintileg tumort (teratomat) képeznek. A szoveti éssejtekre és
azok mikrokornyezetére, illetve a regeneracios folyamatokra tudomasom szerint nincs érdemi

hatasuk.

2. A génterapias eljarasok — és altalaban barmely, a hagyomanyos csontvel6é-transzplantacion
tulmutatd sejtterapias eljaras — jovéje tobb tényez6tol fiigg (Blasimme and Rial-Sebbag, Stem
Cell and Dev 2013; 22 (Supp 1):14-19; Li et al, Regen Med 2014; doi:10.2217/RME.13.80).

A jelenlegi szabalyozasi kornyezet egyaltalin nem kedvez az ilyen terdpias protokollok
kidolgozasanak ¢és szélesebb korti elterjedésének. Az FDA és az EMA kiilonb6zd bizottsagai
jorészt a hagyomanyos gyogyszerek kifejlesztése soran kidolgozott és bevalt kovetelményeket
probaljak érvényesiteni a kérelmezok felé, figyelmen kiviil hagyva azt, hogy itt €16 sejtekkel
torténd kezelésekrol van szo. Eppen ezért sok, elsésorban a készitmények standardizalasra
vonatkozo elvaras tulzott, rendkiviil draga és idonként valoszinlileg felesleges. Ennek egyik
oka a megfeleld szakemberek hianya. Ossejtekhez és genetikahoz értd tagjai természetesen
vannak ezeknek a bizottsdgoknak, Ok azonban daltaldban kutatok, akik nem jaratosak a

klinikumban.

Ezzel eljutottunk a legégetdbb problémahoz. A regenerativ medicina, legyen az dssejt terdpia,
genetikailag modositott sejtekkel végzett beavatkozas, vagy un. ,tissue engineering”, lassan
az orvostudomany egy 1j, sok szempontbol 6ndllo és specidlis tudast igényld adgava valik.
Képezni kellene tehat olyan orvosokat, akik megfeleld szakmai felkésziltséggel
rendelkeznek, igy meg tudjak itélni egy-egy tervezett beavatkozas lehetséges hasznat, illetve
kockazatat. Itt nem egy-két napos gyorstalpald tanfolyamokrol van szo, hanem ugyanolyan
komoly, tobb éves elméleti és gyakorlati felkészitésrél, amit mas szakvizsgdkhoz is
megkovetelnek. Az ilyen klinikusok tudnanak segiteni a fennallé szabalyozok modositasaban
ugy, hogy kozben a betegek érdekei is maximalisan érvényesiiljenek. Egyuttal megfeleld

kezekbe keriilne a sejt- és génterapias készitmények klinikai kiprobalasa is, ami nélkiil



egyetlen ilyen beavatkozas hatékonysaga €s biztonsagos volta sem igazolhatd. Visszatérve a
kérdés elejére, éppen a genetikailag modositott csontveldi Ossejtekkel végzett kezelések
szolgalnak intd példaval. Egy-egy, szdmtalan allatkisérletben hatékonynak és biztonsdgosnak
talalt genetikai modositasnak is lehetnek tragikus kovetkezményei (Watts et al, Cytotherapy
2011; 13:1164-1171; Wang et al, Stem Cell Res 2013; 12:209-221). Ezért szerintem a
jelenlegi génterapias probalkozasok igéretesek ugyan, de biztonsdgosnak még egyaltalan nem
mondhatok. Nem ismerjiik olyan jol a génmiikddés szabalyozésat, hogy biztosan meg tudjuk

mondani, milyen kovetkezményekkel fog jarni egy genetikai beavatkozas.

Végiil nem hagyhatjuk figyelmen kiviil a torténet anyagi részét sem. A terapids célra szant
készitmények klinikai kiprobéaldsa rengeteg pénzbe keriil. A hagyomanyos gyogyszerek
esetében ezeket a kdltségeket — a késdbbi profit reményében - a nagy gyogyszergyarak alljak.
A regenerativ medicina teriiletén viszont csak kis, legfeljebb kdzepes méretli biotechnoldgiai
cégek tevékenykednek, amelyek nem rendelkeznek az ehhez sziikséges tékével. Igy a sejt- és
génterapids készitmények klinikai kiprobaldsa éaltalaban az elsd, esetleg a masodik fazisban
megreked. Ameddig ezt a finanszirozasi kérdést nem sikeriil megoldani, komoly el6relépés

nem varhato a terileten.

3. A transzdifferenciaciés modszerek valdoban sokat fejlodtek az elmult években, de néhany, a
klinikai alkalmazas szempontjabol alapvetd probléma megoldasa tovabbra is varat magara
(Graf, Cell Stem Cell 2011; 9:504-516; Sisakhtnezhad and Matin, Cell Tissue Res, 2012;
348:379-396; Equizabal et al, Semin Reprod Med 2013; 31:82-94).

A transzdifferencidcié hatékonysdga még mindig nem kielégitd, ezért az ezzel a modszerrel
eldallitott sejteket tisztitani kell. A nem, vagy nem megfelelé6 modon differencialddott sejteket
el kell tavolitani a klinikai alkalmazasra szant készitményekbdl. Ez - a daganatkeletkezés
kockézata miatt — fokozottan érvényes, ha pluripotens 6ssejtekbdl (ESC vagy iPS) indulunk
ki. Az MSC-ken és/vagy szomatikus sejteken alapuld preparatumoknal ez a kérdés talan

kevésbe Iényeges, de semmiképpen sem elhanyagolhato.

A kovetkezé probléma, hogy az in vitro kultaraban torténd differencialodas altalaban csak
részleges. Inkabb a megcélzott sejttipus valamilyen korai fejlédési formdja, nem pedig a
feln6tt szervezetre jellemz6, funkcionald alakja jon 1étre. Ilyenkor csak abban bizhatunk, hogy
in vivo kornyezetben majd befejezddik a sejt érése, ahogy ez példaul a PDX-1, NeuroD1 és
Ngn3 génekkel traszfektalt emberi stroma sejtekkel tortént cukorbeteg egerekben (Zhao et al,
2008; PLoS ONE 3(7): €2666). Kérdés, hogy ez a jelenség mennyire altalanos?



A kovetkez6 1épés az in vitro eldallitott sejtek eljuttatasa a célszervbe. Utobbi anatomiai
lokalizaciojatol fiigg, hogy ez hogyan oldhaté meg. A sejtek szisztémads (intravénas) adasa
ilyenkor nem célszerli, mert alig van esély arra, hogy akar csak kis résziik élve eljusson
,rendeltetési helyére”, a lokalis alkalmazas pedig nem minden szerv esetében lehetséges.
Raadasul a mar célba érkezett sejteknek funkciondlisan is be kell épiilniiik a szervezetbe.
Hiaba juttatunk példaul egészséges sejteket az infarktusos szivbe, ha ezek nem képesek
szorosan egyiittmiikddni a beteg sajat szivizom rostjaival, akkor csak aritmiat okozunk

(Mooney and Vandenburgh, Cell Stem Cell 2008; 2:205-213).

Eppen ezért szerintem a kovetkezé években elssorban arra szamithatunk, hogy MSC-bél
¢s/vagy szomatikus sejtekbdl kiindulva - transzdifferenciés modszer(ekk)el - sikeriil néhany
olyan sejttipust, példaul majsejteket és inzulin-termeld B-sejteket eldallitani, amik valamilyen
hordozohoz kotve beiiltethetdk a hasiiregbe, és a keringési rendszerhez csatlakoztatva képesek

ellatni alapvetd biologiai funkcidjukat.

Budapest, 2013.12.30.
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