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Koszondm szépen az MTA doktori palyazatomra szakitott 1d6t, annak formai és
tartalmi kiértékelését. Koszonom az elméleti és metodikai jjdonsagok elfogadasat, az MTA
doktori palyazatom tamogatasat nyilvanos vitdra bocsatdsaban. Halds vagyok a feltett
kérdések révén felvetett potencidlis kisérleti dtletekért is, melyeket megfontolunk! Kdszéndm
az ¢épitd kritikat is, igyekszem azt a palyazat hasznara forditani, torekszem a szébeli védésem
anyagat ennek megfelelden 6sszeallitani.

Vilaszaim a megfogalmazott szakmai kérdésekre, helyesbitésekre és észrevételekre:
1) Kérdés és helyesbités: A timuszt elhagyo naiv T sejtekben mennyi ideig mutathato ki a

hTREC cirkularis DNS? A 8. abraval kapcsolatban egy megjegyzés: nem organoidok, hanem
tenyésztett embriondalis timusz lebenyek immunfluoreszcens festése lathato a felvételeken.

Ko6szondm szépen a kérdést. A hTREC vagyis az emberi timuszban fejlédé timocitak
génatrendezddésének melléktermékeként kis méreti DNS hurkok keletkeznek. Sejten beliili
Kémiai jellegiik, szerkezetiik és méretiik miatt meglehetdsen stabilak, egyes becslések szerint
hoénapokig, akar évekig is fennmaradthatnak a T-sejtekben a timusz elhagyasat kovetden is
(forrés: T cell receptor excision circles as markers for recent thymic emigrants. basic aspects,
technical approach, and guidelines for interpretation, M D Hazenberg 1, M C Verschuren,
D Hamann, F Miedema, J J van Dongen, J Mol Med (Berl). 2001 Nov,79(11):631-40. doi:
10.1007/s001090100271). Ennek megfelelden végso soron a detekcidos modszer érzékenysége
szab hatart a kimutathatosag id6tartamanak. Mivel az esetiinkben alkalmazott digitalis PCR
modszertan biztonsdggal kimutat mar egyetlen kopiat is, ezért vélhetden elértik az
érzékenység és kimutathatdsag hatarat.

Koszonom a helyesbitést, a 8. abran lathatd szovetlebenyek eredetiiket tekintve
technikailag valoban inkdbb tenyésztett embrionalis timusz lebenyek, semmint organoidok.

2) Kérdés: A Wnt4 hatasanak blokkolasa intracellularis kompetitiv antagonista molekulat
kédolo adenovirus vektorokkal hogyan befolyasolta a timusz epitél sejtek életképességét?
Masként fogalmazva, a morfologiai valtozast valoban a Wnt jelatvitel gatlasa, vagy az epitél
sejtek pusztulasa okozta?

Ko6szonom szépen a kérdést. Az adenovirus vektorokkal bevitt ICAT regulatoros
fehérje kompetitiv moédon gatolja a TCF/LEF molekula kotdédését a beta-cateninhez, igy
gatolva a Wnt jelatvitelt. Ennek kovetkezménye az embriondlis timusz epitél esetében
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megvonasa révén fokozza az apoptdzis-hajlamot is. Igy a megfigyelt hatis nagy
valoszinliséggel ezek ereddjekeént alakul ki (forras: Mechanisms of T cell development and
transformation, Ute Koch 1, Freddy Radtke, Annu Rev Cell Dev Biol. 2011:27:539-62. doi:
10.1146/annurev-cellbio-092910-154008).

3) Kérdés: Mi a CD147/Basigin fehérje szerepe a timusz oregedésében?

Koszondm szépen a kérdést. A CD147 egy sejtfelszini glikoprotein, mely az
immunglobulin szupercsalad tagja. Szamos funkcidja ismert, melyek kozil a jelen
kontextusban a legfontosabb a sejt-sejt kommunikéacidoban betdltott szerepe. A timuszban az
epitél-sejtek €s a timocitdk rendszeres kereszt-kommunikaciot folytatnak, kdlcsondsen talélési
¢s differenciacios jeleket biztositva egymasnak. Ezek egyik csatorndja a CD147 molekula.
Ennek fontossagat jelzi, hogy a CD147 molekula T-sejtes hidnyallapota lassitja a timusz
Oregedését, a fokozottan expresszalt TGF-beta molekula EMT folyamatara kifejtett gatlo
hatasa révén. Ezek eredménye a csokkent mértékii timusz éregedés, mely szdmunkra izgalmas
fejlemény. Koszonom a felvetést! Bar jelenleg nincs hozzaférésiink ilyen egér-tdrzshoz,
valoban érdemes lenne bevonnunk Osszehasonlitdé vizsgalatokba pl. PPARgamma
hidnyallapot hatasahoz viszonyitva (forrds: CDI147 deficiency in T cells prevents thymic
involution by inhibiting the EMT process in TECs in the presence of TGFf, Ruo Chen, Ke
Wang , Zhuan Feng, Ming-Yang Zhang, Jiao Wu, Jie-Jie Geng, Zhi-Nan Chen, Cell Mol
Immunol. 2021 Jan;18(1):171-181. doi: 10.1038/s41423-019-0353-7).

4) Kérdés: Szamos tanulmany szerint a kaloria restrikcio lassitia az oregedeés folyamatat.
Vajon befolyadsolja-e a timusz oregedését?

K0szonom szépen az érdekes kérdést. Ebben W. D. Dixit (Yale) munkacsoportjanak
munkdéssagara utalnék, akikkel személyes kapcsolat is volt. A kaléria restrikcid (CR)
¢lettartam-ndveld hatdsa foemldsben kétséges, azonban krénikus betegségeket megel6z6
hatasa bizonyos. A CR gatolja a PPARgamma utvonal aktivitasat és igy testszerte a
zsirszovetek megjelenését. Ezt a hatdsat a timusz esetében is kifejti. CR hatdséara rovid tdvon a
timusz regeneracidja, hosszabb tdvon csokkent degeneracidja tapasztalhatd, lényegében
tartosan kedvezobb Oregedési palyara allitva a timuszt. Erdekes médon ez miivi Gton is
elérhet6 a PPARgamma utvonal gatlasara hatd pl. oralis anti-diabetikum révén. Ez a tipusu
magyarazat el6jon még a 7-es kérdés esetén is, ott folytatnam tovabbi kifejtését (forras:
Inhibition of thymic adipogenesis by caloric restriction is coupled with reduction in age-

related thymic involution, Hyunwon Yang, Yun-Hee Youm, Vishwa Deep Dixit, J Immunol.
2009 Sep 1,183(5):3040-52. doi: 10.4049/jimmunol.0900562).

5) Kérdés: A timuszban eozinofil sejtek is jelen vannak. Lehet-e szerepiik a ,, beige”
zsirszovet kialakulasaban?

Ko6szondm szépen az izgalmas kérdést. Valoban kimutattak tanulmanyok az eozinofil
sejtek kapcsolatat a ’beige’ zsirszovet kialakuldsaval. A KLF3 (Kriippel-Like factor 3)
hidnyallapota esetén KO egértdrzsben a fehér zsirszovet fokozottan hajlamos ’beige’ irdnyban
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differencidlodni, amely hajlam 0Osszefliggésbe hozhaté a zsirszovetek eozinofil-sejtes
besziirddésével. Egyes korai irodalmi forrasok megemlitik a timuszban TCRbeta locus
funkcionalis igazoldsa nem tortént meg, mindazonaltal ez egy izgalmas kutatasi irdny lehet.
(forrés: Eosinophil function in adipose tissue is regulated by Kruppel-like factor 3 (KLF3).
Knights AJ, Vohralik EJ, Houweling PJ, Stout ES, Norton LJ, Alexopoulos SJ, Yik JJ, Mat
Jusoh H, Olzomer EM, Bell-Anderson KS, North KN, Hoehn KL, Crossley M, Quinlan KGR.
Nat Commun. 2020 Jun 10;11(1):2922. doi: 10.1038/541467-020-16758-9 és Regulation of T-
cell receptor D beta 1 promoter by KLFS5 through reiterated GC-rich motifs, Xuexian O Yang,
Raymond T Doty, Justin S Hicks, Dennis M Willerford, Blood. 2003 Jun 1;101(11):4492-9.
doi: 10.1182/blood-2002-08-2579).

6) Kérdés: 4 20. dabra jobb oldali paneljével kapcsolatos kérdés: Mi okozza a TBX-1
transzkripcios faktor kifejezodésének csokkenését fiatal felnottekben?

Koszondm szépen a kérdést. Erre nehéz egyértelmii valaszt talalni. Szakirodalmi
kozlemények alapjan a TBX-1 transzkripcids faktor szamos mediastindlis és egyes cranio-
facidlis elemek embriondlis és fiatalkori fejlddésében egyarant fontos. Ennek megfelelden
hianyos mitkddése szamos sziv- €s aortaiv-fejlddési, mellékpajzsmirigy-fejlédési, arccsont- €s
allkapocs-fejlédési, illetve timusz-fejlédési rendellenesség kialakuldsdhoz vezet, génhidnyos
egér modellben ¢és ritka emberi genetikai hidnyallapotban egyarant  (forras:
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/tbx1 ). Meglatdsom szerint fiatal felndtt
korban a TBX-1 ubikviter expresszids szintjének csokkenése mogott az egyedfejlodés
altalanos lezarulasa all, aminek kovetkeztében okafogyottd valik a gén tovabbi aktivitdsanak
fenntartasa. Hasonldan izgalmas kérdés viszont a TBX-1 idésebb korban torténd ismételt

expresszio fokozodasa a timusz esetében, ezzel megnyitva az utat a ’beige’ irdnyu zsirszoveti
differenciacio iranyaban.

7) Kérdés: Mi lehet a magyardazat a rendszeres testmozgas hTREC érték novelo
hatasara? Nem lehetséges, hogy a naiv T sejtek képzodése nem, csupdan a keringésbe jutasuk
fokozodik?

Ko6szonom szépen a kérdést. Ebben az esetben én egy egyszeri hatasmechanizmus-
mintazatot érzékelek sajat eredményeink és parhuzamos tematikus kutatocsoport (Dixit /
Yale) eredményei alapjan. Ezek szerint a timuszban a zsirszovet megjelenésében, korral
jelatvitel erdsodése kulcsfontossagu. Azonban ennek forditottja is igaz: minden olyan
beavatkozés (kaloria-restrikcio, ordlis anti-diabetikum alkalmazisa vagy akéar a rendszeres
testmozgas) ami gatolja a PPARgamma transzkripcids faktor altal kozvetitett jelatvitelt, az
ezzel ellentétes hatast ér el, vagyis csokkenti a timuszban a zsirszovet ardnyat és igy
regenerativ jellegli, melynek preciz és objektiv mérdszama a hTREC szint kovetkezményes
emelkedése. A friss naiv T-sejtek kidramlasanak (s benniik a hTREC kopidk periférids
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megjelenésének) ismert szezondlis st diurnalis ritmusa is, azonban testmozgassal (keringés-
fokozodassal) kapcsolatos ritmikus fokozott {iiriilésérél nincs tudomasom (forras: Thymic
fatness and approaches to enhance thymopoietic fitness in aging, Vishwa Deep Dixit, Curr
Opin Immunol. 2010 Aug,;22(4):521-8. doi: 10.1016/j.c0i.2010.06.010).

8) Kérdés: Milyen bizonyitékok tamasztiak ala, hogy az exoszomdalis miRNS-eknek a
gvakori kronikus betegségekkel szemben preventiv hatasuk van? (73. oldal)

Ko6szonom szépen a kérdést. Az MTA doktori palyazat Osszeallitasakor még csak
korabbi publikacionk kozvetett bizonyitékaira tudtunk tdmaszkodni (sajat publikacio:
Physical Activity as a Preventive Lifestyle Intervention Acts Through Specific Exosomal
miRNA Species-Evidence From Human Short- and Long-Term Pilot Studies, Garai K, Adam
Z, Herczeg R, Banfai K, Gyebrovszki A, Gyenesei A, Pongracz JE, Wilhelm M, Kvell K, Front
Physiol. 2021 Aug 2;12:658218. doi: 10.3389/fphys.2021.658218). Ez alapjan a rendszeres
testmozgés hatasara legnagyobb kilengést mutatd6 miRNS-ek (10-12db) irodalmi adatok
alapjan a kisérleteinkben mérthez képest ellenkezd irdnytl dereguldciot mutatnak szamos
kronikus betegségben (pl. sziv- és érrendszeri betegségek, csontritkulas, cukorbetegség,
neuro-degenerativ korképek, daganatos elvaltozasok stb). Ez utobbiak esetében idékozben
kozvetlen bizonyitékok gylijtésébe kezdtiink. Eldzetes eredményeink és irodalmi adatok
alapjan a miR-19a, miR-144 ¢és a let-7a ellentétes kilengést mutatnak tiidédaganatos
mintdkban és rendszeres testmozgas soran. Ezért ezzel a harom miRNS-el mesterséges
exoszoma forméjaban (liposzoméba csomagolt mimic RNS) jol karakterizalt human
tiidodaganat sejtvonalat kezeltiink (A549 sejtek). Kiértékeltik a sejtek viabilitasanak
valtozasat és Taqman array segitségével a daganatos jelatvitelben gyakran érintett utvonalak
génexpressziods valtozasait is. Elozetes eredményeink alapjan (melyet konferencia poszteren
mar bemutattunk) kozvetlen hatast is kifejtenek ezek az miRNS-ek, azonban a hatas még nem
egyértelmi €s tovabbi vizsgalatokat igényel (Magyar Immunologiai Tarsasag Vandorgyiilése,
Kecskemet, 2024. oktober 16-18).

9) Kérdés: Egy exoszomaba/nano-gyongybe/nanopartikulaba csomagolt Wnt4 molekula
hogyan tud kolcsonhatasba lépni az Fz4 receptordval in vitro és in vivo koriilmények kozott?
Ko6szonom a kérdést. A Wnt molekulacsaladot glikolipoproteinek alkotjdk, melyek
hatasat az aktudlis Fz receptor és LRP ko-receptor egyiitt hatdrozzak meg, vagyis erdsen
kontextus-fliggd. Kollaboracios partneriink korabbi, nem publikalt megfigyelései alapjan
(2012, dr. Karl Willert, Sanford Consortium of Regenerative Medicine, San Diego, CA, USA)
a Wnt molekuldk kémiai ultra-tisztitast kovetoen elveszitik aktivitasukat. Azonban, szérum-
frakcioként alkalmazva megérzik azt, akar évekig is, mélyfagyasztott allapotban is (-80 °C).
Az elmult 10 évben végzett sajat kutatasaink és irodalmi adatok egyarant arra utalnak, hogy a
Wnt4 molekuldk nem szabadon, szolubilis forméaban fejtik ki hatdsukat, hanem exoszoémakba
csomagolva. Korabbi eredményeink alapjan a Wnt4 molekuladk kb. 2/3 részben
az exoszomdak felszinén, 1/3 részben azok tartalmaként utaznak, ilyen modon Orizve meg
aktivitdsukat. Az adott receptorhoz és ko-receptorhoz is jellemzden igy exoszéma-felszinhez
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kotédve fejtik ki hatdsukat, in vivo és in vitro koriilmények kozott egyarant (sajat publikécio:
Transgenic Exosomes for Thymus Regeneration, Banfai K, Garai K, Ernszt D, Pongracz JE,
Kvell K, Front Immunol. 2019 Apr 24,10:862. doi: 10.3389/fimmu.2019.00862).

10)  Kérdés: A timusz naiv T sejt termeld képességének lecsokkenésével hogyan valtozik
meg a periféerias T-sejtek osszetétele, fenotipusa és funkcioja?

Ko6szonom a kérdést. A timusz involacidval csokken a friss naiv T-sejtek keletkezése a
timuszban. Ennek megfelelden a kor eldrehaladtaval a memoria tipusu T-sejtek relativ
térnyerése figyelhetdé meg. Ezen beliil a kronikus virdlis triggerek hatdsara egyes klonok
sz¢€lsdségesen bedlusulhatnak (ember esetében ilyen pl. a CMV-specifikus T-sejtek
bedusulasa). Esetiinkben konkrétan a PPARgamma genetikai hianyallapot altal okozott T-sejt
alcsoport eltéréseket jol tudtuk rogziteni a PPARgamma génre nézve kontroll, heterozigota és
KO egerek periférias vér mintainak Osszevetésében. Ennek soran azt tapasztaltuk, hogy 8
hoénapos korban még nincs jelentds kiilonbség dramléasi citometrias vizsgalattal. KésObbi
¢letkorban (12 honapos kor) mar csak kontroll és PPARgamma heterozigota egereket tudtunk
Osszehasonlitani (a PPARgamma KO egértorzs nem ¢éli meg ezt a kort a komplex és stlyos
anyagcsere-zavarok miatt). Ebben az életkorban mar kimutathaté a naiv T-sejtek hidnya és a
memoria T-sejtek relativ bedusulasa a kontroll egértérzsben. Tovabb kifejtve az alcsoportokat
szembeodtld az effektor memoria T-sejtek térnyerése a kontroll egértérzsben (markereik:
CD3+, CD44+, CD62L-). A PPARgamma heterozigota egértdrzs esetében a megtartott
aranyban jelenlevo friss naiv T-sejtek funkcio tekintetében is teljes értékiiek az elérehaladott
¢letkor ellenére is, ahogy azt a vakcinacids és oralis tolerancidra épiild kisérleteink is
alatamasztjak (sajat publikécio: PPARgamma Deficiency Counteracts Thymic Senescence,
Ernszt D, Banfai K, Kellermayer Z, Pap A, Lord JM, Pongracz JE, Kvell K, Front Immunol.
2017 Nov 6,8:1515. doi: 10.3389/fimmu.2017.01515).

Még egyszer koszondm az MTA palyazatom szives elbiralasat, bizom kérdéseim kielégitd
jellegében, és természetesen allok rendelkezésre tovabbi kérdésekre a védés soran.

Pécs, 2024. november 20.

Dr. Kvell Krisztian
egyetemi docens



