BiRALAT DR. KVELL KRISZTIAN ,,A timusz életciklusat befolyasolo
molekuldris célpontok azonositdsa, gyogyszerészi biotechnolégiai alkalmazas fejlesztése”
CiMU MTA DOKTORI ERTEKEZESERGL

Kvell Krisztidn a Pécsi Tudomdanyegyetem Gyodgyszerésztudomanyi Kardnak Gyogyszerészi
Biotechnoldgiai Intézetéb6l nyujtotta be MTA doktori munkajat. Kutatasai n a
csecsemdmirigyre, mint fontos primér immunszervre fékuszal. A timusz felel6s a nativ T-sejtek
képzéséért, a sejtes immunvalasz létrejottéért. Ebben a folyamatban kevéssé volt
tanulmanyozott a limfoid sejteket - mint niche - kériilvevd timusz epitél szerepe. A timusz
epitélsejtek sejtfelszini molekuldk, szolubilis faktorok és extracellularis vezikuldk révén
kommunikalnak a timocitakkal, amelyek fejlédéséhez, funkcioképes naiv T-sejtekké éréséhez,
differencidlédasahoz sziikségesek. Tekintve, hogy a timusz korai 6regedést mutaté <zerv,
zsiros invollcidja az immunoszeneszcensz egyik kézponti lépése, ami fokozott h: amot
teremt fert6zések és daganatok kialakuldsara. A timusz otogenezisében és dregedésében
résztvevé kulcsfontossagi molekularis események megismerése lehetGséget teremt a
folyamatok lassitdsat vagy gyorsitasat befolydsold célzott gydgyszerészi biotechnoldgiai
moddszerek alkalmazasara, a célpontokra haté molekuldk azonositasara, formulalasara és
szelektiv célba juttatdsdra. Ennek komoly népegészségligyi jelentésége van a timusz
daganatok progresszidjanak megfékezésével, valamint a fert6z6 és daganatos betegségek
incidencidjanak mérséklése révén. Ennek értelmében a doktori munka témavalasztasa
aktuadlis, szakmai és egészséggazdasagi szempontbdl is fontos.

Formai értékelés:

A doktori mii formailag megfelel a tamasztott kévetelményeknek. Osszesen 204 oldal, érdemi
része 81 oldal terjedelm(i. FGbb fejezetei, mint Bevezetés, Anyag, mddszer, Célkitlizések
szokvanyosak. Szokatlan, hogy a Bevezetésben a témafelvetés szerepel és ettél kilon
fejezetben ismerteti a f6bb Irodalmi el6zményeket. Ez a két fejezet azonban megfelelen
alatamasztja a téma jelentGségét és raviladgit a még tisztazatlan kérdésekre. Ezek kozil jeldli ki
jelenlegi munkajanak célkit(izéseit, melyek Elméleti és Mddszertani fejezetre tagoldédnak. A
kutatasi célok megfogalmazasa vildgos. Az alkalmazott Mddszerek ismertetése megfe 16en
tagolt, keliGen részletes. Nem szokvanyos az Eredmények és a Megbeszélés fejezetek
Osszevondsa, melyben a sajat kutatasi eredmények és az irodalmi ismeretek vegyiilnek,
kétségkiviil egyértelmdien feltlintetve, hogy mi a sajat megfigyelés és mi nem. Birdlé és
vélhetéen a tobbi olvasé szamara is konnyebbséget jelent a kapott eredmények
beadgyazottsdga és a mar ismert megfigyelések contextusaban térténé ismerteté . Az
Eredmények bemutatdsa vilagos és érthetd. Ezzel a fejezettel kapcsolatban Biralénak nehany
tovabbi észrevétele van. 1. Az eredmények néhol valéjaban az eredmények sommds
Osszefoglaldsanak felelnek meg. Tekintve, hogy az értekezés alapjat képezG 25 k&zlemény,
pontosabban azok elsé lapja a doktori miiben a 125. és 177. oldal koz6tt csatolva
megtaldlhatdk, igy az eredeti kbzlemények kikereshet6k, ahol az eredmények ismertetése a
megszokott mdédon és kell§ részletességgel torténik. 2. Az eredmények bemutatadsa kancsan
nem vdlnak szét olyan didaktikus mddon az elméleti és a mddszertani célkit ések
megvaldsitasat igazold eredmények, mint ahogyan az a célkit(izések koz6tt megfogalmazasra
keriiltek. Kétségtelen ugyan, hogy ezek sok esetben egymasra épilnek, ezért nem is
valaszthatdk szét. 3. Erdemi észrevétel azonban a kapott eredményeket szemléltets, azok
megértést segité — zomében az eredeti kbzleményekbdl valtozatlan formaban bemasolt - 45



kivalé abra kapcsan az, hogy a dolgozatban alkalmazott dbramagyarazatok jelen formdjukban
nem kell6en részletesek és nem kell6en informativak szemben az eredeti kézlemén kben
publikaltakkal. Ebben a formaban nem felelnek meg annak az elvarasnak, hogy 1-1 dbrc..ak és
magyarazatanak 6nalldan is pontosan érthetének kell lennie. A doktori m( végsé formajaban
javaslom az eredeti abramagyarazatok megjelenitését akar magyarnyelvre valé forditds nélkiil
valtozatlanul. Az Eredmények interpretdlasa objektiv. A Megbeszélésben szolgaltat
magyarazatot a kapott eredmények jelentéségére. Osszeveti sajat eredményeit a nemzetkézi
irodalomi adatokkal ramutatva, hogy a jelen kutatas hol tudott a korabbiakhoz képest uj
informaciéval szolgalni. Az Osszefoglaldsban (69-76.oldalakon) Jelélt még egyszer kiemeli a
kutatds f6bb pontjait és megallapitasait, azok gyakorlati jelentéségét. Jovébeni tervei
egyenesen kévetkeznek a jelen munkaban felvetett és még megvalaszolatlan kérdésekbdl.
Végil megallapitasait, Téziseit pontokba szedve vildgosan fogalmazza meg.

A dolgozat nyelvezete vilagos, érthetd, szakszer(i, olvasmanyos és élvezetes. A magyar és
idegen szavak irdasmddja kdvetkezetes és helyesen alkalmazott. Nyelvhelyességi és szerkesztési
hibak csak elvétve lelheték fel, melyek a birdlat elektronikus verzidjaban korrektaraban
megjeldlésre keriiltek.

Kutatdsi eredményeit nemzetkszi, magas szinvonald, lektoralt folydiratokban publikdlta. A
doktori munka alapjaul 25 kézlemény és 3 kdnyvfejezet szolgal. A kbzleményekbdl 20 db Q1-
es és egy Dl-es besorolasu, 8-ban elsé szerz6 (ebbdl 1 megosztott elsé szerz8ség), 7
kézleményben utolsé szerzéként szerepel. Ezen publikaciék impakt faktora: 101,409.

Tudomanyos és oktatasi kozleményeinek szama osszesen 53, ezek idézettsége 905, ebbél
fliggetlen idéz6 733. Hirsch index 19, g-index 29.

A Biralé altal latott anyagbdl nem itélheté meg, hogy hany koézlemény sziiletett a
fokozatszerzésig és mennyi azt kévetéen.

Kutatémunkaja soran hat alkalommal nyilt lehet&sége tapasztalatot szerezni kulfoldi
tanulmanyuton. Kutatdsaiban 16 nyertes palyazat nyujtott segitséget 6sszesen tébb, mint 100
M Ft értékben.

Kutatasi tapasztalataibdl 5 egyetemi szabadalom sziiletett.

A Pécsi Tudomanyegyetem nemzetkozileg is elismert, neves kutatéi tdmogattdk tudomanyos
munkdjaban. Nagy mdlttal rendelkez6 munkacsoportokban dolgozhatott. A Jel6lt
iskolateremt6 munkaja is mestereihez hasonléan kiemelkedé, 5 PhD munka sziletett
vezetésével.

Tartalmi értékelés:

Doktori munkakaban (j mddszert dolgozott ki a timusz funkcionalis kormeghatarozasara.
Tanulmanyozta az organogenezis molekularis és a timusz éregedésének jelatviteli tényezgit.
Vizsgalta és jellemezte az endogén zsiros involticié folyamatat, valamint a zsirszévet eredetét,
melyrél megallapitotta, hogy az epitélsejtek traszdifferencialédasaval jon létre. Azonositotta
a zsirszovet jellemzdit és tobb mddszerrel is megallapitotta, hogy a zsiros involicié ‘beige’
zsirszovetet eredményez. Tanulmdanyozta a zsiros invollcié sebességét befolyasold
tényez6ket, az életmdéd hatdsat a timusz Oregedésére. Elemezte malignus timusz
daganatokban a Wnt4 autokrin hurok jelenlétét és szerepét. Vizsgalta a PPARgamma Gtvonal
hatdsat a szovetkdrnyezet fliggvényében. A timusz életciklusat befolyasolé faktorok széveti



szelektivitasanak elérésére génmodositott vezikuldkat, szilika nano-gyongyot és mas arra
alkalmas formulakat alkalmazott. Timusz-szelektiv, regenerogén exoszémadk termelését valdsitotta
meg bioreaktorban.

Doktori munkaja sordn széles metodikai jartassagrol tett bizonysagot. Kisérteleiben in vitro, ex
vivo és in vivo rendszereket alkalmazott. Adekvat, a célkitlizések tanulmanyozasara
lehetGséget teremté kisérleti allatokat valasztott ki, tenyésztett és kezelt kiilonb6z6 médokon.
Szoveti, sejt és molekularis szint(i vizsgalatokat végzett, sejttenyészeteket tartott fenn és kezelt,
transzfektalta lentiviralis vektorokkal. Transzgénikus egereket hozott létre. Egér és human
eredeti sz6vetmetszeteket készitett, exoszomdkat szepardlt, ezek tartalmat és
kovetkezményes funkcidjat azonositotta. Innovativ médositdst hajtott végre a TREC mérésére
szolgalé PCR metodikdban. Experimentalis modellt hozott létre a timusz Gregedését lassitd és
gyorsitd folyamatok, anyagok tanulmanyozasara, azok patofizologiai jelentéségének
elemzésére kilonboz6 szovetekben, eltérd lokdlis milliGben. Kifejezett elé6nye a munkanak,
hogy felhivta a figyelmet arra, hogy pl ugyanaz a transzkripciés faktor a timusz életciklusanak
kilénb6z6 periddusaiban eltérd hatast fejthet ki, valamint arra, hogy ugyan az a jelpalya, annak
aktivitasa vagy gatldsa mas kérnyezetben mas, akar fizioldgias és patoldgias kbvetkezménnyel
jarhat. Igy pl. porcsejteken végzett kisérletekben a PPRgamma jelpalya aktivitasat vizsgalta
osteoarthritisben. Innovativ gydgyszerformulakat (természetes, exoszoma alapu és
mesterséges, nanogyongy technoldgiat dolgozott ki a timusz szempontjabdl regenerogén és
progerogén anyagok szelektiv célbajuttatdsara. Tudomanyos igényességgel jellemezte a
rendszeres testmozgas immunoldgiai, betegségmegel6z6 hatasat. Mesterséges intelligenciat
hivott segitségll az adatok elemzéséhez, illetve korszer(i neuronhalézatos vizsgalatot
alkalmazott.

Uj megéllapitadsokként a kdvetkezéket fogadom el:

I. EIméleti megallapitdsok:

1. Bizonyitotta, hogy az egér és az emberi embrionalis timusz organogenezise molekuldrisan
megegyezik, és erésen fligg a Wnt jelpalya aktivitasatol.

2. lgazolta a timusz Gregedése, zsiros involucidja soran a timusz epitélsejtek jeldtvitelei
folyamatainak atszervez6dését, tovabba azonositotta a timusz epitélsejtek identitdsanak
hanyatldsaért és indirekt adipogén transz-differenciacidjaért felelés molekulakat.

3. Ultra-strukturalis, molekularis, sejtes, széveti és anyagcsere vizsgalatokkal bizonyitotta,
hogy az 6regedés soran a timusz helyén megjelend zsirszévet ’beige’ zsirszévet, melynek
forrasat a timusz epitélsejtek képezik.

4. lgazolta, hogy a TBX-1 transzkripcids faktor embriondlis korban organogén, mig
feln6ttkorban adipogén szerepet tolt be egérben és emberben egyarant.

5. Bizonyitotta, hogy ha genetikai okbdl elmarad a timusz zsiros degeneracidja, a timusz
mikddése megtartott marad, melyet magas TREC érték, valamint a vakcinalas hatékonysaga
és megtartott oralis tolerancia jeleznek.

6. Els6ként irta le (egérben), hogy mar egyszeri szteroid kezelés hatasara is a timusz epitél
allomanya tartésan karosodik molekularis és szovettani szinten egyarant.

7. Els6ként igazolta, hogy mesterséges eredet(i toxikus vegyiilet (cuprizon) hatasara a timusz
epitél allomanya apoptdézis révén karosodik, mig egyes természetes eredet(i toxikus
vegyliletek (Bg és Da kigyOmérgek) piroptézis révén fejtik ki a timusz epitélt karositd
hatasukat.




8. Arendszeres testmozgds timuszra kifejtett hatasat tanulmanyozva emberen igazolta annak
regenerativ hatasat (magas hTREC érték), mely mesterséges neuronhaldzatos vizsgalat alapjan
egy dominans fizioldgiai paraméter. Azonositotta tovabba a rendszeres testmozgas hatasara
legnagyobb eltérést mutatd miRNS fajokat, ramutatva a sport betegség-megel6z6 hatasanak
0j aspektusara.

9. Bizonyitotta emberi timusz daganatok esetében, hogy a malignitas mértékével aranyosan
Whnt4 autokrin hurok révén tartjak fenn fokozott osztédasukat a daganatos sejtek.

10. Els6ként szamolt be timusz epitélsejtekbdl szarmazd exoszémak ‘homing’ jelenségérdl,
miszerint ezen exoszémak erds két6dést mutatnak timusz szévettani metszeten, illetve egér
timuszban in vivo fokozottan dasulnak.

11. Igazolta ectopias human Wnt4 over-expressziét mutatd transzgenikus egér timusz
epitélsejtekbdl szarmazé exoszomakban a Wnt4 fehérje fokozott jelenlétét és aktivitasat,
emellett a természetes modon bedusuld és szintén PPARgamma antagonista hatasu miR27b
jelenlétét.

Il. Metodikai ujitasok:

1. Adaptalta a timusz funkcionalis koranak meghatarozasara alkalmas hTREC mérést egy
egyszerre érzékeny és preciz 3D qPCR platformra, valamint azt, hogy a mérés sz(ir6papirra
beszaritott vércseppbdl is (DBS) kivitelezheté legyen. Ez lehetévé teszi koltséghatékony
regiondlis szrékozpont mikddtetését (pl. SCID mutdciok ujszilott-kori szirvizsgalatara).

2. Kidolgozott in vitro rendszert egér (TEP1) és emberi (1889c) sejtekkel a timusz epitél
Oregedésének modellezésére, progerogén (szteroid) és regenerogén (Wnt4) kontrollal és
adaptalt egy nagy atereszt6képességl (HTS) rendszert a timusz epitél 6regedését befolyasolo
molekuldk hatasanak kimutatdsara (LipidTox festés).

3. Természetes (Wnt4 exoszOma-alapu), a timusz epitél sejtek 6regedését lassito, in vitro és in
vivo is alkalmazhaté regenerogén kezelést, valamint mesterséges (szteroid szilika
nanogyongy-alapu) timusz epitél sejtek éregedését gyorsitd, in vitro és in vivo alkalmazhatd
progerogén kezelést dolgozott ki és mindkettével kapcsolatban megkezdte a
szabadalomkutatast

4. A természetes regenerogén kezeléshez pilot léptékii bioreaktoros (3D flow bioreaktor)
termelési protokollt (3x1012 exoszéma / 100 mL médium / hénap) dolgozott ki.

A doktori munkaval kapcsolatban a Birdldban felmeriilé kérdések, észrevételek:

1. Tobb helyen emliti (pl. 9., 36. 0.) a timusz Gregedésével és funkcidcsokkenésével jard
immunpatoldgiak k6zo6tt az autoimmun betegségeket. Ezzel kapcsolatban Biralé megjegyzése,
észrevétele az, hogy kozismert a myasthenia gravis, mint idegrendszert érint6 autoimmun
megbetegedés és a thymus persistens k6z6tti kapcsolat. Ezen tal tobb kézlemény foglalkozik
pl. az SLE és a thymoma vagy thymus persistens k6z6tti asszociacidval. A timusznak tehat nem
a hidanyos miikodésére vezethetdk vissza ezek az autoimmun betegségek, bar kialakuldsuk és
a timusz mikoédésének valtozdsa k6zo6tt van 6sszefliggés, csak ellenkezd irdnyu. Az is emellett
sz6l példdul, hogy a lupus fiatal felnéttkorban (a 20-as, 30-as életévekben) indul, amikor még
a timusz teljes zsiros involucioja vélhet6en nem kovetkezett be, azaz mikodésének jelentés
hianya nem all fenn. Kérdés: Van-e arra utalé irodalmi adat, hogy az SLE juvenilis, azaz 16 év
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vizsgdltak-e TREC-et és az igazolta-e a timusz csékkent m(ikodését?



A 37. oldalon hivatkozott 103-as referencidban a kdvetkez olvashatét: "TREC content has also
been studied in a group of patients with rheumatoid arthritis and found to be decreased. This
observation led the authors to speculate that rheumatoid arthritis patients have reduced
thymic function, which might play a role in the pathogenesis of rheumatoid arthritis" Vagyis a
szerz6k is csak spekuldltak ezen, de nincs direkt bizonyiték az asszociacidra. Az RA eleve
idésebb korban indul, amikor a timusz involtciéja mar bekévetkezett. Ezek alapjan a timusz
miikédése, invollcidja és az autoimmun betegségek kozo6tti kapcsolat vaodszinl sokkal
arnyaltabb.

2. A 22. oldalon azt olvassuk a cuprizon kezeléssel kapcsolatban, hogy a kisérleti allatok
tetszéleges mennyiséget vettek magukhoz konstans aranyd cuprizont tartalmazo tapbdl. Ez
azt jelenti, hogy egyedenként a felvett cuprizon mennyisége eltérd volt. Nem befolyasolta ez
a kisérlet eredményét?

3. A 22. oldalon a human timusz mintakkal kapcsolatban kérdés: Milyen személyektdl
szarmaztak a normal timusz mintak?

4. A 28. oldalon az emberi porcsejtes kisérletek kapcsan kérdés, hogy milyen egyénektdl
nyertek femoradlis kondilust? Egyébként is megtortént volna a beavatkozas
(biopszia/explantatum nyerés) vagy ez volt a f6 indikacié? Voltak- e tajékoztatva a donorok
arrél, hogy kisérletben hasznaljak fel a t6lik nyert mintat és ha igen, adtak-e beleegyez6
nyilatkozatot? Volt erre is etikai engedély?

Van-e mas mddszer is a human porcsejtek apoptézisanak vizsgalatara, mint a festékkizarasos
modszer és ha igen, miért emellett dontéttek?

5. A 39.oldalon Az organogeneis molekularis tényezéi fejezetben mennyire volt j6 valasztas
genetikai defektus miatt indikalt terhességmegszakitasbdl nyert human magzatban vizsgalni a
timuszt? Biztos-e, hogy az adott genetikai hiba nincs hatassal a timusz organogenezisére vagy
nincs kapcsolatban azzal? Nem lett volna- e szerencsésebb nem kivant terhesség
megszakitasabol nyert magzati timusz feldolgozasa?

6. A 45. oldalon sem a szévegbél, sem a 14. abrabél nem deriil ki, hogy az 1 hénapos és 1 éves korban
egérben tortént mérési eredmények kozotti kiilonbség statisztikailag értékelésre keriilt-e és ha igen, az
szignifikansnak tekinthet6-e. (Wnt4, FoxN1, LAP2alfa, lamin1, PPRgamma, ADRP, E-cadherin, N-cadherin
mRNS expresszio).

7. A 48. oldalon a kép alatti szévegrészben a 15. abrara hivatkozik, ami valészin( eliras és a 19. abra
baloldali részére hivatkozik valéjaban.

8. Az 50. oldalon a 22. dbran bemutatott TREC mérések PPARgamma KO egérben mennyi idés korban
torténtek?

9. Az 51. oldalon a 24. dbran A szteroid-kezelés (DX) timusz epitélre kifejtett hatdsa keriilt
bemutatdsra molekuldris (mRNS expresszid) és széveti szinten (immunfloreszcens festés) egér
modellben, akut kezelés (bal, 24 h) és kronikus kezelés utan (jobb, 3 hénap). Akut szteroid
kezelésre a PPRgamma mRNS expresszio nd, mig krénikus kezelés hatasara csdkken. Hogyan
értelmezhet6 ez? Az abra A részének baloldalan FOXN1 és Wnt4 expresszid valtozdsa van
feltiintetve. Mely id6pontokat jel6l a 3-3 par oszlopgrafikon?

10. Az 52. oldalon olvashatjuk: ,Kutatdsainkat nemzetkdzi kollaboraciéban folytatva és a
fékuszt tagitva allati toxinok (pl. kigydmérgek) hatdsat is teszteltiik az immunrendszer limfoid
(pl. makrofag) és mesenchymalis (pl. timusz epitél) elemein egyarant. Biral6 megjegyzése,
hogy a monocitak/makrofagok NEM limfoid elemek, hanem mieloid progenitorokbdl
differencialédnak.

11. A 62. oldalon a 40. 4brabél nem deriil ki, hogy a bemutatott sejt daganatos vagy egészséges
tidéepitélsejtet mutat-e, vagy hogy mi a kilonbség a kettd esetében az exoszomak tulajdonsagait




illetéen. Az abran a sejten beliil a, b, c-vel jel6lt folyamatokat magyarazni sziikséges az dbrafeliratban.
Minden abranak 6nmagaban is értelmezhetdnek kell lennie! A formai részben tett észrevétel sok abra
esetében tartaimi észrevételként is emlitheté.

12. A 69. oldalon az Osszefoglaldsban olvashatjuk, hogy a hagyomanyos qPCR alapi médszert
adaptalta 3. generacios digitalis PCR platformra, melynek el6nye a koradbbi platformhoz
képest, hogy egyszerre fokozottan érzékeny és preciz, de sem itt, sem az Eredmények
fejezetben nem szerepel direkt 6sszehasonlité vizsgalat a szenzitivitds és specificitds jellemzésére a két
modszer kapcsan.

Mindezek a kérdések a dolgozat lényegét nem érintik, mindéssze a Birdld érdekl6dését
tiikrozik, melyek a doktori palydzat olvasasa kapcsan felkeltették e témakor irdnti szakmai
lelkesedését.

Kvell Krisztian MTA doktori palyazata az alap- és a transzlacids kutatds hatarteriiletén uj
eredményekkel gazdagitia az immunolégia, a molekularis bioldgia és a gydgyszerészeti
ismereteket, tudomanyterileteket. Megfigyeléseinek elméleti és gyakorlati jelentéségiik van.
A doktori mii messzemenéen megfelel az MTA doktora fokozat elnyerésével szemben
tamasztott kdvetelményeknek. Egy kivalé munka, amely alapjan javaslom a munka nyilvanos
vitara bocsajtasat és sikeres védés esetén a fokozat odaitélését.

Budapest, 2024. julius 16.
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