VALASZ

Dr. Gyuranecz Miklds opponens véleményére

Szeretném megkdszonni Dr. Gyuranecz Miklds opponensnek, hogy elvallalta MTA Doktori értekezésem
birdlatat. K6sz6ndm az alapos birdlatot és a méltatd szavakat. Kilon kdszéndm a dolgozat minGségét
méltaté szavait, valamint a mddszertan kapcsan alkotott pozitiv véleményét. Kutatasaim soran mindig
arra torekedtem, hogy azok valami Ujat adjanak hozza k6z6s tudasunkhoz és amikor csak lehet, még az
alapkutatasi kérdések esetén is, az alkalmazas iranyaba forduljanak. Ez a torekvés végig kisérte eddigi
munkamat, igy kollégdimat és hallgatéimat is arra 0sztondztem, hogy ha élhetek ezzel a hasonlattal,
,ne a gombhoz akarjanak kabatot varrni”. Torekedjenek a probléma megismerésére és tudomanyos
munkajukkal annak megolddsat tiizzék ki célul. Dr. Gyuranecz Miklds elismerd szavait ezért kiilon is
kdszonom.

Az opponens altal feltett kérdésekre az alabbiakban valaszolok.

1) Kutatasi eredményei miként hasznosithatéak esetleg a lizoszomdlis tarolasi betegség
diagnosztikajaban és terapiajaban?
Az MPS Il (mas néven Hunter-szindréma) diagnosztizalasahoz a klinikai tiinetek, a képalkotd vizsgalatok,

a vizelet GAG-szintjének vizsgalata, az IDS enzimaktivitas és a genetikai vizsgalatok kombindcidja
szlikséges. Jelenleg a tiineti kezelés a f6 terapias megkozelités.

Glukézaminogliikan (GAG) felhalmozddas miatt a GAG szint mérése mind vérplazma, mind pedig a
gerincvelGi folyadék analizise soran diagnosztikus értékd, eredményeink alapjan egyértelm( koérjelzé a
kiilonb6z6 mutacidk esetén is, amelyek egymastdl igen eltér6 és sulyossagu fenotipushoz
(citopatoldgidhoz) vezetnek. Itt kell megemliteni, hogy az ultrastrukturdlis elemzés is egyértelm(
bizonyitékot szolgaltathat a diagndzis igazoldsakor, mar a periféridlis vérmintak sejtjeinek analizise is
egyértelmlien és megbizhatéan megmutatta a tarolé vakudlumok felhalmozddasat a betegekbdl
szarmazo sejtekben. A LAMP2 fehérje megemelkedett szintje a betegségre utald jel lehet, 5Gnmagaban
nem diagnosztikus értékd, azonban jol kiegészitheti a diagndzis felallitasat.

A tovabbi eredményeink azonban neurdlis prekurzor vagy neuronszbvet sejtekre vonatkoztak, igy a
human diagnosztikdban a neurdlis szovetek hozzaférhet6sége miatt nem alkalmasak kozvetlen
diagnosztikai célokra. Amennyiben vizsgdlatainkat a porcszévetek esetében is megerGsitenék egy
hasonlé differenciaciés modellben, akkor esetleg az iziileti folyadék vizsgalata mar egy kdnnyebben
célba vehetd mintaforrds lehetne a diagnosztizalas céljara, esetleg az egyes lizoszomalis betegségek
elkilonitéséhez is.

Az MPS lI-t hagyomanyosan a klinikai megjelenési forma alapjan két csoportba osztjak: enyhe és sulyos
formara. Mindkét forma tobb szervi rendellenességgel jar, mint példaul: durva arc, csontrendszer
fejlédési zavara (dysostosis multiplex), visszatérd léguti fert6zések, organomegdlia, sérvek, mongol
foltok, alacsony termet, kardiovaszkularis betegségek és hallaskarosodds. A két forma osztalyozasa
elsGsorban a kozponti idegrendszer (CNS) érintettségének jelenléte vagy hianya és a tulélés hossza
alapjan torténik. Azon betegek, ahol a kdzponti idegrendszer érintett, a betegség f6ként progressziv
kognitiv kdrosodasban nyilvanul meg, a betegeknek révid a varhato élettartamuk, és gyakran 20 éves
koruk el6tt halnak meg sulyos |égz6szervi vagy szivbetegségben (Mao et al. 2024).



A diagnozis feldllitasara vonatkozé ajanldsokat a Hunter-szindroma Eurdpai Szakért6i Tanacsa (HSEEC)
dolgozta ki klinikai adatokra alapozva (Scarpa et al 2011). A diagndzis soran tehat ha a klinikai tinetek
és képalkotd vizsgalatok eredményei alapjan felmeril a kérkép, akkor el6szor vizeletvizsgélat, majd
enzimaktivitds mérés (iduronate 2-sulfatase (12S) enzim) kdvetkezik, ehhez bdérbiopszidbdl szarmazé
fibroblaszt sejteket, vagy periférialis vérmintabdl szarmazé fehérvérsejteket haszndlnak. Pozitiv tesztek
esetén genetikai vizsgalat kovetkezik az egyes MPS tipusok elkllonitésére (7 f6- és szdmos altipust
ismerilink a mukopoliszachariddzis betegségcsoportban). Ez azért fontos, mert a megfelel6 enzimpotld
terapia kivalasztdsa csak a pontos diagndzis esetén lehetséges. Azonban az enzimpdtlas —rekombindns
fehérje adasa— a mar kialakult rendellenességeket, igy a kdzponti idegrendszert érint6 kdrosoddst sem
képes kompenzalni, csupan a szervezet szoveteinek miikodését tudja tdmogatni és a tlineteket
mérsékelni. A csontvel§ atiltetés is, csak kisgyermekkorban elvégezve lehet elég hatdsos, ellenkezé
esetben itt is csak a tiinetek mérséklésére van esély. Kisérleti fazisban génterdpids és kismolekuldkon
alapuld, a GAG szintézis egyik Iépését blokkold kismolekula tesztelése zajlik, amely tdbb MPS betegség
esetén is alkalmazhatd lehetne. Habar eredményeink Uj 6sszefliggéseket tartak fel a differencialédé
neurdlis szovet vizsgalata soran, tovabbi célzott kutatds lenne sziikséges, hogy kismolekuldk vagy
terapids targetek kerililhessenek meghatarozasra. Sajndlatos, hogy a ritka betegségek viszonylag kis
szamu érintett betege miatt e betegségek kutatasi tdmogatdsa és f6ként a gydgyszergyarak érdeklGdése
a terilet irdnt alacsony, igy a génterapia vagy a kismolekuldk alkalmazdsan alapulé eljarasok terén elért
attorésig, beleértve a klinikai biztonsagossaguk bizonyitasat, nem varhato komolyabb el6relépés a ritka
betegségek, igy a lizoszdmalis tarolasi betegségek gydgyitasa terén sem.
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2) Az Gssejt alapu in vitro 3D neurdlis szovettenyészet tesztrendszereknek tortént-e mar
gyakorlati felhasznaldsa pl: valamilyen gydgyszergyarto céggel egyiittmiikodve?

Amennyiben a kérdés a dolgozatban bemutatott rendszerre vonatkozik, akkor a valasz részben igen.
Egy, a ritka betegségek soraba tartozé fejlédésneuroldgiai betegség az un. Kleefstra-szindroma (amelyet
az EHMT1-gén mutacidja okoz) vizsgalatahoz kot6dik a rendszer felhaszndlasa. A betegséget klinikai
megjelenése alapjan sokszor autizmus spektrumbetegségként (ASD) diagnosztizaljak. Amennyiben
nem meriil fel kétség és nem torténnek tovabbi vizsgalatok, igy genetikai vizsgalat, akkor sokszor rejtve
marad a valddi ok a tiinetek mogott. Egy ASD kutatds kapcsan kutatécsoportunk irt le egy magyarorszagi
beteg gyermeket a szindrdmdval és végzett vizsgdlatokat a gyermek vérmintdjabol genetikai
Ujraprogramozassal létrehozott iPSC sejtvonalak (Varga et al. 2016) segitségével, valamint térképezte a
mutaciot (Bock et al. 2016). A neurdlis sejtmodellen tobb lényeges megfigyelést irtunk le a betegség
neuropatoldgidjat tekintve. Ezeket a kutatasokat a Richter Gedeon Nyrt tdmogatasaval a Richter
témapalyazat keretében végeztiik, amelyet kdzleményben publikaltunk (Nagy et al. 2017). A kutatasok
folytatasaként a dolgozatomban ismertetett 3D organoid technikat alkalmazva kollégdim a betegség
neuropatolégidjanak tovabbi feltdsasat 3D modellrendszeren végezték, amelyrél tanulmanyt
jelentettek meg (Balogh A, et al. 2024), szintén a Richter Gedeon Nyrt tdmogatasaval. Habar a



vizsgdlatok soran konkrét gydgyszerjeloltek tesztelése nem tortént meg, a Iétrehozott tesztrendszer
validdlasa megmutatta annak alkalmassagat a gyogyszerjelolt molekuldk tesztelésére.

Nemzetkozi kitekintésben az iPSC alapu 3D organoidok tesztrendszerként valoé felhaszndldsa hihetetlen
iramban fejlédik, az eredmények egy 6nallé kotetet megtolthetnének. Cégek is létrejottek abbdl a
célbdl, hogy megbizhaté és folyamatosan elérhetd tesztrendszereket biztositsanak a kutatdasok szamara
(pl: Organome, Hubrecht, Stemonix), amely egyértelm(ien jelzi az egyre névekvé piaci igényt az in vitro
szOvettenyészetekben el&dllitott organoidok irant. Az allatmodellekkel 6sszehasonlitva az in vitro
organoidok csokkenthetik a kisérletek bonyolultsagat, és lehetévé teszik az emberi fejl6dés olyan
jellemzd8inek tanulmdanyozasat, amelyeket allati modellekben nehéz lehet vizsgalni (pl: magzati fejlédés,
kozponti idegrendszert érinté modellek).

Talan a legemlékezetesebb a kozelmultbdl a Zika-virus (ZIKV) fert6zés hatasanak vizsgalata (Qian et al.
2016) és lehetséges terapias targetek vizsgalata volt (Dang et al. 2016; Salick et al. 2017). Agboola és
kollégai kozelmultban megjelent 6sszefoglalé tanulmdnya részletesen bemutatja az egyes betegségek
modellezése terén az utdbbi években elért eredményeket. Habar szdmos publikacid latott napvildgot,
tovabbra is az egyes betegségek patomechanizmusanak minél pontosabb feltérképezése all a kutatasok
kozéppontjdban. A minél komplexebb és a szovetet minél inkdbb modellezni képes organoidok
|étrehozasa és karakterizaldsa tovabbra is jelent6sen kutatott teriilet. Az attérést talan a genetikai
manipulacidk alkalmazdsa jelentheti, amelyre példa Kim és kollégdinak 2023-as tanulmanya, ahol
genetikai modositassal és optogenetikai mddszerrel a-szinuklein (a-syn) aggregacid indukcios rendszert
hoztak létre az iPSC sejtvonalban és ennek segitségével vizsgaltak az a-szinuklein gyors felhalmozéddasat
és toxikus hatdasanak mérséklésére képes molekula jel6lteket Parkinson-kér preklinikai tesztjlikben.

Mindazonaltal a heterogenitas, a differenciacidés protokollok adaptadldsanak sziikségessége az egyes
betegségek esetén létrehozott sejtvonalakhoz (vagyis a kilonb6z6 genetikai hatterd sejtvonalak
valtozékonysaga) komoly korlatokat jelent és tovabbi technoldgiai és diagnosztikai fejlesztések
szikségesek a szélesebb kor(i alkalmazashoz (Costamagna et al. 2021; Zhang et al. 2024).
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3) Tudomdnyos eredményei koziil melyikre a legbiiszkébb, melyiket tartja a legnagyobb
hatastinak és miért?

K6szonom ezt az érdekes kérdést, szerencsére nem is olyan egyszer( ra valaszolni. A legbliszkébb az
el6bb mar emlitett Kleefstra-szindréma kutatadsa kapcsan elért eredményekre vagyok. Talan azért is,
mert nagyon megérintett a kutatdsban érintett autizmus spektrumbetegséggel diagnosztizalt
betegcsoport. Habar a mentorok és a klinikusok is jél a fejlinkbe vésik, hogy nem szabad , bevonédni”
de mégis, még az anonim klinikai leirdsok olvasdsa kapcsan is a kutatd, és talan egy fiatal édesanya még
inkdbb része lesz, atérzi a csalddok gyotrelmeit, amelyet egy beteg gyermekkel atélnek az évek alatt.
Amikor a munkank nyoman hirtelen megsziiletik a diagnodzis, neve lesz annak a klinikai képnek, ami
addig sehova nem illett be igazan, akkor az egy komoly attérés, sokszor megnyugvast és valtozast hoz a
csaladok életébe. Erre a kutatdsra és az ott elért eredményekre igazan biszke vagyok.

Hogy mit tartok a legnagyobb hatasunak? Nem tudnék egy cikkre rdmutatni, inkabb Ugy fogalmaznék,
hogy azt a tobb éves munkat, ahol publikacidok sorozatdval mutattuk meg kollégdimmal és
tanitvanyaimmal, hogy az &ssejtekbdl in vitro |étrehozhatd differenciacios rendszerek nagyon jo
modellrendszert biztositanak akar fejlédésbioldgiai kérdések, akar betegségek patomechanizmusanak
megértésében, és ezaltal hasznos tesztrendszerként mikodhetnek toxicitas vizsgalatokban vagy
gyogyszerjeloltek tesztelésében. Az, hogy ezzel az eszkdztarral a kisérletekben felhasznalt allatok szama
csokkenthet6 és a kutatdasok pontossaga novelhets, mar 6nmagaban komoly eredmény. Azt remélem,
hogy ez a munka tovabb folytatddik egyre tébb hazai laboratdriumban is és tovabbi értékes kutatasi
eredményeket hoz majd.

Végezetll szeretném megkdszonni a birdlatot és remélem, hogy kérdéseire adott valaszaimat
megfelelGnek tartja és elfogadja.

Tisztelettel:

Kelt: Godoll6, 2025. marcius 27.

S/ -
//Z\, « s

......... (ARG 2 e

Dr. Kobolak Julianna llona



