Valasz Dr. Mandi Yvette professzor asszonynak, az MTA doktoranak opponensi

véleményére

Nagyon koszonom Dr. Mandy Yvette professzor asszonynak, hogy elbiralta értekezésemet, s

koszondm a dolgozatrol alkotott elismerd véleményét.

Kérdéseire a valaszaim a kovetkezok:

1. A CDI133 (prominin) molekula valoban fontos, akar a sejtek szeparalasara is alkalmas
membran molekula az emberi vérképz6 Os- és korai elddsejtek, valamint tobb mas szoveti
Ossejt (neuronalis Ossejtek, szdmos tumor Ossejt, stb.) felszinén. Ezt hasznaljak ki példaul a
klinikai gyakorlatban, amikor a csontvel§-transzplantaciot nem teljes csontveldvel, hanem —
elsésorban a graft versus host betegség (GVHD) kockazatanak csokkentése érdekében —
izolalt CD133 pozitiv sejtekkel végzik. A mesenchymalis dssejtek viszont nem fejezik ki a
CD133-at (da Silva Meirelles et al., Stem Cells, 2008; 26:2287-299; Nery et al., Cytometry A.
2013; 83:48-61), errdl sajat laboratoriumunkban is meggy6zddtiink. Raadasul az ISCT (=
International Society for Cellular Therapy) sem javasolja a CD133 alkalmazasat az MSC-k
karakterizalasa soran, ezért nem tartottuk fontosnak ennek a markernek a tovabbi vizsgalatat

(Dominici M et al, Cytotherapy 2006; 8:315-317).

2. Mint a cikkiinkben (Urban et al, Stem Cells 2008; 26:244-253) és a dolgozatban (121. old,
¢s 51. abra) is leirtuk, a szubletalis (250-450 cGy) egésztest besugarzast és Kotranszplantaciot
kovetden a recipiens allatok csontvel§jében atmeneti kevert kimerizmus alakul ki, vagyis
donor és recipiens eredetli vérképzd sejtek egyarant jelen vannak a cukorbeteg egerekben. Ha
csokkentjiik az alkalmazott sugardozist (150 cGy), a kevert kimerizmus nem alakul ki és a
terapia is hatastalan. Ennek konkrét okat nem ismerjiik, de a legvaloszinlibb feltételezés az,
hogy a donor és recipiens allatok immunsejtjei kozott olyan alloreakciok jonnek létre, amik
gyulladasos citokinek termeléséhez vezetnek. Azt pedig irodalmi adatok és részben sajat
megfigyeléseink is igazoljak, hogy az MSC-k terapias — regenerativ €s immunszuppressziv -
hatasa csak megfelel6 mikrokdrnyezetben, gyulladasos citokinek jelenlétében érvényesiil. Ezt
a folyamatot hivjak az irodalomban ,,licensing”-nek (Bernardo and Fibbe, Cell Stem Cell,
2013; 13:392-402; English, Immunology and Cell Biology, 2013; 91:19-26). A fenti feltevést
erdsiti, hogy amikor gyulladasgatlo (indometacin) vagy immunszuppressziv (cyclosporin A)

gyogyszert is kaptak kisérleti allataink, az Ossejtterdpia eredménytelennek bizonyult (sajat,



nem publikalt eredmények). A pontos mechanizmus(ok) felderitése azonban mindenképpen

tovabbi kisérleti munkat igényel.

3. Terveztiink ilyen kisérleteket, de — tekintettel a sziikséges allatok nagy szamara — ennek
elofeltétele lett volna egy NOD egér tenyészet hazai 1étrehozasa, ami eddig nem sikeriilt.
Réadasul idokozben tobb munkacsoport igazolta, hogy MSC-k segitségével a NOD egerekben
is jelentosen késleltetni lehet a diabetes kialakuldsat, ha teljes gyogyulas nem is érhet6 el (Lee
et al, Proc Natl Acad Sci U S A. 2006; 103:17438-17443; Ezquer et al, Stem Cells. 2012;
30:1664-1674; Kota et al, Diabetes 2013; 62:2048-2058). Utobbi egyébként a
kotraszplantacioval sem valoszinii, hiszen a NOD egerek immunrendszere a beavatkozas,
illetve a beadott éssejtek pusztulasa utan is folyamatosan ijabb és tijabb autoreaktiv T-sejt

kloénokat hoz 1étre, a betegség progresszidja tehat nem all meg, csak lelassul.

4. A regulator T-sejtek ardnyanak alakulasat nem vizsgéltuk modelliinkben, de az &ssejt
kezelés hatasara minden valosziniiség szerint nétt a szamuk és/vagy az aktivitasuk kisérleti
allatainkban. Ezt valdsziniisiti, hogy az MSC-knek a regulator T-sejtek expanzidjara és
miitkodésére gyakorolt pozitiv hatasat szamos preklinikai allatmodellben (Burr et al, Immunol
Cell Biol. 2013; 91:12-18) — koztiik t6bb diabetes modellben (Madec et al, Diabetologia 2009;
52:1391-1399; Pileggi, Diabetes 2012; 61:1355-1356) is igazoltak.

5. Ez egy rendkivill intenziven kutatott teriilet, hiszen a hasnyalmirigy szigetek
transzplantacidja az un. ,,Edmonton-protokoll” (Shapiro and Lakey, New England Journal of
Medicine, 2000; 343:230-238) keretében elfogadott terapias beavatkozas cukorbetegeken. A
legfobb probléma az, hogy a beiiltetett szigetek életképessége és funkcidja meglehetésen
gyorsan csOkken és a betegek néhany év mulva ismét inzulin-potlasra szorulnak (Langer,
Transplant Proc. 2010; 42:1421-1424). Eppen ezért rendkiviil nagy jelentéségii lenne, ha
sikeriilne a Langerhans-szigetek tulélését eldsegiteni példaul az MSC-k 4altal termelt
mediatorok segitségével, vagy akar atmenetileg MSC-kkel kokultiraban tartott sziget-graftok
alkalmazasaval, ahogy professzor asszony javasolta. Kisérleti rendszerekben mindkét
modszer bevalt (Bell et al, Stem Cells Dev. 2012; 21:1863-1876; Davis et al, Biomaterials
2012; 33:6691-6697; Rackham et al, Cytotherapy 2013; 15:449-459), de klinikai
alkalmazasukra — legjobb tudomasom szerint — még nem Kkeriilt sor. Természetesen mi is

szivesen dolgoznank - elsGsorban emberi - Langerhans-szigetekkel a jovében, de ehhez nem



nagyon taldlunk megfelelé kollaboracios partnert. Klinikusok segitsége nélkiil pedig nem

boldogulunk.

6. A myelodysplasias betegek csontveldi stroma sejtjei kétségteleniil hibasan miikodnek. Ezt
sajat eredményeink mellett szamos irodalmi adat is aldtamasztja (Kitagawa et al, Mol Med
Rep. 2011; 4:591-596). Valdban kézenfekvd lenne tehat akar allogén MSC-k segitségével 1j,
egészséges csontveldi stroma allomanyt kialakitani az ilyen paciensekben. Sajnos ez
pillanatnyilag kivihetetlennek latszik, az intravénasan beadott MSC-k ugyanis nem jutnak el a
csontveldbe (Chamberlain et al, Stem Cells 2007; 25:2739-2749; Karp and Teo, Cell Stem
Cell 2009, 4:206-216). (Ezért recipiens eredetli példaul minden csontveld transzplantalt beteg
stroma allomanya). Ilyen tipusi beavatkozasra tehat csak akkor lesz esélylink, ha sikeriil
megoldani az MSC-k iranyitott ,,homing”-jat. Megfeleld adhézidos molekulak, vagy még
inkabb kemokin receptorok génjeit kifejezésre jutatva az in vitro tenyészetben felszaporitott
MSC-kben talan elérhetjiik, hogy a szisztémasan a szervezetbe juttatott sejtek eljussanak a
csontveldbe (is). Ez azonban ma még — néhany szérvanyos kisérleti probalkozastol eltekintve
(Kumar and Ponnazhagan, The FASEB Journal 2007; 21: 3917-3927; Cheng et al, Molecular
Therapy 2008; 16: 571-579) — inkabb csak hipotézis, mint realis lehetdség. Igy az MDS
mesenchymalis dssejtekkel torténd kezel€se, netan gyogyitasa — legaldbbis pillanatnyilag —

nem realis.
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