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Recombination activating gene 1 /Rekombinacids aktivald gén 1
Recombination activating gene 2 /Rekombinacids aktivald gén 2
Reduced intensity conditioning /Csokkentett erdsségii kondicionalas
Respiratory Syncitial Virus /respiratorikus szincicialis virus

4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-pyridyl)-1H-

imidazole
Single-chain variable fragment /Egylancu variabilis fragmens

Severe  combined immunodefficiency  /Stlyos  kombinalt

immundefektus
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TCR
Teff:
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TNFR1:
TREC:
Treg:

TS1:

TUKEB:

UBC:
VCAM1
VLA4
WHO:

Wnt3A:
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Stromal cell-derived factor 1

Sialyl-Lewis X /Szialil-LewisX

Specific-pathogen-free /Specifikus patogénektl mentes

Total body irradiation /Teljestest-besugarzas

T cell receptor /T-sejt receptor

Effector T cell /Effektor T-sejt

Helper T cell /Helper T-sejt

Tumor necrosis factor receptor 1 /Tumor nekrézis faktor receptor 1
T cell receptor excision circles /T-sejt receptor excizios korok
Regulatory T cell /Regulatorikus T-sejt

CD4+ T-sejtjein kizardlag elére atrendezett, a HIN1 A/PR/8/34
influenza virustorzs hemagglutinin antigénjének S1 determinanséra

specifikus, MHC Il-vel reaktiv transzgén TCR-t hordozo6 egértorzs

Scientific and Research Ethics Committee /Tudoményos ¢és

Kutatasetikai Bizottsag

Human ubiqutin C promoter /Human ubikvitin C prométer
Vascular cell adhesion protein 1 /Vaszkularis sejt adhézios fehérje 1
Very late antigen-4 /Integrin a4p1

World Health Organization /Egészségligyi Vilagszervezet

Wingless-Type Mouse Mammary Tumor Virus Integration Site
Family Member 3A / Szarnyatlan tipustt Egér Eml6virus Beépiilési
Hely Csalad 3A tagja

Serum gamma glutamyl transferase /Szérum gamma-glutamil-

transzferaz
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2. BEVEZETES

2.1 A hematopoetikus 6ssejt-transzplantacio
A hematopoetikus 6ssejtek (HSC)-transzplantacioja (HSCT) a standard orvosi ellatas

részét képezi szdmos vérképzorendszeri rosszindulati daganat, szolid tumor, 6roklott
immunhidnyos allapot, s6t egyes anyagcsere- és raktarozasi megbetegedések kezelésére
(2). A HSCT talan az egyik legegyedibb terapias eljaras az orvostudomanyban, melynek
lehetdsége eldszor a 11. vilaghabortban sugarfertézést szenvedett betegek kezelése soran
merilt fel. A HSCT soran a betegek intravénas infazion keresztiil hematopoetikus
progenitor sejteket kapnak vagy o6nmaguktdl (autoldég) vagy egy masik egészséges
személytdl (allogén, ritkan szingén), melynek forrasa igen valtozatos lehet (periférias vér,
csontveld, koldokzsindr vér), azzal a céllal, hogy a sériilt, vagy nem miikodé vérképzés
illetve immunrendszer funkcionalitasa helyrealljon. Az elmult két évtizedben az elvégzett
HSCT-k szama vilagszerte emelkedést mutat, melyhez nagyban hozzajarultak mind a
technologia folyamatos tovabbfejlesztése, mind az alapkutatasok hozta fundamentalis
felfedezések. EQy tanulmény szerint, a vilag 77 orszdgdban 1566 transzplantacids
centrum jelentése alapjan évente 6sszesen 68.146 HSCT-t hajtanak végre, melybol 47%,
azaz 31.926 volt allogén, mig 53%, tehat 36.220 volt autolog atiiltetés (3).

a) -

3,

1. Abra: a) Az Sssejt-

transzplantaciok

abszolut szamai és
HSCT abszolit szam

] Ovagyn/a
o | | [ S )
B0 0E 11-100
I 0 = 101-1000
I . 1000

B Hong Kong ™~

834 I Szingapur “

¥

eloszlasa a vilagon.

b)

b) Az allogeén- és autolog

atiiltetesek eloszlasa
Allogén HSCT aranya
I Nem alkalmazott
] Kevesebb
EICICIED allogén HSCT
I 0 B Fgyenls
I 750 allogén HSCT

P orszagonkent.
“\)/

13



DOI:10.14753/SE.2019.2335

2.1.1 Az é6ssejtek forrasa
A HSCT-re hasznalt 6ssejtek szarmazhatnak a csontveldbdl, illetve eldkezelés utan

periférias vérbol vagy akar k6ldokzsindr vérbdl is. Az dssejt-transzplantacid hajnalan az
autolog illetve az allogén atiiltetések (ezek részletes kifejtését lasd késobbi fejezetben)
egyik leggyakrabban hasznalt 6ssejt-forrasa a csontveld volt. Sajnos a gytijtési eljarashoz
steril klinikai koriilmények sziikségesek, a folyamat a donor szamara erdésen invaziv,

komoly fajdalommal jar6 beavatkozas, ami limitalta az 6nkéntes donorok hajlandosagat.

Tobbek kozott emiatt mara minden transzplantacios tipus esetén a periférias vér, mint
Ossejtforras szinte teljesen kiszoritotta a csontveld hasznalatat (4). A periférias véren
alapuldo HSCT, melyet eldszor 1993-ban alkalmaztak, novelni tudta a donorok szamat,
hiszen ezen eljaras soran nincs sziikség miitéti koriilményekre, csupan egy elékezelésre
¢s az azt kovetd vérvételre, igy ez sokkal kisebb megterhelést jelent az onkéntesek
szamara, mint a csontveld biopszia (5). Az el6kezelés vagy mobilizalas soran a donor az
Ossejttermelés fokozasanak eldsegitésére intravénasan adott rekombinans granulocita-
kolonia stimulalo faktor (G-CSF) kezelésben részesiil. Ezt kovetden a keringésben nagy
szamban megjelend Gssejteket leukoferezissel gyiijtik be. A folyamatot egy aferezis gép
végzi, amely a vérsejtek és plazma komponensek szeparalasat végzi, lehetdséget teremtve
a HSC-ket tartalmazo sejtes frakcid begylijtésére. Napjainkban a 20 éves kor feletti
vérbol gytijtott vérsejtekkel végzik (6). Ez a technologiai valtas a donorok szamanak
jelentds novekedéséhez vezetett, ami jelentésen novelte a HSCT-re szoruldo betegek
talélési esélyeit. Manapsag az dssejtbankok és donorregiszterek révén egy amerikai vagy
egy eurdpai kaukazoid szarmazasu betegnek 90%-os eséllyel talalnak megfeleld, nem
rokon donort (7). Végiil a csontveld €s a periférias vér mellett hasznalatos harmadik

lehetséges HSC forras a koldokzsinor vér (6).

A koldokzsinor vér, mint harmadik lehetséges Gssejtforras, csak kozelitéleg 25 éve valt
elérhetévé. A  koldokzsinor vér haszndlatdnak egyik legnagyobb elénye a
hozzéaférhetdsége, hiszen a sziiletés utan a koldokzsinor egy felesleges hulladék, melynek
begylijtése a donor szamara nem okoz semmilyen addicionalis beavatkozast. Ezen
tulmenden masik 1ényeges eldnye, hogy a koldokzsindr vérben taldlhaté immunsejtek
naivitasa miatt ezen sejtek hasznalatakor kell a legkisebb donor-recipiens egyezést (4-

6/6) elérniink. Sajnos azonban a koldokzsinor vér nagyon alacsony szamban tartalmaz
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HSC-ket, ezért inkabb gyermekkoru és Kis testtomegii felnétt recipienseken alkalmazzak,
hiszen a sikeres transzplantaci6 alapfeltétele a 3-5 x 10%/recipiens/ttkg mononukledris
sejt, vagy 3-5 x 10%recipiens/ttkg CD34+ Ossejt beadasa, igy a koldokzsinér vérbol
Emellett tovabbi probléma, hogy ha mégis végrehajthatdé az atiiltetés, a graft forrasa
kimeriil, és nincs lehet6ség tovabbi, graftot igényld beavatkozasokra, elsésorban donor
limfocita infazidra (DLI), illetve masodik transzplantaciora. Tovabba ez esetben megnd
az esély a fert6zések kialakulasara is, hiszen ezek a sejtek még egyrészt igen éretlenek,
masrészt még semmilyen korokozéval sem keriiltek kapcsolatba, azaz a graft
memoriasejt-mentes is egyben. Végiil a koldokzsindrvér hatranyai k6zé sorolhaté még az

alacsonyabb graft megtapadasi ardny és az immunszupresszi6é novekedett kockézata.

A kiilonbozé HSC forrasok elényeit és hatranyait, legfontosabb jellegzetességeit az 1.
Tablazat mutatja be.

1. Tablazat: A kiilonbozo dssejtforrasok paraméterei.

Sejtes paraméterek Ossejtforras

Csontveld Periférias vér | Koldokzsindr vér

Ossejt tartalom Megfelels | Jo Alacsony

Progenitor sejt tartalom Megfelel6 Magas Alacsony

T-sejt tartalom Alacsony Magas Alacsony, altalaban
funkcionalisan

éretlen sejtek

Tumor sejt kontaminacio6 esélye | Magas Alacsony Elhanyagolhat6

2.1.2 Az é6ssejt-transzplantacio tipusai
A HSCT-nek két f6 tipusa ismert: az autoldg illetve az allogén transzplantaci6. Az autolog

transzplantacid sordn a beteg sajat Ossejtjeit kapja vissza, igy logisztikailag és
kivitelezését tekintve egy sokkal egyszerlibb eljarasrol beszélhetiink, mint az allogén
valtozat esetén. Emellett mivel sajat sejtek beadasa torténik, nem meriilnek fel szovet-
Osszeférhet6ségi (hisztokompatibilitasi) kiilonbségek, azaz sem a graft, sem a recipens
nem ismerheti fel idegenként, ezaltal nem kérosithatja vagy 16kheti ki a masikat. Autolog
transzplantacioban emiatt nincs szilkség immunszupressziv terapiara a szdvet-

Osszeférhetdségi antigének kiilonbségébdl eredd mellékhatasok kialakuldsanak, azaz a
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recipiens/host testébdl a graft kilokésének (host versus graft, HvG), vagy a graft altal a
recipens szervezetében okozott szovetkarositasnak (graft versus host betegség, GvH,
GVHD) a megelézésére, kivédésére, kezelésére. Tovabbi el6ny, hogy Kisebb az
opportunista fertdzések kialakuldsanak kockazata, és az immunologiai rekonstrukcio is
Iényegesen gyorsabban megy végbe, mint allogén transzplanticid esetén. Az autolog
HSCT-t az idGsebbek is jobban toleraljak, hiszen nincs immunszupressziv kezelés, ezért

a kezelés okozta halalozas 5% alatti, mig a graft megtapadasi problémak ritkak (9, 10).

Azonban szamos eldnye mellett az autolog transzplantacionak nagyszamu hatranya is
ismert. Szamos rosszindulati vérképzdszervi megbetegedésben eléfordul, hogy a
malignus sejtek jelen vannak a vérben illetve a csontvel6ben, igy az autograft kolonogén
tumor sejtekkel szennyezédhet, ami értelemszeriien noveli egy relapszus esélyét. A
legtobb rosszindulati megbetegedés esetében valoban dokumentalt, hogy autolog
transzplantacidt kovetden magasabb relapszus arannyal szamolhatunk, mint allogén
transzplantacié esetén. Ennek hatterében raadasul nem csak a kontaminacio, hanem a
terapia alapjat képez6 nagy dozist citoreduktiv kezelés is allhat. Az elézetes terapiaként
szolgald alkilezd szerek, illetve purin analdgok tobbszori alkalmazasa mellett ugyanis
magas kockazattal alakulhat ki masodlagos akut leukémia is (11, 12). Végiil a magas
relapszus aranyhoz szintén hozzajarul a graft versus leukémia hatas (GvL) elmaradasa is.
A GvL soréan a grafttal kapott immunkompetens sejtek a beteg rezidudlis tumor sejtjeit
felismerve és azokat eliminalva fejtik ki tumor-ellenes hatasukat. Az autolog
transzplantacio soran a beteg dnmaga donora, igy nincsenek 6nmagat €s a daganatsejtjeit
idegenként felismer6 immunkompetens sejtjei sem, ezért nem szamolhatunk a GvL
jotékony hatasaval. A GvL kivaltasara kizarolag allogén transzplantacio esetén van

lehetdség.

Az autologgal szemben az allogén transzplantacidé soran a beteg nem sajat, vagyis
valamelyik csaladtag, rokon vagy idegen donor egészséges Ossejtjeit kapja meg. A graft
igy mindig kontaminacié mentes, ugyanakkor tartalmaz donor eredetii, azaz mind a
recipienst, mind annak daganatsejtjeit potencialisan idegenként felismerd,
immunkompetens sejteket is. Ezen sejtek hozzajarulnak mind a GvH, mind a GvL hatas
kialakulasahoz. Ezaltal allogén HSCT-ben nagyobb a recipenst karositd valasz

kialakulasanak kockazata, de egyben kisebb a relapszus kialakulasanak esélye is.
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A graft-medialt GvL mechanizmusa és jelent6sége komplex kérdéskor, melynek
felfedezéséhez és megértéséhez hosszu ut vezetett. E16szor megfigyelték, hogy allogén
transzplantacioban egy T-sejt mentesitett graft alkalmazasakor ugyan kisebb a GvH-s
szovetkarositas, de egyben mindig magasabb a relapszus, azaz a daganatos alapbetegség
kijulasanak az aranya is (13). Mindez arra utalt, hogy az allograft nem csak karosithatja
a recipiens szervezetét (GvH), hanem a daganatsejtek szamat, azaz a relapszus esélyét is
csokkentheti egyben (GvL). Ezutan szadmos kisérlet tortént a GvH ¢és a GvL hatas
szétvalasztasara, az elobbi csokkentésére az utdbbi gyengitése nélkiil, azonban nem sok
sikerrel, részben mivel e folyamatok hattere sem volt teljesen ismert (13). A kezdetekben
alkalmazott T-sejt mentesitett graft adasa, amitdl a GvH elmaradasat vartak, mindennemt
kiegészitd terapids modositds nélkiil nem véltotta be a hozzd flizott reményeket. Igaz
csokkent a GvH kialakuldsdnak esélye, hiszen nem voltak jelen a szovetkarosodasért
felelos citotoxikus T-sejtek, am a GvL elmaraddsa mellett nétt egyes virusfertdzések
kialakulasanak kockazata is. Ezen tilmenden pedig magas szamban alakult ki graft
megtapadési probléma a szabalyozd, vagyis regulatorikus T-sejtek hidnya miatt, igy €
stratégia alkalmazhatosaga 6sszességében igen limitaltnak bizonyult. Manapsag bizonyos
foka T-sejt-deplécio ugyan részét képezi az aHSCT kezelésnek, azonban ez mindig
kiilonboz6 kiegészitd terapidkkal kiegészitve torténik, melyekrdl részletesen a Fejlesztés

alatt all6 és vizsgalati szakaszban 1év0 terapidk c. fejezetben lesz szo.

Az allogén atiiltetések soran emellett még szamos tovabbi potencialis szovodménnyel
szamolhatunk, mint példaul a kezelés okozta szervi citotoxicitas, a GvH hatas, illetve a
graft megtapadasi problémak. Az immun-rekonstrukci6 allogén HSCT-ben altalaban
lassabb, és emiatt az oppurtunista fertézések kialakulasa is gyakoribb. A GvH és a HvG
csokkentése ¢érdekében a transzplanticiot megelézéen a beteggel {6 szovet-
Osszeférhet6ségi antigén (HLA) szinten minél jobban egyezd egészséges donort kell
keresni, illetve ennek kideritésére donor-recipiens vizsgalatokat kell végezni. A donortol
kapott graft befogadasara mindig immunszupressziv kezelést kell végrehajtani, amely
szdvetkarosodas kialakulasidhoz vezet. Osszességében tehat a kezelés kockazatai
nagyobbak, és a terapia okozta haladlozas szignifikinsan magasabb, mint az autolog
atiiltetés esetén, ¢és ezen kockazatok jo része a donor és recipiens kozott HLA-szinten

megjelend kiilonbséggel aranyosan nd.
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A fentiekbdl kovetkezik, hogy a HSCT kivitelezésének megtervezése soran mindig
figyelembe kell venni a beteg rosszindulatu daganatdnak tipusat, a beteg életkorat, a
rendelkezésre 4all6 donorok elérhetdségét, a begylijthetd daganat mentes autograft
lehetOségét, a beteg allapotat és betegségének stadiumat (érintett-e a csontveld, fennall-e
kemoszenzitivitas stb.). Az eddigiekben részletezett elényoket és hatranyokat figyelembe
véve az allogén transzplantaciot elsésorban leukémiak és mielodiszplazias szindromak
kezelésére, mig az autolog eljarast inkabb limfomakban és mielomakban, illetve ritkan,
egyes szolid tumorokban alkalmazzak. Ugyanakkor tény az is, hogy az allogén
transzplantacidban bevezetésre kerililt egyes, a kockézatokat jelentdsen csokkentd
ujitdsok, pl. a csokkentett intenzitdsi vagy nem mieloablativ kondicionalas
bevezetésének hatdsira az eddig autoldég transzplanticidval kezelt megbetegedések
esetében is mind gyakrabban van lehetdség allogén atiiltetésre és igy a GvL hatas

kiaknazasara. Minderrdl részletesen a késObbiekben lesz sz0.

A Dbeteg paraméterein tal masik fontos szempont az iddézités. Rosszindulata
vérképzOszervi betegségek kezelése esetén a legjobb eredmények altalaban akkor érhetdk
el, hogyha a transzplantaciot a betegség korai szakaszaban végezik, amikor a
rosszindulati daganatsejtek még érzékenyebbek a kemoterapiara, és a tumor teher
alacsony. Kezdetben a betegség még jol szabalyozhaté a kemoterapia kevésbé toxikus
formaival, mig a késdi idéablakban végzett transzplantacid esetén mindig szamolni kell
az erésebb immunszupresszid okozta szovetkarosodas, a relapszus, a kezeléssel
kapcsolatos toxicitas, a beteg altalanos és immunrendszeri allapotanak romlésa és az
idékozben fellépd fertdzések okozta komplikaciok fellépésével. Osszességében azonban
a HSCT eljarasok nagy részérél elmondhato, hogy a betegség korai szakaszaban, illetve
olyan betegeknél alkalmazhatéak kiilondsen hatékonyan, akiknél nagy a kockazat a

relapszus kialakulésara.

Az eljaras legfobb klinikai indikacioit a transzplantacio tipusa szerint csoportositva a 2.
Tablazat foglalja 6ssze. Mivel PhD munkam témaja a GVHD jelenségének kutatasa, a

tovabbiakban részletesen az allogén csontvel6-transzplantacioval fogok foglalkozni.
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2. Tablazat: A HSCT legfobb indikdcioi, Forras: (14)

HSCT indikéciok

Autolog transzplantacio

Allogén transzplantacio

Malignus Nem malignus Malignus Nem malignus
_ Autoimmun Leukocita  adhézios |
Mieloma | Diamond-Blackfan
) betegségek (pl: | defektus, Leukocita '
multiplex . anémia
SLE) tapadas hianya
Non-Hodgkin- o Shwachman-Diamond | Wiskott-Aldrich-
Amiloidézis
limfoma szindroma szindroma
o Sulyos  velesziiletett | Stilyos kombinalt
Hodgkin-limfoma _ ‘ ‘
neutropénia immunhidny (SCID
Akut mieloid Mieloproliferativ Sarldsejtes
leukémia rendellenességek vérszegénység
Egyes anyagcsere . '
Neuroblasztoma Thalassémia major
megbetegedések
Mieloproliferativ
Csirasejt tumorok Fanconi anémia
rendellenességek
Tiszta vOrdsvérsejt _ _
_ Aplasztikus anémia
aplazia
Kronikus mieloid
leukémia
Tiszta vorosvérsejt
aplazia

Hodgkin-limfoma

Non-Hodgkin-limfoma

Akut mieloid leukémia

Akut limfoblasztos

leukémia

Myeloma multiplex

Kronikus limfocitikus

leukémia
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2.1.3 Az allogén transzplantacio
Az allogén transzplantaciéo (aHSCT) uttérdjének E. Donnall Thomas és munkatarsai

tekinthetdk, akik 1957-ben elvégezték az elso ilyen tipusu atiiltetést (15). Egy 2016-ban
megjelent publikacio szerint az eurdpai HSCT-k 2014-ig torténd 20 éves monitorozasa
alapjan elmondhat6, hogy Europaban évente tobb mint 40 000 transzplantaciot végeznek,
melynek kicsit kevesebb, mint a fele (43%) allogén transzplantacié (16). Ez a szam évrol-
évre novekedést mutat, féleg a kelet-eurdpai orszadgok esetén. A folyamatbol hazank is
kiveszi a részét, tobbek kozott 2016-ban a budapesti Dél-pesti Centrum Koérhaz, Orszagos
Hematologiai és Infektologiai Intézet, Ossejt-transzplantacios Osztalya mellett
Magyarorszdg masodik felndtt allogén transzplantacios 0sSztdlya is megnyilt
Debrecenben. Természetesen a magyarorszagi esetszamok sokkal szerényebbek, mint a
nyugat-eurépai vagy amerikai centrumokéi, de a kezdeti éves 40 transzplantaciohoz
képest mara tobb, mint 70 felndtt allogén atiiltetéssel szamolhatunk (1). Az eljaras {6
indikéacioi Magyarorszagon az akut leukémia (akut mieloid leukémia [AML]: 31%, akut
limfoid leukémia [ALL]: 14%), novekvé szamu mielodiszplazia (MDS: 9%), non-
Hodgkin limfoma (NHL; 7%), mieléma multiplex (MM; 5%), mig a kronikus mieloid
leukémias (CML: 19%) betegcsoport szama a 2000-es évekhez képest visszaszorult. Ezen
betegek szamara sok esetben az aHSCT az egyetlen kurativ modszer. A betegek szamanak
alakulasa, illetve a legfobb betegség indikaciok a 2. Abran lathatoak.
a) b)
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szerint (n = 887)
i Allogén transzplantacioval kezelt betegek diagnodzisa (n=887)
PB = periférids Gssejt; BM = csontvels Transzplantacids periddus: 1993. januér 1.-2014. december 31.
AML= akut mieloid leukémia (n=276); AlLL= akut limfoid
, , leukémia (n=119); CML= krénikus mieloid leukémia (n=169);
2. Abl"a: a) AZ allOgel’l MDS= mielodiszplézias szindréma (n=77); NHL= non-Hodgkin
” . L, . , , , limféma (n=61); MM= mieléma multiplex (n= 43); ClLL=
ossejttranszplantdciok szamanak alakuldsa  snikus limfocités leukémia (n=39); Hodgkin-kér (n=30);
’ e MPN= mieloproliferativ neopldzia (n=30); Non-malign.= nem
Magyaf’orszag()”l ]993'2014 kOZOtt: malignus kérképek egyiitt (n=43): Stlyos aplasztikus anémia
4 . 4 . (n=37); Immundeficiencia (n=2); Paroxismalis nocturnalis
OSSQJU(‘OVI"CIS szerint. haemoglobinuria (n=3); thalassemia major (n=1).

’ Allogén Gssejt-transzplanticiok Magyarorszigon Gssejtforris

b) Az allogén transzplantdcion atesett betegek alapbetegségének szdazalékos
eloszlasa 1993-2014 kézétt. Forras: (1)
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Az aHSCT els6 1épése a megfeleld donor (sejtforras)-recipiens (beteg) par megtalalasa.
Az allogén donor lehet HLA-azonos testvér, HLA-azonos vagy nem teljesen azonos
rokon, és HLA-azonos nem-rokon (unrelated) onkéntes egyén. A transzplantacio
szempontjabol megfeleld testvér vagy csaladi donor ardnya kb. 35 %, mig a nemzeti és
nemzetkozi regiszterek segitségével kb. 50-60 %-ban lehet megfeleld 6nkéntes, nem

rokon donort talalni a betegek szamara (8).

2.1.3.1 A HLA gének jelentésége a transzplantacioban
A transzplanticios folyamat soran az elsddleges cél a HLA szinten leginkdbb egyezd

donor- recipiens par megtalalasa. A megfeleld donor kivalasztasakor a recipiens és a
donor MHC-szintli egyezését vizsgaljak, melyet mindig két haplotipus szammal és a két
szam kozotti per-jellel jelolik. Példaul egy 6/6-os egyezés esetén a vizsgalt gének szama
3 (aHSCT-ben jellemzben ezek a HLA-A, -B, -és DR, 1d. késébb) melyeknek Gsszesen 6
allélja keriil vizsgalatra, illetve ebben az esetben a donor és a recipiens kozott teljes

egyezés all fent.

Természetesen nem teljes egyezés esetén is elvégezhetd az eljaras, de ezekben az
esetekben mindig szdmolnunk kell a transzplantacio egyik legfobb, életet veszélyeztetd
mellékhatasaval, az akut GvHD kialakulasaval (lasd késobbi fejezet). Ezen régiok
transzplantacids célra torténd vizsgalata nagy felbontasi HLA-DNS genotipizalason
alapszik, mely torténhet Sanger szekvenalassal és PCR-rel is (17, 18). A transzplantacios
vizsgalatok soran leggyakrabban a poszttranszplantacios jelentdségii HLA-A, -B, -C, -
DR, -DQ és -DP régiokat vizsgaljuk. Kideriilt az is, hogy a HLA I osztaly tagjainal (-A,
-B, -C) fellépo eltérések a f6 okozoi az akut GvHD-nak, mig a HLA-A és -B a hosszl
tava poszttranszplantacios tulélés szempontjabol meghatarozo. Természetesen a HLA 11
osztaly tagjaiban 1év6 egyezés szintén csokkenti a GvHD kialakulasanak esélyét, és jobb
tulélést biztosit, am transzplantacios szempontbol a DRB1 egyezés kiemelt fontossagu a
beteg tulélése és a stilyos GVHD elkeriilése szempontjabol. A HLA eltérések hatdsat a
tulélésre a 3. Tablazat tartalmazza (18).
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3. Tablaza: HLA [okusz eltérések hatasa a tulélésre Forras: (18)

Tanulmany HLA 16kusz eltérések hatéasa a talélésre

A B C DRB1
Petersdorf et al.(19) | Egyiittesen csokkenés Csokkenés
Morishima et al.(20) | Csokkenés | Csokkenés %) %)
Flomenberg et | Csokkenés | Csokkenés Csokkenés Csokkenés
al.(21)
Lee et al.(22) Csokkenés | & Csokkenés Csokkenés
Park et al.(23) %) Csokkenés Csokkenés %)

Az allogén HSCT szamara a legalkalmasabb HSC donor a HLA identikus testvér, vagy a
beteggel teljes egyezést mutatd6 HLA-azonos csaladtag. Ekkor a DNS-alapu
modszerekkel vizsgalt régiok a HLA-A, -B -és DRBI, melyeknek minimum
kovetelményként teljes egyezést (6/6) kell mutatnia. A vizsgdlatok esetleg
kiegészithetbek a HLA-C és -DQBI1 régiok elemzésével is, de ezek jelentOsége
masodlagos. Ebben az esetben 5 gén dsszesen 10 allélja keriil vizsgalatra, igy a teljes
egyezést 10/10-nek jeloljiik. Ha a csaladon beliil ilyen donor nem all rendelkezésre, akkor
a rokonsagbol kell olyan donort keresni, aki a HLA-A, -B, -C és -DRB1 régiokban is
teljes egyezést mutat a recipienssel (8/8). EQy amerikai felmérés szerint a
transzplantalasra keriild betegek tobb mint kétharmada szdméra nem talalnak teljes
egyezést mutatd csaladi donort (24). Ezekben az esetekben a kovetkezd szamba vehetd
lehetdség, egy erds, de nem teljes egyezést mutatd rokon donor keresése (24). Ekkor két
eshet6ség all fenn a HLA egyezés mértéke alapjan; az egyik az egyetlen MHC antigénben
eltér6, mig a masik lehet6ség pedig egy haploidentikus donor keresése. Az egy antigén
eltérés esetén vizsgalt régiok a HLA-A, -B, -C és -DRB1, és a minimum kovetelmény a
7/8 egyezést mutatd, azaz példaul egyetlen cross-overt hordozo testvér valasztasa. A
haploidentikus donor esetén tovabbra is a beteg rokonai kozott keressiik a megfeleld
donort, és vizsgalt régiok a HLA-A, -B, -C és DRB1, melyekbdl a donornak a recipienssel
legalabb 4/8 egyezést kell mutatnia, 10kuszonként csak egy eltéréssel. Sajnos a

haploidentikus transzplanticié esetén mindig szamolnunk kell a HLA-szenzitizalt

betegek esetén a graft kilokddésével (25). Ha a csaladban egyik lehetdség sem adott,
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akkor a hazai és nemzetkdzi adatbankokban nyilvantartott dnkéntes nem-rokon donorok
(unrelated donor) nyujthatnak segitséget. Szamos tanulmany és Osszefoglalo alapjan
ahhoz, hogy minimumra csokkenthetd legyen a transzplantaciéo okozta halalozas, nem
rokon donor esetében a donornak és a recipiensnek 8/8 egyezést kell mutatnia HLA-A, -
B, -C és a DRB1 régiok tekintetében. Végiil, ha ilyen donor sem all rendelkezésre, akkor
még mindig szdmitasba vehet6 az elfogadhato6 haldlozési rizikdval jaro 7/8 eltérést mutato
donor sejtjeinek hasznalata (22). Természetesen a minél tokéletesebb egyezés jelenti a

legkisebb rizikoforrast, igy mindig az ilyen donor hasznélatara kell torekedni.

2.1.3.2 A transzplantacio elokészitése - a kondicionalds
Az aHSCT végrehajtasa soran a megfelelé donor megtaldlasat kdvetéen a kovetkezd

Iépés a beteg kondicionalasa. A kondicionalas célja, hogy az alapbetegség
daganatsejtjeinek szamat csokkentse, illetve, hogy a beteget, azaz az Ossejt-
transzplantacio recipiensét immunszupresszalt allapotba hozza, ezzel megteremtve a
megfeleld koriilményeket a donortol kapott dssejt graft megtapadéasara. A kondicionalas
lehet kemoteréapia, vagy kemoterapiaval kiegészitett radioterapia. Természetesen minden
indikacié mas és mas kezelést von maga utan, mely kezelési eljarasokat intenzitasuk
alapjan csoportositjuk. Az intenzitas alapjan beszélhetiink teljes mieloablativ (MAC),
csokkentett toxicitast, vagy csokkentett intenzitasu (RIC) és végiil nem-mieloablativ

kondicionalasrol (NMC) (2, 26).

A MAC soran lényegében teljes, irreverzibilis csontveld aplaziat érnek el Ggy, hogy a
betegeket 3-4 frakcidban adott 12 Gy dozisu, teljestest-besugarzassal (TBI, total body
irradiation) és/vagy kemoterapias agensekkel, pl. ciklofoszfamiddal, etopoziddal,
melphalannal, buszulfannal, citarabinnal, ciszplatinnal, doxorubicinnel illetve
immunterapiaval példaul antitimocita-globulinnal kezelik. Az antitimocita-globulin egy
indikacidja valamilyen hematologiai daganatos megbetegedés volt, akkor e szerek
citotoxikus hatasa miatt nem csak az immunszupresszio6 érhet6 el, hanem a tumorsejtek
pusztulasa is fellép: ennek természetesen ara is van, amennyiben a kezelést gyakran
stlyos szervkarosodas is kiséri, kiilonds tekintettel a szivre (cikofoszfamid, doxorubicin),
majra (etoposid), a kozponti idegrendszerre (citarabin) és a tiidére (buszulfan). Ez a
kondicionalasi forma a kezelés erdssége miatt sajnos csak jo egészségi allapotban 1évo

fiataloknal alkalmazhato, jorészt kizarva az idésebb betegekben val6 alkalmazhatosagat.
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Ezt a kondicionalasi stratégiat altalaban ALL-ben vagy high-grade non-Hodgkin
szindromaban alkalmazzak. A folyamat végén teljes donor kimérizmus alakul ki, azaz a
vérképzés ¢és a hematopetikus sejtek teljes egésze lecserélddik egy a recipiens

szervezetétdl eltérd genetikai hatterii sejtekre.

A kovetkezd két kondicionalasi tipust, vagyis a csokkentett intenzitdsu (RIC) és non-
mieloablativ kondicionéalast (NMC) a GvL hatas maximalizalasanak igénye hivta életre.
A GvL hatas eléréséhez sziikség van ugyan az immunkompetens sejtek bevitelére, &m
nem feltétlentil sziikséges a bevitelt megeldz6 magas d6zisi mieloablativ kondicionalas
végrehajtasa. Mindkét kezelési tipus a MAC-nal enyhébb foku kondicionalason alapul;
mig a RIC egy koztes kondicionalasi forma, mely soran a mieloablativ kondicionalashoz
képest alacsonyabb, mig az NMC-hez képest magasabb do6zisban keriilnek alkalmazasra
a citotoxikus agensek, addig az NMC erésen csokkentett dozisokat alkalmaz. Ez azt
eredményezi, hogy a beteg vérképzd Ossejtjeinek és esetleges daganatsejtjeinek egy
jelentds része ¢életben marad, igy a kezelés inkabb a donor sejtek effektor hatasara alapoz,
vagyis a graft tumor ellenes funkcidjara (GvL), mintsem a preparativ kezelésnek a
fennallo betegséggel szembeni citotoxikus hatasara. Ezaltal a felépiilés gyorsabb lesz, igy
a terapia idésebb koru, a toxikus mellékhatdsokat nehezebben tolerald pécienseknél is
hasznalhatd, bdvitve a transzplantalhatok korét. Igy szamos, elsésorban iddsebbeket
érintd rosszindulata hematologiai korkép esetén a RIC és az NMC juttatja el a terapiat a
leggyakoribb beteg-korcsoportokhoz (az MDS atlagosan 75 éves, a CLL 70 éves, a MM

65 éves korban kertil diagnosztizalasra).

A RIC esetén mindig kell szamolnunk citopénia kialakulasaval, mely jelentés morbiditas
mellett komoly mortalitast okozhat, és emiatt az eljaras mindig hematopoetikus ssejt-
transzplantaciot igényel. A kezelés soran a recipiens immunrendszere elnyomasra keriil,
igy lehetdvé téve a graft beépiilését. RIC kondiciondlasra eldszér 1998-ban keriilt sor,
mely kezelés anti-limfocita gyodgyszeres kezelésen és anti-tumoralis kemoterapian
alapult. A leggyakrabban alkalmazott terapia a fludarabin kezelés valamely buszulfan,
ciklofoszfamid vagy melfalan kemoterapias készitménnyel kiegészitve. A folyamat
végén kevert kimérizmus alakul ki, ami azt jelenti, hogy a vérképzést kialakitd sejtek
részben donor, részben recipiens eredetiiek lesznek, hiszen a kisebb toxicitas miatt a
recipiens sejtjeinek egy része is életben marad a bevitt donor sejtek mellett. Erdekesség,

hogy az eljaras els6 leiroja Dr. Kelemen Endre magyar hematologus professzor volt (27).
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A RIC-el szemben az NMC tovabb csokkentett, minimalis citopéniat, am jelentds
limfopéniat okoz, és nem feltétleniil igényel Gssejt-transzplantaciot. Erdekesség, hogy az
NMC-t kovetéen mégis teljes donor kimérizmus alakul ki, mivel a transzplantalt donor
eredetii T-sejtek végiil eliminaljak a recipiens hematopoetikus 6ssejtjeit, illetve a kezelés
részét gyakran képezi a transzplantaciot kovetden adott donor limfocita infuzié (DLI),

mely tovabb segiti a teljes donor kimérizmus kialakulasat.

Természetesen azt, hogy melyik kondicionalasi stratégia keriil kivalasztasra, nagyban
meghatarozza a betegség tipusa és sulyossaga, a beteg kora, tarsbetegségei, a donor-
recipiens HLA egyezése és egyéb faktorok is. A kiilonb6zd kondicionald kezelések

osszefoglald dsszehasonlitisa a 3. Abran lathato.

Busulphan/Cyclophosphamid/TBI 1200
Cyclophosphamid/Etoposid/TBI 1200
Busulphan/TBI 1200
Cyclophosphamid/TBI 1200
Busulphan/Cyclophosphamid
Busulphan/Melphalan
Melphalan/Fludarabin
Busulphan 4 nap/Fludarabin
Treosulphan/Fludarabin — Csokentettintenzitas/Toxicitas
Fludarabin/Busulphan/Thiotepa
Busulphan 2 nap/Fludarabin
TBI 200/Fludarabin =

Fludarabin/Cyclophosphamid
TBI 100-200 — Nem myeloablativ

— Myeloablativ

Bendamustin/Fludarabin/Rituximab

3. Abra: A kondiciondlé kezelések hatdsa toxicitds, intenzitds és GvL hatds szerint.

Forras:(2)
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2.1.3.3 A transzplantdcio
A kondicionaléast kovetden a beteg készen all az Ossejt graft befogadésara. Az dssejtek

beaddsa viszonylag egyszertien, kdzvetleniil a keringésbe torténik, ahonnan specifikus
homing szignalok hatasara agyazodnak be a csontveldbe. A folyamat sordn a vaszkularis
sejt adhézidés molekula-1, a heparan-szulfat, az SDF-1 ¢és annak receptora, a CXCR4
kemokin receptor jatsszak a foszerepet. Mivel az Ossejtkészitmények a leggyakrabban
fagyasztva érkeznek, a beadas soran szamolni kell a fagyasztashoz hasznalt DMSO
jelenlétével. A szobahOmeérsékleti DMSO sejtméreg, igy gyakran okoz minimalis
toxicitast, mint kapard érzést a torokban, kellemetlen fokhagyméhoz hasonlité szajizt,
illetve ritkdn hasi fajdalmat vagy veseelégtelenséget. A graft megtapadtnak tekinthetd,
hogyha az abszolut neutrofil granulocita szam 3 egymast kovetd napon meghaladja az

500 neutrofil/vér pl-t.

2.1.3.4 A transzplantacio kiterjesztése - a donor limfocita infizio
Feltételezve azt, hogy a grafttal atvitt immunités aktivitdsdnak novelése jotékony hatasu

lehet egy esetleges relapszus utian, 1988-ban elészor alkalmaztik a donor limfocita
infuziés (DLI) eljarast relapszusos CML-ben szenvedd betegeken, mellyel masodik
remissziot sikeriilt elérni (28). A DLI, mint ahogy a neve is sejteti nem mas, mint az
6ssejt-transzplantaciot kovetden adott idegen, kevert limfocita sejtek (CD4+, CD8+ T-
sejtek, Treg-sejtek, NK-sejtek ¢és antigén prezentald sejtek) infuzids bevitele a GvL hatas
felerdsitése céljabol. Az altalaban NMC vagy RIC, igen ritkin MAC transzplantaciot
kovetden adott DLI tartés vagy teljes remissziot képes el6idézni olyan betegeknél,
akiknél az Ossejttranszplantaciot kovetden relapszus alakult ki. A RIC és NMC
alkalmazasa onmagéaban, DLI nélkiil ritkan képes klinikailag jelentds GvL hatést
kivaltani (29). A DLI mechanizmusat tekintve ellenstilyozza a rezidens citotoxikus T-
sejtek kimeriilését, amely a hosszu ideje fennallo antigén hatasara alakul ki (30). Ezen
tulmenden képes a T-sejt receptor szintek és aktivitas normalizalasara, az allogén T-sejtek
klonalis expanzidjara, valamint a T- és B-sejtes immunitas jobb 0sszehangolasara, igy
elosegitve a daganatellenes effektor funkciok tjrahangolasat (31). A DLI-vel 1étrehozott
GVL hatas legfébb célpontjai lehetnek a nem betegség specifikus antigének, példaul a
minor hisztokompatibilitasi antigének, a mutacioval létrejott neo-epitopok, illetve a
betegség specifikus antigének is (példaul BCR/ABL fuzids protein). A DLI-re reagalo

betegek altalaban 2-3 honappal az infiizid beadasat kdvetden mutatnak immunvalaszt, &m
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a teljes valasz lefolyasa akar évekig, sot évtizedekig is tarthat (32). Fontos kiemelni
ugyanakkor, hogy a hematologiai rosszindulati megbetegedések GvL-el szembeni
érzékenysége kiilonboz6, igy a DLI kezelés hatékonysaga is eltér6. A legjobb
eredményeket CML esetén lehet elérni. Azok a betegek, akiknek a CML krénikus
fazisaban molekularis relapszusa volt kozel 100%-ban, mig azoknal, akiknek a CML
kronikus fazisdban hematologiai relapszusa volt 75%-ban reagaltak a terapiara. A CML
blasztos krizisében kétségteleniil szerényebb szamokat latunk, itt ugyanis mar csak a
betegek 12-35%-a reagalt; am példaul az AML-ben szenvedd betegek 15-42% teljes
remisszios értékeivel Osszehasonlitasban lathatd, hogy ezek sem elhanyagolhato értékek
(33).

Manapsdg a DLI, mint cellularis immunterapia alkalmazasa rutin eljardsnak szamit
aHSCT-t kdvetéen, mind a relapszusok kezelésére, mind részleges megtapadas esetén,
illetve a relapszus megeldzésére. Alkalmazott dézisa a szuboptimalis <0,01 x 108 T-
sejt/kg sejtszam és a 4,5 x 108 T-sejt/kg maximum kozott valtakozhat; 4,5 x 108 T-sejt/kg
sejtszam felett mar nem fokozdodik az immunvélasz. Természetesen a DLI kezelés
hatékonysagat is befolyasolja a recipiens allapota, a kondicionalas intenzitasa €s tipusa,
a donor-recipiens alloreaktivitasa, a recipiens T-sejtek kimeriilése, a DLI id6zitése, a
rosszindulatii megbetegedés tipusa €s eldrehaladottsdga, a limfocita dozis és annak

Osszetétele, illetve a HSCT-t befolyasolo egyéb faktorok.

2.1.3.5 Az aHSCT szévodményei
Az aHSCT legfobb limitacidja tovabbra is a magas halalozasi arany. A legkritikusabb

1ddszak a transzplantaciot kovetd elsd 100 nap, amikor is a halalozasi arany 7% ¢€s 27%
kozott valtozik, az alapbetegség €s donor-recipiens egyezés fiiggvényében. A legfobb
transzplantacio okozta mortalitasi okok a relabald alapbetegség, a GvHD kiilonb6z6
formai (17-19%) és a kiilonb6z6 infekciok kialakulasa (12-17%) (6). Azok a betegek,
akik relapszus nélkiil megélik a transzplantacié utani masodik évet, 80-92%-0s
hosszatava tuléléssel szamolhatnak, azonban meg Kkell jegyezni, hogy varhato
¢lettartamuk tovabbra is 15-20 évvel elmarad a nemben ¢€s korban hozzajuk illeszkedd
egészséges lakossagétol. Ennek az az oka, hogy még azoknal a betegeknél is, akiknél a
transzplantaciot kovetd elso két évben nem jelentkezik az alapbetegség relapszusa, 41%-
os késOé1 mortalitassal kell szdmolni a fellépd kronikus GvHD, infekciok, szervi

elégtelenség és masodlagosan kialakul6 tumorok kovetkeztében (34).
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Ezzel egyiitt, az utobbi években fokozatos javulds észlelhetd az aHSCT mortilatitasi
mutatokban, melyet elsésorban a szupportiv terapia fejlédésének tulajdonitanak. Példaul
olyan magas kockazat betegségek esetén, mint az akut leukémia, a RIC és az NMC
hatékonynak bizonyultak a MAC-hoz képest, hiszen kevesebb toxicitast és komplikaciot
okoznak a transzplantaci6 soran, mikdzben hosszabb tulélést biztositanak (35). A stlyos
fert6z6 betegségek, mint példaul a citomegalovirus-fertézés vagy -reaktivacio, és az
invaziv aspergillozis megeldzésére szolgalod kezelések méra az alap ellatas részét képezik

(36).

Ettdl fiiggetleniil az aHSCT-t kdvetd halalozas két legfobb okozoja, a relabald
alapbetegség és a GVHD kialakuldsdnak gyakorisagaban csak korlatozott javulas lathato.
A sulyos akut GVHD még mindig a betegek 11-18%-ban figyelhetd meg, 70-90%-0s
mortalitasi arannyal (37, 38). A relabald alapbetegség hasonléan komoly probléma,
példaul ALL esetén, melynél a kétéves talélési arany 14-16%-0s. Ez esetben a
legeredményesebb kezelési lehetdség tovabbra is a masodik remisszid kialakitasa

kemoterapiaval, majd ezt kovetdéen DLI vagy ismételt aHSCT végrehajtasaval (39, 40).

Az aHSCT-vel tarsultan jelentkez6 leggyakoribb infekciokat az 4. Abra, mig a korai- és

kés6i szovédményeket a 5. Abra mutatja be.
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Fazis I: Graft megtapadas el6tt Fazis Il: Graft megtapadas utan
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EBV: Epstein-Barr virus; HHV6: Human herpeszvirus; PTLD: Poszt-transzplantacios
limfoproliferativ betegség

4. Abra: A leggyakoribb infekciok aGvHD-ban a transzplantdciét kévetd 100. napig.
Forras: (41)
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5. Abra: Az aHSCT leggyakoribb szovédményei megjelenésiik idérendjében,

Forras: Prof. Dr. Masszi Tamas engedélyével

2.2 A graft versus host betegség
A GVHD az aHSCT-t kovetden fellépd leggyakoribb szovodmény. A GvHD egy olyan

tiinetegytittes, melynek soran a donor immunkompetens sejtjei idegenként azonositjak és
megtamadjak az immunmedialt recipiens szerveit és szoveteit (42). Leggyakrabban akut
vagy kronikus formaban jelentkezik, melyek nagyon kiilnb6z6 korképek, és igen eltérd

Immun-patoldgiai folyamatok eredményei.

Az akut GVHD (aGvHD) kialakulasaban alapvetd jelentdségii a kondicionalas hatasara
bekovetkezd bél-barrier kdrosodas, ami a mikrobiota invaziojat okozza, erds lokalis
gyulladasos valaszt indukal, majd szisztémas citokinvihart valt ki. Ennek kévetkeztében
szamos, els6ésorban recipiens-eredetii, kisebb szamban donor eredetii APC érik meg. Ezek
a sejtek tomegesen aktivaljak a grafttal atvitt, mar érett, azaz még a donor timuszaban
szelektalt, és ezért a recipiens minor és major dsszeférhetetlenségi antigénjeit idegenként
felismer6 T-sejteket. A folyamat végiil egyes, meghatarozott szerveket (bor, vékonybél,

maj sth.) érintd citotoxicitasban kulminal, aminek kialakulasaban az aff CD8+ T-sejtek
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jatszak a foszerepet. A korkép jellemzden gyors lefolydsu. Az Osszes donor forras
tekintetében a betegség kommulativ el6fordulési gyakorisaga mintegy 40-60%-0s (43),
mig az egy éves tulélés sulyos (grade I1I/IV) aGvHD-ban szenvedd betegek esetén csupan
40% (44). Ezek a szamok kozel sem mondhatok jonak, féleg ha kezelési id6t és a kezelési

koltségeket is figyelembe vessziik.

Ezzel szemben a kronikus GvHD (cGvHD) a kondicionalas kivaltotta timusz-karosodas
¢s hianyos timuszfunkcio kovetkezménye, melynek hatasara a graftbol Gjonnan kifejlodo,
azaz csak a transzplantaciot kovetden megéré CD4+ Th sejtek negativ szelekciodja sériil.
Ezek a sejtek a recipiens allo-antigénjeit emiatt idegenként ismerik fel, jellemzéen Th2
és Th17 iranyba differencialodnak, és B sejteket illetve makrofagokat aktivalnak. A
folyamat autoantitest képzésben, és makrofag-indukalta fibrotikus gyulladasban tetdzik,
mely a beteg gyakorlatilag minden szervét érinti, érintheti. A tlinetek jellemzden lassan

alakulnak ki, de akar évekig, évtizedekig is fennallhatnak (45).

Mig az aGvHD leggyakrabban az aHSCT-t kovet6 elsé 100 napra tehetd, addig a cGvHD
kialakuldsa jellemzdéen a 100. nap utan varhatd. Természetesen ez egy mesterséges
idékorlat, igy példaul lehetséges az ugynevezett late onset aGvHD kialakulasa, amely a
100. napot kovetden jelentkezik, 4&ltaldban az immunszupressziv gyogyszerek
megvonasat kdvetden, avagy az akut és kronikus GVHD forma egyidejii megjelenése is,
amit overlap szindroménak neveziink. A 2014-ben az NIH altal kibocsajtott Uj
konszenzus GvHD diagnosztikus kritériumok ezt figyelembe véve, a korkép
Osszetettségére tekintettel, pontosan ezért definidltdk a late onset és overlap formékat,
illetve oldottak fel az akut, és a kronikus GVHD diagnosztikus szétvalasztasaban még
meglévé vitas kérdéseket. Osszeségében elmondhatd, hogy mara mar a klinikai tiineteken
alapuld, tehat els6sorban a mechanizmus alapjan zajloé diagnosztikai elkiilonités sokkal

inkabb hasznalatos, mint az id6beni kategorizalas (46).

crer

lefolyasat szdmos faktor, igy a kondicionalas, a donor és a recipiens MHC azonossaga is
befolyasolja. Példaul a magas intenzitasi kondicionalas esetén az aGvHD kialakulédsa a
2. és 42. hét kozé tehetd a transzplantaciot kovetden, mig alacsony intenzitasu
kondicionalasnal altalabban késobb jelentkezik. Hasonldan, a nagyfoku HLA eltérés

illetve az altalaban nem megfeleld profilaxis esetén az aGvHD-nak hiperakut valtozata is
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jelentkezhet, amely az aHSCT-t kovetd elsé két hétben alakul ki, és gyakran halalos

kimenetelii (47). A tovabbiakban részletesen csak az akut GVHD-t fogjuk targyalni.

2.2.1 Az akut graft-versus-host betegség
Az akut graft-versus-host betegség tehat az allogén hematopoetikus Ossejt-

transzplantaciot kovetden fellépd, meglehetdsen komplex, Osszetett korkép, magas
morbiditasi és mortalitasi mutatokkal. A betegség kialakulasanak legfébb oka pedig az a
tény, hogy a recipiens a grafttal egyiitt megkapja a donor érett CD4+ és CD8+ aff T-
sejtjeit is.

Az érett T-sejtek atvitelének vannak elonyos kovetkezményei, az érett Treg sejtek
ugyanis gatoljak a graft kilokodését, ezaltal segitve annak megtapadasat, az érett Th- és
CTL-sejtek bejutasa pedig tamogatja a korokozokkal szembeni immunitas
rekonstrukciodjat, illetve a mar elézéekben targyalt GvL hatas kialakitasat. Ugyanakkor
az érett T-sejtek atvitelének, elsésorban a GVHD formajaban, lehetnek hatranyos
kovetkezményei is, ami ezen T-sejteknek a recipiens minor ¢és esetleg major
hisztokompatibilitasi antigénjei altal torténd aktivaciojat igényli. Valoban, az aGvHD
kialakulasaban a legjelentésebb mozzanatok a donor eredetti T-sejteknek a recipiens
(host) hivatasos APC sejtjei altali aktivacidja, a host alloantigénjeinek idegenként torténd

felismerése, majd a lokalis szervkarosodas.

A T-sejt aktivacidban a természetes €s szerzett immunitas szinte minden folyamata részt
vesz, és azt szigort kontroll alatt tartja, aminek jo oka van, mivel potens szabalyozo és
citotoxikus effektromechanizmusaik révén nem csak a korokozok elharitasat végzik el,
de helytelen miikodésiik sulyos kovetkezményekkel jard értelmetlen szovetkarosito
hatast is kivalthat, aminek kozismert példai az autoimmun megbetegedések jelentds része,
a transzplantalt szervek kilokése, vagy maga az akut GvHD. A T-sejt-aktivacio els6
Iépése az idegen antigén felismerése a specifikus TCR segitségével, mely soran a
testidegen sejt-/szovetfehérjék lebomlasi termékeként megjelend peptidek az MHC altal
kertlilnek bemutatasra. Azonban ez a kdlcsonhatds 6nmagéban, a naiv T-sejtek esetében
jellemzden a DC-k altal kifejezett kostimulacios jel nélkiil nem elégséges az aktivacio és
az azt kovetd differencidcio elinditasdhoz. A kostimulacido elmaraddsa esetén a
sejtaktivacio ledll, funkciondlis valaszképtelenség, anergia alakul ki, és aktivalodhatnak

egyes immunszuppressziv regulatorikus folyamatok is. Az akut GvHD kialakulasara az
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erdteljes kostimulacié és a meggyengiilt immunszuppressziv folyamatok egyiittes
jelenléte jellemzd. Klasszikusan az aGvHD héarom f6 fazisra oszthat6, melyek az afferens,

efferens és az effektor fazis (48). A harom 6 fazis a 6. Abran lathato.

Afferens fazis Efferens fazis Effektor fazis
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6. Abra: Az aGvHD patomechanizmusa.

Az elsé fazis az afferens fazis, melynek f6 1épése az APC-k aktivacidja (49). A
kondicionald kezelés tipusatol fiiggetleniil nagymértékil szovetkarosodas figyelhetd meg,
amelynek szerepe alapvetd jelentdségli. Szamos tanulmany feltételezi a béltraktust érintd
szovetkarosodas kiemelkedd szerepét az aGvHD kialakuldsaban. A bélben Paneth
sejteket és bél dssejteket (ISC) talalunk, amelyek koziil az ISC-k az epithél megujulasért,
tobbek kozott a bél barrier integritasdnak a fenntartdsaért, mig a Paneth sejtek egyebek
mellett, anti-mikrobialis fehérje termelésiik révén a mikrobidta szabalyozasaért is
feleldsek. Mind a kondicionélas, mind az afferens fazisban termelddé citokinek (TNFa,
IL-6, IL-1) kérositjdk a Paneth- sejteket és az ILC-ket, amely emiatt fundamentalis
jelentéségli esemény az aGvHD kialakulasaban (50). A folyamat soran termel6dé IL-1,
IL-6 vagy TNFa emellett fokozza a recipiens sejtjein az MHC antigének, és adhézios
molekulak megjelenését is. A besugarzas és a ciklofoszfamid is noveli a vékonybél
permeabilitasat (51), amely igy lehetévé teszi a baktériumok bejutasat és a bél
mikrobiomaban bekovetkez6é massziv, a GvHD-ban karakterisztikus valtozasokat, azaz

egyes torzsek hirtelen, nagymértékii felszaporodasat, mig masok hattérbe szoruldsat, és a
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c sy

asszocialt mintazatok (PAMPs) aktivaljadk a velesziiletett immunrendszer sejtjeit,
amelyek Thl és Th17 tipust citokinek termelésével gyulladést valtanak ki. Végiil ez a
citokin vihar, amely aktivalja a folyamatot megindit6 féleg recipiens-, kisebb szamban
donor-eredetii APC-ket. Az aGVHD-t megeldz6 citokinvihar intenzitasara jellemzd, hogy
ebben a fazisban nem csak a hivatasos APC-k, de a megtamadott szervek egyes
parenchymalis sejtjei is MHCII-t fejeznek ki, és APC-ké valnak. Ezek az aktivalt APC-k
tobbek kozott minor és major alloantigéneket fognak prezentalni a donoreredetii T-
sejteknek (53, 54). A szdvetkarosodas tehat fontos, de jelentdségében még nem minden
részletében ismert faktor a GVHD korfolyamataban. Nehezen magyarazhato érdekesség
példaul, hogy az aGVHD szovetkarositd kondicionalas nélkiil is kialakulhat DLI kezelést
kovetden, illetve, hogy a RIC alkalmazasa mellett nem figyelhetd meg csokkent aGvHD

reakcio.

Ezt koveti a masodik fazis, az efferens fazis, melynek fundamentalis jelentdségii épése a
T-sejtek expanzidja, és célszervekbe vald iranyitott vandorlasa, mas néven homingja.
Altalaban a CD8+ T-sejteket a recipienstdl szarmazé hematopoetikus APC-k (DC-k, B-
sejtek, Langerhans sejtek) aktivaljak, mig a CD4+ T-sejteket a recipiens nem
hematopoetikus APC-i is képesek aktivalni a GI traktusban (53). Az antigének az MHC
molekulakon keresztiil prezentalddnak a T-sejteknek, és minél nagyobb az eltérés a donor
¢s a recipiens kozott, annal nagyobb T-sejt valasszal kell szamolnunk. Fontos latni, hogy
mar egy HLA génben valo eltérés is szignifikans vélaszt valt ki, illetve, hogy még teljes
MHC egyezés esetén sem marad el teljesen a T-sejtek aktivacioja. Ennek oka, hogy a T-
sejtek miHA eltéréseket, azaz a donor és a recipiens kozott eltéré egyéb, nem-MHC-
jellegli, idegen antigéneket mindig felismernek. Allogén transzplantacioban a kérdés
tehat alapvetéen nem az, hogy fellép-e szoveti Osszeférhetetlenség, 1évén az mindig
fellép, hanem inkabb az, hogy ennek mekkora a mértéke, és milyen intenziv a ra adott
valasz. E ponton meg kell jegyezni, hogy a T-sejtek sikeres aktivaciojahoz az aGvHD
kialakulasa soran jellemz6 citokin-viharban sem elegendé az MHC-n keresztiili antigén
bemutatas, hanem sziikség van kostimulacios szignalokra is. Ilyen kostimulacios szignal
lehet a CD40/CD40L vagy CD28/B7 kapcsolat. A donor T-sejtek aktivacidjukat kovetden
osztddni kezdenek ¢és differencidlodnak, majd IL-2-t és IFNy-at szekretalnak. Az IL-2

tdmogatja a T-sejtek és NK-sejtek tovabbi allogén immunvalaszat, mig az IFNy szerepe
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még nem teljesen tisztazott a folyamatban. Szerepe paradoX, hiszen gatolja a GvHD
kialakulasat, mikdzben eldsegiti a GvL hatast (55).

Végiil elérkeztiink az effektor fazishoz, amely egy tobbszordsen Osszetett, cellularis és
gyulladasos effektor komplex kaszkad, ami a gyulladas tovabbi fokozodasahoz és
szovetkarosodashoz vezet. A T-sejtek kétféle modon, direkt és indirekt Gton okoznak
szovetkarosodast. A T-sejtek direkt mechanizmusai a perforin és granzim dependens 61és,
illetve CD95/CD95L-on keresztiili sejtpusztitas (56, 57). Az indirekt mechanizmusok
koz¢é tartozik a gyulladasos citokinek kibocsatasa, amik tovabbi sejteket, fagocitakat és
NK-sejteket toboroznak ¢€s aktivalnak. E sejtek lokéalis aktivalddasuk révén olyan tovabbi
gyulladésos citokineket szekretalnak, mint példaul a TNFa és IFNy, illetve gyulladasos
komponenseket termelnek, mint a heparan-szulfat és hialuronan oligoszacharidok,
amellyel szovetkarosodast okoznak, és ezaltal fenntartjadk a folyamatos antigén-
stimulacidt. Végiil a karosodott szovetekbdl felszabaduld mediatorok, mint példaul a
prosztaglandinok fajdalmat és lazat okoznak, a nitrogén-oxidok pedig értagitd hatasuak,
szabadgyokeik toxikusak, és tovabb karositjak a szoveti kornyezetet. Az, hogy az akut
GvHD-ben miért pontosan a bor, a bélrendszer és a maj kiemelt fontossagu a
szovetkarosodas szempontjabdl, még nem igazan tisztazott, hiszen az alloantigének az
egész szervezetben el6fordulnak, igy a sematikus logikat kovetve minden szervnek
egyforman érintettnek kellene lennie. Esetleg a miHA-k szervenként eltérd expresszidja,
vagy MHC-n keresztiili szervenként eltéré hozzaférhetésége allhat az érintett szervek
sziik, és jellegzetes spektrumanak hatterében (58), am ez is jorészt spekulacio, példaul az
emberi szervezetben a legtobb miHA széles korben expresszalodik (49). A folyamatot a

7. Abra foglalja ossze.
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7. Abra: Az aGvHD patomechanizmusa és résztvevéi, Forrds:(53)

2.2.1.1 Rizikéfaktorok
Az aGvHD kialakulasénak esélyét befolyasolo legfobb tényezdk a kovetkezdek:
e HLA eltérések (rokon, illetve nem rokon donorok)
o Az ¢letkor (betegé, illetve a beteg ¢és donor kozotti tul nagy eltérés, életkor okozta
komorbiditas)
e A donor és a recipiens neme
e No&i donor és férfi recipiens esetén a donor kordbbi terhessége/terhességeinek
szdma
e Az alkalmazott aGvHD profilaxis
e Az 6ssejtforras jellege (periférias vér, csontveld, koldokzsinor-vér)
¢ A kondiciondlés tipusa és intenzitasa

e A donor és recipiens CMV statusza, EBV szeropozitivitas

Szamos tanulméany probalt mar vilagos valaszokat megfogalmazni arra a kérdésre, hogy
vajon mely faktorok és milyen mértékben tudjak befolydsolni az aGvHD kialakulasat.
Sajnos e tekintetben a mai napig nincs teljes konszenzus, melynek hatterében részben az
is allhat, hogy a témaban még az elemi kérdések tisztazasa is sokaig varatott magara. gy
példaul csak 2014-ben sziiletett megéllapodas az akut és kronikus GVHD 100 napos limit

alapjan torténd elkiilonitésének eltorlésérdl (46).
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Mindazonaltal torténtek eldrelépések is, példaul kimutattdk, hogy az emelt dozisban
alkalmazott graft, legalabbis koldokzsindor vérbdl szdrmazd Ossejtek hasznalata esetén,
noveli az aGvHD kialakulasanak kockazatat (59). Emellett ismert, hogy a nagyobb foku
HLA egyezés kevésbé sulyos aGvHD kialakulasat vetiti elére (60). Végiil, hogy a
recipiens iddsebb kora is rizikotényezd, mely elGsegiti a szovédményes aGvHD
kialakulasat. Az aGVHD megel6zésére alkalmazott profilaktikus terdpia jellege sem
Iényegtelen, igy a profilaxisként alkalmazott tacrolimus ¢s MMF a sulyos aGvHD
gyakoribb el6fordulasat okozta nem rokon donorok esetén (61), mig az anti-timocita
globulin profilaxisként vald alkalmazasa kisebb mértékii GvHD eléfordulast

eredményezett a betegekben (62).

A nem szerepe is érdekes kérdés, melyre maig szamos tanulmany fokuszal. Kimutatasra
kertilt, hogy az eltéré nemi kombinaciok kozott a férfi recipiens és néi donor (F—M) a
legrosszabb alkalmazhat6 kombinacio, hiszen ekkor alakul ki legnagyobb szamban
GVHD és megnovekszik a nem relapszus okozta mortalitas (NRM) is. A folyamat
hatterében a néi donor graftjabol szarmazo T-sejtek allnak, melyek a szamukra idegen, a
férfi recipiens Y-kromoszoéman kodolt minor hisztokompatibilitasi antigénjeit felismerve
azok ellen immunvalaszt valtanak Ki, igy valdsziniisithetéen emelve a GvHD mellett az
NRM esetek szamat is. Ezzel parhuzamosan az is leirasra keriilt, hogy e kombinaci6
alkalmazasa esetén a legalacsonyabb a relapszusok szama, melynek hatterében
ugyanezen minor hisztokompatibilitasi antigének allnak, amelyek novelik a graft versus
leukémia hatast, igy csokkentve a relapszus kialakulasanak kockazatat (63-65).
Osszességében azonban az F — M transzplantaciok megndvekedett toxicitdsa csokkent
tulélést eredményezett, igy e donor/recipiens kombinaci6 rizikd faktornak szadmit és

transzplantacioban nem alkalmazzak.

Am eddig kevés tanulmany fokuszalt a recipiens nemének kérdésére, illetve a tovabbi
donor/recipiens kombinaciokra. Erdekes, hogy férfi donor és férfi recipiens esetén (M —
M) megnd a relapszusok szama. Ennek biologiai hatterére nem igazan adnak valaszt az
Y kromoszéman talalhato MiHA eltérések, hacsak nem magéanak az Y kromoszoémanak
tulajdonitjuk ezt a hatast, melyet alatamaszthat az a tény, hogy az atlagos férfiak is
rovidebb élettartammal szamolhatnak, mint az atlagos ndék. Ezen tilmenden
Osszehasonlitva a noi és férfi recipienseket, a donor nemétdl fliggetlentil, azt lathatjuk,

hogy a férfiak alacsonyabb teljes tiléléssel €s csokkent progresszio-mentes taléléssel
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szdmolhatnak, mint a nék. Ezzel szemben a ndi recipiensek esetén a donor neme nem

befolyasolja se a tilélést, se a relapszust, de még az NRM-t sem.

Osszefoglalva tehat a nemnek szerepe van a beteg tulélésében, NRM és GvHD
kialkuldsdban, melyre a férfiak érzékenyebbek, mint a ndk, dm a gyakorlatban,
minimalizalva ezt a rizikofaktort a legtobbszor nem-azonos transzplantaciokat végeznek
(66). Végiil ugy tinik, hogy a transzplantaciot megel6z6 komorbiditasok is hatassal
vannak az aGvHD el6forduldsi gyakorisagara, illetve stlyossagara. Tehat minél
magasabb a komorbiditasi index, anndl magasabb akut GVHD incidenciaval ¢és
stlyossaggal szamolhatunk (67). A rizikétényez6k gondos felmérése és mérlegelése
fontos tampont a helyes mindségli és dozisu profilaxis megvalasztdsakor. Természetesen
a profilaxison tal a kondicionélés intezitasa, a TBI és az dssejtforras egyiittese, kombinalt
hatasként jelentkezik az aGvHD kialakulasanak kockazataban, ezért ezek kivalasztasa és

beallitasa egyedileg, beteg-specifikusan torténik.

2.2.1.2 Klinikai manifeszticio
Az aGVvHD-ra jellemzé szovetkarosodas ¢€s klinikai tiinetek leggyakrabban a bérén, a

majban, a gasztrointesztinalis rendszerben, a nyalkahartyakon és ritkan a szemben
jelentkeznek. Az aGvHD barmely formdja jarhat lazzal, mely esetében korokozo jelenléte

nem kimutathato, illetve a diagnézis legtobbszor kizarason alapul.

Kutan aGvHD esetében gyakori tiinetek a tenyérrél-talprol induld maculopapulosus
kititések, illetve erythrodemak, melyek befedhetik akar az egész testfelszint, és akar
toxikus epidermalis nekrolizishez is vezethetnek. A maculopapulosus kititéseket emellett
fekélyek és bullak megjelenése is kiegészitheti. A klinikai kép értékelése soran
nehézséget jelent, hogy a boron jelentkezé GvHDs tiinetek kialakulhatnak az aHSCT-ben
hasznalatos gyogyszerek okozta allergias reakciok, toxinok, mikroorganizmusok illetve
az alkalmazott kemo- avagy radidterapia kovetkeztében is, amit mindig szem el6tt kell

tartani, ezért a helyes diagnozis felallitasahoz akar biopsziakra is sziikség lehet.

A Gl aGvHD esetén a legjellemzdbb tiinetek a hasmenés, hanyas, étvagytalansag, fogyas
és hasi fajdalom megjelenése. A diarrhoea sulyos Gl aGvHD esetén extrém méreteket is
Olthet, a beteg székletmennyisége akar tobb mint 10L/nap-ot is elérheti, amit fekélyek
kialakulasa kisér. Természetesen, mint a bOr esetében lattuk, itt is szamolni kell a

kemoterapia és a gyogyszerek hatasaval, illetve a kiillonbozo bélfertdzésekkel, melyek
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hasonl6 tiineteket produkalhatnak. Ugyan ritkan keriil alkalmazasra, de a bél-biopszia

vagy a képalkotd vizsgalatok itt is segithetik a helyes diagnozis felallitasat.

Végiil a majat érinté aGvHD esetén a sdrgasag megjelenése az egyik fo tiinet. A betegség
soran megemelkedik a bilirubin, ALP, yGT, ALAT és az 0sszkoleszterin, Koagulopatia
¢és hiperammonémia 1éphet fel. A diagnoézis felallitasa soran értelemszeriien itt is ki kell
zarni az aGvHD-t6l fiiggetlen magyardzatokat, ugymint majbetegség, virusfertdzés,
gyogyszermellékhatds avagy szepszis. A hisztopatologiai lelet leirja a periportalis
infiltraciot, az epeutak és az endothél gyulladasat, destrukciojat, de a gyakorlatban, a
gyakori vérzéses szovodményekre tekintettel, ritkan kertil sor diagnosztikus céllal

végrehajtott majbiopsziara.

2.2.1.3 Staging és Grading
Az aGvHD tovabbi kategorizalashoz a tiinetek sulyossaga alapjan kiilonb6z6 osztalyozasi

rendszereket (grading) allitottak fel. Az els6 ilyen kritériumrendszer a Glucksberg grade,
mely 1974-ben késziilt, és amelyben az érintett szervet a karosodas mértéke szerint 1-4-
ig osztalyoztak (staging), majd a szervenként kapott értékeket egy I-1V-ig terjed6 skalaba
(grading) integraltak (47). Az osztalyozas alapjat képezte a maculopapulosus kilitések
megléte és kiterjedése, az erythroderma megléte, a szérum bilirubin értéke és a széklet
mennyisége. Az évek soran ez az osztalyozasi rendszer tobbszor is atdolgozasra keriilt,
tovabb finomitva a tiinetek besorolasat (68, 69). A frissitett staging és grading rendszert

a 4-5. Tablazat mutatja be. (Forras: UptoDate honlap és (70))

39



DOI:10.14753/SE.2019.2335

4-5. Tablazat. Glucksberg staging és grading az aGvHD-ban

ileusszal vagy anélkiil

Stage | Als6 és fels6 GI traktus | M4 Bor (kiiités % a teljes
(ml/nap) (bilirubin mg/dl) | testfelszinen)

1 Hasmenés>500 2-3 <25%

2 Hasmenés >1000 3.1-6 25-50%

3 Hasmenés >1500 6.1-15 Altalanos erythroderma

4 Hasmenés >2000 >15 Altalanos  erythroderma
vagy sulyos hasi fajdalom Bulldk/hdmlas

Glucksberg grade

I Stage 1-2 bor érintettség, maj és bél érintettség nélkiil

Il Stage 1-3 bor érintettség, Stage 1 maj és/vagy bél érintettséggel

1l Stage 2 vagy 3 bor érintettség, maj vagy bél érintettséggel

\Y Stage 1-4 bor érintettség, Stage 2-4 maj vagy bél érintettség

Egy masik gyakran alkalmazott osztalyozasi

kritériumrendszer a Nemzetkozi

Csontvel6transzplantaciés Regiszter (IBMTR) altal lett definialva (70). A sulyossagi

fokozatai A-D-ig terjednek, melynek részleteit a 6. Tablazat mutatja be (70).

6. Tablazat: Az IBMTR osztalyozdasi rendszere

Bor érintettsége M3j érintettsége Gl traktus érintettsége
Az Stadium | A kilités Stadium Ossz Stadium A széklet
index kiterjedése bilirubin mennyisége
értéke (LM) (ml/ nap)
A 1 <25% 0 <34 0 <500
B 2 25- 50% 1-2 34-102 1-2 550-1500
C 3 > 50% 3 103-255 3 > 1500
D 4 bullozus 4 > 255 4 komoly
fajdalom,
ileus

Adott indexértéken beliil elég egy kritériumnak érvényesiilnie.

A legnagyobb érvényes kritérium hatdrozza meg az index értékét.
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Arrol, hogy e két rendszer koziil melyik korrelal jobban a progndzissal, tobb metaanalizis
is késziilt (71, 72), amelyek konkluzidja annyi, hogy a korai mortalitast jobban eldre
jelezni latszik a modositott Glucksberg grade rendszer, azonban a teljes mortalitas
eldrejelzésében nincs kozottiik érdemi kiilonbség. Manapsag a grading rendszerek mellett
a plazma biomarker panelek is hasznalatba kertiltek, mint példaul az IL-2Ra, TNFR1, IL-
8 és a hepatocita novekedési faktor, melyek viszonylag nagy szenzitivitassal, de altalaban
korlatozottabb specificitassal jellemezhetoek, és megerdsithetik az aGvHD diagnézisat
(73). A diagnosztikus és prognosztikus plazma biomarkerek kutatasa jelenleg is forrd
kutatasi teriiletnek tekinthetd, ugyanis erds a remény, hogy ezek segitségével a jovoben
az aGvHD eldrejelzése, felismerése és ezaltal talan a kezelhet6sége is jelentésen javulni

fog (74).

2.2.1.4 Profilaxis
Mivel a mai napig nem all rendelkezésre olyan standardizalt prognosztikus marker vagy

kritériumrendszer, melynek segitségével megjosolhatnank az aGvHD kialakulasat és
stlyossagat, a betegség kialakulasat megelézendd valamennyi aHSCT-n atesett paciens a
protokoll részeként megel6z6 kezelésben, GvHD profilaxisban részesiil. Mivel az
aGVvHD gerincét a graft kivaltotta immunvalasz, illetve a fokozott T-sejt aktivitas adja, a
profilaxis jelenleg, farmakoldgiai modon és/vagy T-sejt-mentesités révén elért
immunszupresszion illetve T-sejt-gatlason alapszik. A T-sejt-mentesitést mar részlegesen
aGvHD kialakulasa, azonban ez a beavatkozas a Treg-ek hianya miatt egyben graft
megtapadasi problémakat, az érett Th és CTL sejtek elmaradasa miatt pedig lassabb T-
sejtes immunrekonstrukciot és a teljes GvL effektus elmaradasat vonja maga utan, ami

miatt megnd az alapbetegség relapszusanak a kockézata.

A T-sejtes immunitas rekonstrukcidja f6leg felndttekben kitiintetett, hiszen benniik mar
csak csokkent timikus aktivitassal szdmolhatunk, igy a T-sejtek hianyaban az infekciok
aranya is novekszik. A profilaktikus célra leggyakrabban alkalmazott gyogyszeres

immunszupresszios stratégiakat a 7. Tablazat foglalja 6ssze.
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7. Tablazat: Stratégiak az aGvHD megeldzésére. Forras: (15)

Gyogyszer Dozis Idétartam Toxicitas
Kezelés I: Kalcineurin inhibitor + Methotrexat
Ciklosporin | 3mg/kg/nap, egy aGvHD kialakulas Neurologiai
nappal graft beadasa nélkiil 6 honap ésa | problémak,
elott 3. hénaptol veseelégtelenség,
csokkenthetd mikroangiopatia
Methotrexat | 15mg/m2 egy nappal BMT +1,3,6 és 11. | Kés6bbi
graft beadasa utén, napokon hematologiai
10mg/m2 helyreallas,
transzplantaciot kovetd GI nyalkahartya
3,6 ¢és 11. napon toxicitas,
maj toxicitas,
vesetoxicitas
Tacrolimus | 0,02mg/kg/nap BMT -3-t6l BMT -1- | Veseelégtelenség,
ig megndtt billirubin
érték, neorotoxicitas,
magas vérnyomas,
vércukorszint
emelkedés
Kezelés II: MMF + Kalcineurin inhibitor
MMF 30mg/kg/nap, két Naponta BMT +1 Novekedett
dozisban utan testvér donor virusfert6zés szam,
esetén egy honapig, | trombocitopénia,
nem testvér donor leukopénia,
esetén 3 honapig.
Ciklosporin | Oralisan: 12mg/kg/nap | BMT-1: dupla dozis | Vese elégtelenség,

12 6rabként

Mikroangiopatia
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A maig leggyakrabban alkalmazott kombinacio az els6ként 1986-ban bevezetett
kalcineurin inhibitor (ciklosporin vagy tacrolimus) profilaxis, rovid ideig tartd
methotrexat kezeléssel kiegészitve, mely kompetitiven gatolja a dihidrofolat reduktazt, és
ezen keresztiil a de novo folatképzddést, és ily modon foként a T-sejtek osztodasat. A
methotrexat-kezelés relative szelektiv hatdsanak az az oka, hogy a limfocitak mas emberi
sejtekkel szemben szinte teljes mértékben de novo nukleotid-szintézisre vannak
berendezkedve (76).

Szamos tanulmany vizsgalta ezen készitmények hatdsat onmagaban, de az aGvHD
kivédésére a kombinacids alkalmazas bizonyult a leghatasosabbnak (77). A methotrexat
érzékeny Dbetegek esetében van lehetdség a methotrexatot kortikoszteroiddal
helyettesiteni és igy csokkenteni az aGvHD kialakulasanak kockézatat. Az altalanos
profilaxis gerincét tehat a kalcineurin inhibitorok és a methotrexat, vagy methotrexat
helyett a szintén purin bioszintézist gatlo MMF adja, habar az utobbi években a sirolimus,

amely egy mTOR inhibitor, is kiegésziti a kezelést.

A profilaxis kiegészitése sirolimussal egyes adatok szerint talan segiti a graft gyorsabb
megtapadasat €s csokkenti a mucositis, de a tulélésre nincs hatdsa. Mas tanulmanyok
alapjan ugy tlinik, hogy a sirolimus egyediil RIC aHSCT esetén tudta ndvelni a talélést,
igy ilyen tipust transzplanticiok esetén lehet aGvHD-prevencids jelentésége (78).
Szamos tanulméany fokuszal a kalcineurin inhibitor mellett adott methotrexat dozisanak
csokkentésére vagy MMF-el valod helyettesitésére. Kimutattdk, hogy az MMF adasa
csokkent mukozitisszel és gyorsabb neutrofil megtapadassal jart, mint a methotrexat
esetében (79). A fentiek mellett ma mar a standard profilaxis részét képezhetik még a

citokin receptor antagonistak, mint példaul az anti-1L-2R vagy az anti-TNFR is.

E két lehet6ség koziil talan az IL-2 blokad rendelkezik a legnagyobb irodalommal; sokaig
az aGvHD szempontjabdl elsddleges citokinnek szamitott, hiszen a T-sejtek autokrin
novekedési faktora, igy hozzdjarul a GvHD-ra jellemzd szdvetkarosodashoz, dm a
profilaktikus ciklosporin segitségével gatolhatd. Tobb tanulmany is kimutatta, hogy az
IL-2-6t termeld prekurzor T-sejtek szama egyenes aranyban van a GvHD eldforduldséaval
¢s ezen sejtek a transzplantaciot kdvetd 20. naptodl mar mérhetdk, igy jelezhetik a GvHD

akar korai kialakulasat is.
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Az IL-2-vel szemben a TNF-a indirekt és direkt modon is szerepet jatszik az aGvHD-
szovetkarositd mechanizmushoz, illetve direkt médon a karosodott szvetben apoptozist
indukal (80). Az IL-2-h6z hasonldéan a TNF-o emelkedett mennyisége is egyenes
aranyossagot mutat az egyre sulyosabb GvHD kialakulassal. Ezen tulmenden a
kondicionalas ideje alatt az emelkedett TNF-a plazma szint nem csak a GvHD kialakulast

és sulyossagot prediktalta, hanem 30% alatti teljes tuléléssel is asszocialt (81).

A Kklasszikus profilaxist kiegészitd 0j elképzelés emellett a ciklofoszfamid poszt-
transzplantacios alkalmazasa. Kimutattak, hogy a ciklofoszfamid hasznalata biztonsagos,
nem okoz aplaziat, illetve a T-sejtekben tolerancia indukalasa révén csokkenti az aGvHD
kialakulasat. Kombinalt adéasa ciklosporinnal, MAC mellett végrehajtott, HLA-azonos
aHSCT esetén pedig csokkentette az aGvHD kialakulasat, illetve viszonylag alacsony
GVHD eléfordulast eredményezett még a haploidentikus transzplantaciok esetében is
(82).

Végiil a legujabb profilaktikus stratégia pedig a mezenchimalis Ossejtek alkalmazasa az
aGvHD kikiiszobolésére. A mezenchimalis 6ssejtek erés immunszupressziv hatast
fejtenek ki az alloreaktiv T-sejtekre (83) és jelenleg is szamos klinikai fazisban tarto
mezenchimalis készitmény tesztelése folyik, melyek igen biztatd eredményekkel
kecsegtetnek, miszerint alkalmazasukkal kivédhetd az aGvHD kialakuldsa. Végiil meg
kell jegyezniink, hogy szamos tanulmany egybehangz6 allaspontja szerint a
kortikoszteroidok alkalmazéasanak a profilaxisban nincs helye, a szteroidoknak nincs
szamottevl profilaktikus hatasa. A profilaktikusan alkalmazott immunszupressziv

kezelés célpontjait és mechanizmusat a 8. Abra mutatja be részletesen.
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Klasszikus immunszupresszio

Citokin receptor

antagonistak:
anti-IL-2R, anti-TL-6R
&5 anti-TNE-R J'

tacrolimus
ciklosporin A

‘Gliikelortikoidok

Citoplazma

o L
ﬂ@) \@;@ /

mTOR A ‘//,' Seit prolifericio satlsk
atlok | oam | — Sejt proliferacio gatlok:
e | (mrom) — \ MUF

/ Methotrexit

sirolimus
everolimus

8. Abra: Az aGVHD profilaxisaban és kezelésében leggyakrabban haszndlt

immunszupressziv hatoanyagok és tamaddspontjaik. Forras:(82)

2.2.1.5 Terapia
A profilaxis megfeleld6 megvalasztasa ugyan jelentésen csokkenti az aGvHD

kialakuldsanak kockazatat, azonban, mint azt fentebb mar emlitettilk, a betegség
kialakuldsa még mindig nagyszamu pacienst érint. Az aGvHD diagnézisa utan a terapia
kivalasztasat er6sen befolyasoljak a grade, a szervi érintettség, a lehetséges kezelési

opciok elérhetdsége, koltségei, a paciens és a kezeldorvos személye.

A Grade | a legenyhébb aGvHD forma, mely a legtobbszor csak helyi kezelést és
profilaktikusan adott calcineurin inhibitort igényel. Viszket6 bor esetén a kezelés
kiegészitheté antihisztaminok adasaval, off-label pedig helyileg alkalmazott tacrolimus

adhat6 a szteroidrezisztens borjelenségekre. Szisztémas immunszupresszio nem javallott.

Grade I1-1V esetekben, melyek mar stlyosabb aGvHD formak, megkiilonboztetiink elsé-
, masod- és harmadvonalbeli kezelést. Elsévonalban ajanlott a kalcineurin gatlok
haszndlata. Ha mar profilaxisként alkalmazasra keriiltek ezek a szerek, akkor azok
dozisanak emelése torténik, mint elsOvonalbeli kezelés. Neurotoxicitas estén

megfontolando a ciklosporin helyettesitése tacrolimussal (84).

A Kkortikoszteroidra, amely a standard aGvHD kezelés kiemelt eleme, altalaban a betegek
40-50 %-a reagal. Grade Il-ben 1 mg/ttkg, ennél stlyosabb aGvHD-ban 2 mg/ttkg

metilprednizolon intravénas adasa bizonyult hatasosnak (85), mig a dozis tovabbi
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emelése mar nem jar terapias elénnyel. Otnapos szteroid kezelés elegendd ahhoz, hogy a
beteg besorolhato legyen a szteroid kezelésre reagalo, avagy szteroidrezisztens csoportba
(86). Sajnos a szteroidrefrakter csoport kezelése a mai napig problémas, és ezek a betegek
igen rossz hosszatava taléléssel szamolhatnak (87). A bél érintettsége esetén elGtérbe
keriilnek a nem felszivodo szteroidok, iigymint a budezonid €s a beclometazon, hiszen
igy csokkenthetok a per os alkalmazott készitmények alkalmazasa soran fellépd
szisztémas mellékhatasok. A fenti kezelések egymassal torténd kombinalasa, avagy

sulyos tiinetek megjelenése esetén masodvonalbeli modszerek alkalmazasa sziikséges.

Az egyik ilyen médszer az extracorporalis photopheresis (ECP), mely sordan a beteg
vérébol szarmazo leukocitakat 8-methoxypsoralennel és UVA besugarzassal kezelik
miel6tt azok visszakeriilnének a keringésbe. A kezelés hatasara 24 6ran beliil nem csak
az aktivalt T-sejtek, de mindenfajta fehérvérsejt apoptodzisa is bekovetkezik. Sajnos az

ECP pontos hatasmechanizmusa tovabbra sem ismert (88).

Tovabbi masodvonalbeli terdpids célpont a TNFo, mely az afferens fazis egyik
legfontosabb szerepléje, részt vesz az APC-ek aktivalasaban, az effektor sejtek
toborzasaban, és a direkt és indirekt szovetkarositasban is (89), igy blokkolasa az aGvHD
kezelésére is lehetséges alternativa. A két leggyakrabban haszndlt biologiai terapia a
TNFa blokkolasara az infliximab, mely egy anti-TNFo monoklonalis antitest, illetve az
etanercept, mely egy szolubilis dimer TNFa receptor 2-1gG Fc fhzioés protein. A
tapasztalatok szerint a gasztrointesztinalis traktust érinté aGvHD kiilondsen hatékonyan
kezelheté TNF blokaddal (90).

Az mTOR gatlo sirolimus szintén masodvonalbeli terapia, azonban a hemolitikus urémias
szindroma kockazata és a hiperlipidémiat okozo6 hatasa miatt csak 6vatosan alkalmazhato.
A profilaxis mellett masodik vonalbeli szerként is hasznalhaté az MMF, mely tehat foként
a T és B-sejtekre hat, de altalanossagban az Gsszes 0szt6do sejtet gatolja valamelyest.
Végiil meg kell emliteni az egér inolimomab, ¢és a basiliximab kiméra monoklonalis
antitesteket, melyek mindketten az IL-2 receptor a alegységét targetaljak, ami foként az

aktivalt T-sejtek felszinén talalhatéo meg.

Altaldban két méasodvonalbeli készitmény hatastalansaga esetén keriilhet sor harmadik
vonalbeli terapia alkalmazasa. Ilyen harmadik vonalbeli monoklonalis antitest az

alemtuzumab, mely a CD52-t targetalja és az érett T és B sejteket, monocitakat,
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makrofagokat és eozinofil granulocitdkat célozza (91). Emellett methotrexat és
mezenchimalis Ossejtek nemcsak profilaktikus, hanem harmadik vonalbeli terapias
agensként is hasznalhatok. Szintén itt emlitend6 a pentostatin nukleozid analog, mely az
adenozin-deaminazt gatolja, igy hatasara toxikus metabolitok halmozodnak fel, amelyet
a T-és NK-sejtek pusztuldsa kovet. Egyéb terdpias agensek, melyek még szerepet

crer

valamint a CD4+/CD25"9"/CD127'°" regulatoros T-sejtek adoptiv transzfere (92, 93)

2.3 Fejlesztés alatt allo és vizsgalati szakban 1évo terapiak
Az utdbbi évek kutatésai a relapszus csokkentésére és a GVHD megeldzésére fokuszaltak,

példaul a graft immunaktivitdsanak GvH helyett GvL irdnyba torténd eltolasaval,
manipulalasaval. A GvL folyamataban a foszerepet a donor eredetli T-sejtek maradvany
vagy relapszusos leukémids sejtekkel szembeni immunvalasza és az ezt kiegészitd NK-
sejtek és B-sejtek aktivitasa jatssza, melyek kivald célpontjai a legujabb terapidknak. A
kovetkezokben olyan stratégiakrol lesz sz6 melyek mar legalabb elérték a klinikai

vizsgalati fazist.

2.3.1 NK-sejt adoptiv transzferes immunterapia
Az aHSCT-t kdvetden az érett, funkcioképes NK-sejtek csak a graft differencialodasat

kovetden, néhany héttel a transzplantacid utan jelennek meg a betegekben. Ez azt jelenti,
hogy az elsé par hétben a kevéssé funkcioképes, éretlen NK-sejtek dominalnak, amelyek
nem képesek részt venni a GvL hatas kialakitasaban. Egy fazis II-ben 1évé klinikai
vizsgalat most ezen érett NK-sejtek potlasat teszteli donor NK-sejt infuzié adasaval a
transzplantaciot kovetd 4, 30 és 100. napokon. Természetesen a vizsgalat célja a graft
jobb megtapadasanak elérése és a GvL hatas novelése (94). Sajnos ez a vizsgalat egyel6re
nem hozott 4ttdrést a graft megtapaddsdnak vagy a relapszus megel6zésének
szempontjabol. A kezelés megvalosithatd €s biztonsagos, am valoszintlileg a beadott NK-
sejtek dozisanak modositasaval, esetleges eldaktivalasaval vagy beadasanak id6zitésével

javithat6 lenne a kezelés.

2.3.2 Anti-tumor vakcinacio6
Régi koncepcid a transzplanticidé soran olyan autoldég T-sejtek visszaaddsa, adoptiv

transzfere, amelyeket a betegben megtaldlhaté daganatsejtek egésze, vagy csak egyes

specifikus antigénjei ellen aktivalnak. Szdmos ilyen vizsgalat tortént, tobbek kozott
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AML-ben (Wilms tumor asszocialt antigén elleni immunizalas), CML-ben (BCR/ABL
peptid epitopok hasznalata) vagy mieldéma multiplexben (dendritikus/mieloma fazios sejt
hasznalata). (95, 96). Mas vizsgalatok soran a beteg inaktivalt, autolég leukémia sejt
transzfaziot kapott az aHSCT-t kovetden, hogy ezzel fokozzak az in vivo immunitast. A
modszer biztonsdgosnak és immunogénnek mutatkozik, még immunszupressziv GvHD
profilaxis mellett is (97, 98), am talan elényOsebb volna egy egészséges donor,
egészséges sejtjeit hasznalni, mint a beteg sejtjeit, melyek szamos esetben mar toleransak
a daganatsejtek kulcsantigénjeivel szemben, illetve mar csak gyenge effektorvalaszok
kivaltasara képesek a megel6z6 kemoterapids kezelések miatt. Ezt a logikat kovetve kis
betegcsoporton mar teszteltek olyan eljarast, amelyben el0szor az egészséges donort
vakcinaltdk a beteg mieloma fehérjéivel, majd ezt kdvetéen immobilizaltak Ossejtjeit,
majd igy tortént meg a graft begylijtése az aHSCT szdmara. Az elsddleges eredmények
szerint a recipiensnek torténd beadast kovetden a betegben megtortént az immunvalasz
¢és hossztava remisszio alakult ki (99, 100). Sajnos az cljaras legfébb limitacioja
tovabbra is a donor vakcinalasa. Ez kivalthato lenne a donor sejtjeinek ex vivo priming-
javal és expanzidjaval tumor asszocialt antigének jelenlétében, &m ez a procedura

egyelére még mindig nagyon draganak szamit.

2.3.3 Monoklonalis antitest terapia
Manapsag a monoklonalis antitestek a terapids rutin részét képezik szamos hematologiai

rosszindulatii daganat esetében. Példaul a rituximab, amely egy anti-CD20 monoklonalis
ellenanyag, a B-sejt limfomak standard kezelési protokolljanak része, mig a gemtuzumab
ozogamicin, amely egy toxinnal konjugalt anti-CD33 monoklonalis ellenanyag, az AML-
ben szenvedd betegek teljes tulélését javitja, alacsony dozisi kemoterapia mellett

alkalmazva (101).

Ezen tGlmenden szdmos preklinikai és klinikai vizsgalat fokuszal a bispecifikus
ellenanyagok vizsgalatara. A bispecifikus ellenanyagok legnagyobb elénye, hogy akar 3
kiilonbozoféle sejtet (példaul: APC-Tumor-T-sejt) képesek fizikalisan kozel hozni
egymashoz, ezzel biztositva a még erdteljesebb effektor funkcid kialakuldsat, vagyis a
tumorsejt lizisét. Tobb bispecifikus ellenanyag tesztelése is torténik jelenleg, mint példaul
a blinatumomab, amely egy CD3/CD19 bispecifikus egér ellenanyag, melyet eddig

relapszusban és prekurzor B-sejtes akut limfoblasztos leukémiaban probaltak ki (102).
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Preklinikai AML vizsgélatokban pedig egy CD3/CD33 bispecifikus ellenanyag hozott
kivalo eredményeket (103).

Az elmult par év pedig a szteroid-rezisztens aGvHD-ban szenved6 betegek kezelésére
fokuszalt. Ilyen ellenanyag-terapidk voltak a ruxolitinib (JAK inhibitor), mely mar
multicenter vizsgalatoknal jar (104), a tocilizumab (IL-6R antagonista), amely atlizumab
néven is ismeretes ¢és eddig rheumatoid arthritis és juvenilis idiopathias arthritis
kezelésére hasznaltak (105), illetve a begelomab (anti-CD26) melynek tesztelése jelenleg
fazisl/I1-ben tart (106). Természetesen ezen par kiragadott terapian til szamos ellenanyag
all tesztelés alatt foleg AML esetében, melyek koziil néhdny varhatdan a rutin kezelés

részévé valhat.(107).

2.3.4 Regulatorikus T-sejt infizio
A teljes értékli T-sejt aktivacio és regulatorikus T-sejt medialt szuppresszio egyenstlya a

GvHD kialakukldsa szempontjabol kritikus jelentségli. A szuppressziv regulatorikus
folyamatok legfébb szabalyozéi a Foxp3+/CD4+/CD25"" /CD127"% regulatérikus Treg
sejtek, melyek képesek gatolni a CD4+-és CD8+ T-sejtek aktivacidjat, leroviditeni azok
¢letidejét, vagy akar a pusztulasukat is kivaltani, mind kozvetleniil, mind azok APC-in
keresztiil. Ezekben a folyamatokban kiilonb6z6 szinten hat6 gatlo fehérjék vesznek részt,
amelyek mind az aGvHD elkeriilése, mind a csontvelGi graft megtapadasanak elésegitése,

azaz a kilokddés elkertilése szempontjabdl kiemelt szerepet kapnak.

Ilyen az aHSCT-ben fontos regulatorikus mulekulak példaul: a citotoxikus T-limfocita-
asszocialt antigén-4 (CTLA-4), anti-limfocita funkciohoz kotott antigén-1 (anti-LFA-1)
vagy az anti-CD40-ligand (anti-CD40L).

A Treg sejtek terapias alkalmazasara kiilondsen a haploidentikus transzplantacids forma
nyujt lehetdséget; a betegek 95%-a szamara biztosit gyorsan elérheté donort, &m sajnos a
gyors donorforras ara a nagyfoki HLA eltérésb6l adodoan a gyakori graft megtapadasi
problémaék és az infekciok megjelenése. E probléma kivédésére igéretes stratégia lehet a
graft Treg: Teff aranyanak beallitasa (a Treg sejtek emelkedett szama a graft-ban gatolja
az aGvHD kialakulasat (108)). Szamos futd kisérlet mutat biztatdé eredményeket,
miszerint a Treg-ek alkalmazasa az egyediili GvHD profilaxis, amely a GvL hatast nem
befolyasolja, nem emeli a relapszus kialakulasanak esélyét, mikozben eldsegiti az

immunologiai rekonstrukciot [118].
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2.3.5 A graft af T-sejt deplécioja
A T-sejtek 95%-a of lancokat hordozo T-sejt receptorral rendelkezik, mely sejtek

foszerepléi az aGvHD kialakulasanak. Velik szemben a yo T-sejtek, amelyeket
velesziiletett-szerli vagy tranzicionalis T-sejteknek is neveziink, csupan a keringd T-
sejtek 5%-t teszik ki, és MHC—fiiggetlen, nem specifikus antigénfelismerést végeznek,
ugyanakkor képesek szdmos gyakori kérokozd és szovetkarosodas felismerésére és
elhéritasara. A yd T-sejtek aktivacios utvonalainak jellegzetességei a legtobb vélemény
szerint kizarjak, hogy ezek a sejtek részt vegyenek az aGvHD kialakitasaban, ugyanakkor
e sejtek képesek lennének valamiféle, ha nem is az aff T-sejtekével Gsszemérhetod
hatékonysagu, de mégis relevans T-sejtes immunitds biztositdsara a kezelés utan

Immunszuprimalt betegekben.

A kezelési stratégia ezeket figyelembe véve azon a rendkiviil egyszerii koncepcion alapul,
hogy a graftot mentesitik az afy T-sejtektdl, és csak yd T-sejteket tartalmazo graftot
transzplantalnak anélkiil, hogy barmilyen egyéb profilaktikus kezelést alkalmaznanak.
Szamos klinikai vizsgalat bizonyitotta, hogy az ilyen graft alkalmazasa mellett nincs graft
megtapadasi probléma és gyors immunrekonstrukcio figyelheté meg, illetve az akut- és
kronikus GvHD eléfordulésa is igen alacsony. Sajnos még nem rendelkeziink til hosszu
beteg kovetési eredményekkel, igy a betegek tulélési esélyeinek vizsgalata még varat

magara.

2.3.6 Allo-reaktiv T-sejtek szelektiv deplécioja
Mint ahogyan azt mar emlitettiik, a T-sejtek teljes deplécioja a graftbol ugyan megsziinteti

a GvHD kialakulasat, azonban nagymértékii graft megtapadasi problémakat, infekciokat
okoz, illetve gyakori relapszushoz vezet. A GvHD kialakulasdban a fOszerepet az
alloreaktiv T-sejtjek jatsszak, igy intuitiv a varakozéas, hogy ezen sejtek szelektiv
deplécidja szignifikdnsan csokkenthetné a GvHD kialakuldsdnak esélyét, mikdzben a
GvL hatést és az immunologiai rekonstrukciot érintetleniil hagynd. Mindehhez els6
Iépésben a beteg periférias vér mononuklearis sejtjeit (PBMC-it), vagy T-sejtjeit
leukoferezis segitségével gyijtik. Ezt kovetden ex vivo kultiraban expandaljak éket IL-2
¢s a CD3-at aktivald6 muromonab-CD3 antitestek jelenlétében, majd besugarzas
segitségével inaktivaljak oket. Az igy kezelt T-sejteket, mint aktivalodasra képtelen
célsejteket (csalisejtek) hasznaljak azoknak a donor T-sejteknek a bekapcsolédsara,

amelyek autoreaktivak. Az eljards soran eldszor 1:1 aranya kokulturaban tartjadk a
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recipienstdl szarmazo csali T-sejteket a graft potencialisan alloreaktiv T-sejtjeivel. Az
alloreaktiv T-sejtek aktivalodnak, igazabol egy kevert limfocita reakcid torténik, majd az
vagy fotoferezis segitségével érik el. Ezt kovetden a donor periférias vérébadl dssejteket
gyijtenek és az igy kapott graftot T-sejt mentesitik. A transzplantacié napjan a T-sejt-
mentesitett graft mell¢ adjak az alloreaktiv T-sejt depletalt donor T-sejteket, igy biztositva
az egyideji GvL hatast és GvHD megel6zését. Sajnos csak kevés klinikai vizsgalatot
végeztek a modszer igazolasara, ami egyeldre igen faradtsagos és koltséges eljaras, illetve

nehéz GMP-kompatibilisen elvégezni (2).

2.3.7 Anti-viralis citotoxikus sejtvonalak hasznalata
Az immunszuprimalt betegben reaktivalodo latens virusfertézések, vagy a kornyezetbdl

érkez6 wvirdlis korokozok a transzplantaciés morbiditds és mortalitds jelentds
kontributorai, kiilonosen gyermekkort betegek, T-sejt-depletalt, koldokzsindr vér
Ossejtforras és haploidentikus egyezés esetén. Az anti-virdlis immunitds folyamatos
fenntartisara, helyredllitdsara virus-reaktiv T-sejtek adoptiv transzferét hasznaljak mar
tobb mint egy évtizede, mely rendkiviil sikeresnek bizonyult citomegalovirus, Epstein-

Barr virus és adenovirus infekcio elkeriilésére egyarant.

2.3.8 Kiméra antigén receptorokat hordozo T-sejtek

A kiméra antigén receptorok (CARs) olyan rekombindns receptorok, amelyek egy nativ
tumorantigéneket felismerni képes B-sejt receptor scFv elem (a receptor varriabilis
régiojanak egyik lanca, single-chain fragment variable) és egy vagy tobb TCR komplexbe
tartozo jelatvivé (CD3) illetve kostimulacios molekula domén (CD28, 4-1BBL, stb.)

génfuzioval létrehozott, dsszetett komplexei.

Ezek a receptorok T-sejtekbe iiltetve a B- és T-sejt receptorok funkcidit képesek
biztositani egyidOben, a kétféle receptor elonyeit elegyitve, azaz B-sejt szertien, MHC-
fliggetlen, antigén prezentaciot nem igénylé modon képesek daganatspecifikus T-sejteket
bekapcsolni egy daganat kdzelében. Ezen receptorok beépitéséhez stabil T-sejt expanziot
€s gén transzdukciot kell biztositani, de ezek megléte esetén elvben barmilyen sejtfelszini
daganat-specifikus molekula targetalhatd. A normal T-sejt receptorokkal szemben a CAR
valtozat nem igényel MHC-n keresztiili antigén prezentalast, igy nincs sziikség egyezd

(matched) haplotipusra sem. Ezen tilmenden ezek a moddositott receptorok képesek
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érzékelni azokat a tumor sejteket is, amelyek immun-evazidés célbol csak erdsen

csokkentett mértékit HLA expressziot tartanak fent (109).

A CAR T-sejtekbdl raadasul az eredeti TCR akar Crispr-Cas9 technikéval kititheto; igy
az ilyen sejtek elvben semmiféle MHC vagy miHA mismatchre sem lesznek érzékenyek,
ezért redlis esély nyilhat arra, hogy ez a terdpia nem csak hatékony GvL vélaszt adjon, de
egyben az aGvHD kialakulasanak esélyét is a nullara redukalja. Jelenleg a leginkabb
kutatott célpontok a CD19+ B-sejtek és azok okozta megbetegedések, mint példaul a B-
sejtes non-Hodgkin limfoma vagy a prekurzor B-sejtes akut limfoblasztos leukémia,
illetve a CD123+ AML sejtek (110, 111). Egyeldre gy tiinik, hogy e kiméra receptorokat
tartalmazé T-sejtek adoptiv terdpidja nagyszerli lehetdségeket rejt magaban, és mar tobb

CAR-T-sejt alapu terapia is engedélyezésre kertilt.

2.4 Az egér experimentalis aGvHD modellek jelentdsége a kutatasaban

A kiilonboz6 allatmodellek, és ezek koziil is kitiintetetten az egér modellek mindig is
hogy mar az elsé human allogén transzplantaciot joval megel6zden is végeztek aHSCT-t
egérmodelleken. Az egérmodellek hozzdjaruldsa a betegség immunoldgiai
mechanizmuséanak felderitéséhez, az antigén prezentacid- és felismerés folyamatanak
feltarasahoz, a betegség két jellemz6 formajanak, az akut és kronikus GvHD-nak az
egymastol vald elkiilonitéséhez, és szdmos terdpias lehetdség preklinikai vizsgalatahoz

egyarant alapveto jelentdséggel birt (49).

Egérben az els6 allogén hematopetikus &ssejt-transzplantaciot van Bekkum és De Vries
hajtotta végre, besugarzott egereken, kevert csontveldi- és 1ép sejt grafttal. Igaz a
transzplantaci6 sikeres volt, azaz az egerek felgyogyultak a sugdrbetegségbdl és a
csontveld aplazidbol, am a masodlagos betegségek, mint a testsulycsokkenés, hasmenés,
megvaltozott bor stb. letdlisnak bizonyultak. Ez az akkor még masodlagos betegség

elnevezés a ma ismert aGvHD-t takarta.

Tovébbi, egérmodellekben végrehajtott vizsgalatokban megallapitasra keriilt, hogy az
aGvHD kialakulasdhoz 3 fontos kruitérium teljesiilése sziikséges, melyek koziil az elsot
Bilingham 1966-67 kozott hatarozta meg, miszerint az aGvHD kialakulasahoz
immunolodgiailag kompentens, ma mar tudjuk, hogy érett T-sejtek, sziikségesek. 1986-87

tajan a klinikumban ¢és kisérletesen is bizonyitast nyert, hogy az aGvHD sulyossaga
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korreldl ezen sejtek szdmaval, tehat minél tobb ilyen sejt taldlhaté a graftban annal
nagyobb az aGvHD el6fordulasa és az egyre sulyosabb formak kialakulasa (112, 113). A
masodik fontos, egérmodellben azonositott kritérium az volt, hogy a recipiensnek be kell
tudnia fogadni a kapott graftot, tchat immunhianyos allapotban kell lennie a graft
beadasakor. Egészséges immunkompetens recipiensek transzplantacidja ugyanis mindig
a graft kilokddésével végzodott. Ezt az immunhidnyos vagy immunszuprimalt allapotot
a legtobbszor sugarkezeléssel vagy kemoterapias szerek alkalmazasaval érhetjiik el.
Harmadszor pedig felismerték a recipiensben és a donorban 1évé major és minor

hisztokompatibilitasi antigének fontossagat (114).

Az egereken végzett vizsgalatok nagy eldnye, hogy nagyon pontosan, nagy szamban ¢és
reprodukdlhatéan tesztelhetjiik a kiilonb6z0 gyogyszerjelolteket és a kiilonbozd
befolyasolo faktorokat. Ezzel egyiitt azonban, mint minden modell szervezet, az egér
modellek sem reprezentaljak tokéletesen a modellezett emberi korképet, és kétségkiviil

mutatnak bizonyos eltéréseket téle (115, 116).

2.4.1 Az aGVvHD egérmodelljeinek erdsségei és korlatai
Mint minden 4allatmodellel, gy az a GvHD-s egérmodellekkel kapcsolatban is

elmondhato, hogy egyes sajatsagaik konnyitik, masok er6sen nehezitik a vizsgalatukkal

kapott eredményeknek a human klinikumba torténd leforditasat.

A két gazda kozt talan leginkabb szembetlind kiilonbség a korfolyamat dinamikéja. A
human akut- és kronikus GvHD egyik diagnosztikus elkiilonitési lehetosége a legutobbi
id6kig az idébeni lefolyas volt, 1évén ez human rendszerben, minden gyengesége ellenére,
egy hasznos diagnosztikai fogodzonak szamitott. Erdekes, hogy egérmodellekben ez az
idéalapt megkiilonboztetési megkozelités nem feltétleniil miikddik, illetve a két forma
megjelenése sokkal gyorsabb, manifesztacios idéablaka is sokkal sziikebb. Példaul a
kronikus GvHD egérben mar a transzplantaciot kovetd masodik héten jelentkezhet, ami

human rendszerben gyakorlatilag nem fordul eld.

Egerekben igy a két GvHD-s manifesztacios forma megkiilonboztetése mar a kezdet
kezdetétdl a tiinetek, €s az immunoldgiai hattérmechaniumus alapjan tortént. Ezen a
ponton az egér modellrendszerek nagy eldnye, hogy a human és az egér rendszer kdzott
az immunologiai hattérmechanizmushan szamos hasonlosag van. Az akut GvHD-s

egérben is inkabb egy Thl-jellegli, javarészt citotoxikus hatdson alapuld, diszkrét szervi
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érintettséggel jellemezhetd tlinetegyiittest tapasztalunk, melynek érintett szervei
(vékonybél, maj, bor) javarészt atfednek a human betegekével. Ezzel egyiitt egérben a
tiid6 aGVvHD-s ¢érintettsége is gyakori, ami emberben igen ritka. Tovabbi elény, hogy
egérben a kronikus GvHD is egy a human megbetegedéshez hasonléan Th2-alapu,
fibrozissal jard, humoralis valasz indukalta korképként irhat6 le. Végiil nagy eldny, hogy
a torzsek beltenyésztettsége révén a GvHD kiilonb6zo formai jellemzden a kisérletekbe
vont allatok nagy aranyaban, igen reprodukalhatoan, és adott major/minor mismatch-ek
mellett azonos formaban jelentkeznek, és jelzik is azok jelentOségét az egyes
korképekben. Igy szamos leirt donor — recipiens egértorzs-kombinacioban csak a GVHD
egyik vagy masik formaja alakithato ki (pl: DBA/2—B6D2F1, kizarolag kronikus GvHD

modell).

Ezzel egyiitt az idébeli lefolydson tul szamos egyéb kiilonbség is van a ragcsalo
modellben kivaltott GvHD, és a human betegség kozott. Elsdként, az egérmodellben
fellépé aGvHD sokszor hatassal van a cGvHD kialakulasara, mig emberben a cGvHD
leggyakrabban aGvHD nélkiil jelentkezik. Masodszor, az emberi paciensek esetén a
legtobb beteg profilaxisban részesiil az aGvHD megel6zésére, mig az egérmodellekbdl,
amikben pont a GvHD gyors, reprodukélhat6, nagy aranyban vald kivaltasa a cél, ezt
értelemszeriien elhagyjdk. Harmadszor, az egérmodellekben ugyanezen okokbol a graftot
sokszor szandékosan egészitik ki nagyszamt T-sejttel, jellemzden 1ép-eredetli sejtekkel,
ami human péciens esetében természetesen nem torténik meg. Végil a legtobb
egérmodellben a recipiens sugarterapias immunszupresszioban részesiil, mig a
kemoterapia alkalmazéasa lehetséges, de koriilményesebb Kivitelezni, és ezért nem
preferalt (117). Emberek esetében ez pont forditott; emberben még a sugarterapia is
kiegészitésre keriil kemoterapias szerek alkalmazasaval. A modellekben alkalmazott
sugarterapia altalaban TBI, amely gyorsabb donor kimérizmust eredményez, €s szinte
sosem jar a graft kilokédésével. E ponton érdemes megjegyezni, hogy a kiilonb6z6
egértorzsek kiilonboz6 mértékben érzékenyek a TBI-re, példaul a BALB/c érzékenyebb,
mint a C57BL/6.

Tovéabbi probléma, hogy az egértérzsek mindig beltenyésztett allatokat takarnak, igy
naluk mindig egy homogénebb valasz alakul ki, mint idegen donoros human betegeknél.
A kisérleti allatok tartdsa emellett gyakran tisztatérben, SPF statusz fenntartdsa mellett,

vagy steril koriilmények kozott torténik, igy immunrendszeriik sosem lesz kitéve olyan
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kornyezeti hatasoknak és patogéneknek, mint egy human paciens, illetve mikrobiom-
diverzitasuk is sokkal Kisebb szabadon €16 tarsaikénal, illetve a kezelt emberi
paciensekénal. Emberekben leirasra keriilt az is, hogy bizonyos vitaminok
befolyasolhatjak a T-sejtek felszinén megjelené homing molekuldk expresszidjat, igy
befolyasolva kiilonboz0 szervekbe torténd vandorlasukat. A bor esetében ilyen vitamin a
D3, amelynek aktiv formdja a borben napsugarzas hatasara is kialakulhat és emeli a
CCR10 expresszidjat a T-sejteken. Egy masik ilyen vitamin az A vitamin, amely a bél
Peyer plakkjaiban talalhat6 DC-k altal retinsavva alakul és fokozza az a4B7 integrin és
CCR9 kemokin receptor expressziojat, igy fokozva a T-sejtek bélbe vandorlasat. Ezzel
szemben a kisérleti allatokat nem éri napfény, illetve testiiket siirli szérzet boritja, igy

ilyen tipusu folyamatok nem mennek végbe benniik.

Azonban nem szabad elfelejteniink, hogy a fentiek ellenére az egérmodellek hasznalata
alapvetden jarult hozza mai aGvHD ismereteinkhez, a jelenleg is hasznalt profilaktikus-
és terapias kezelések 1étrejottéhez, illetve a mai napig szamos jelenleg zajlo fejlesztésben
is megkeriilhetetlen szerepet jatszanak (53). A kovetkezokben a jelenleg elérheté aGvHD

modellek keriilnek bemutatasra, azok elényeit és limitacidt is bemutatva.

2.4.2 MHC mismatch-alapi aGvHD egérmodellek
Az MHC mismatch modellek esetében a donor és a recipiens allat altalaban két kiilonb6z6

beltenyésztett egértdrzsbdl szarmazik, melyekben a human MHC egér megfeleldje, a H2
génkomplex eltéré. Kozilik is talan a leggyakrabban alkalmazott rendszer a
C57BL/6—BALB/c modell. Ez a rendszer az MHC kiilonbségen tal (C57BL/6

H2P—BALB/c H2% szamos miHA eltérést is mutat, &m a miHA eltérések jelentésége a

crer

Az ilyen modellek alkalmazasa esetén mindig mieloablativ sugarkezelést alkalmaznak,
egy vagy tobb dozisban, torzstdl fliggéen 10-11 Gy-el, a dozisok kozott 3-8 oras
sziinetekkel a bélkarosodas csokkentése végett. A kialakulo aGvHD-ban jellemzden a
CD4+ és CD8+ T-sejtek is szerepet jatszanak, de a modellek e tekintetben meglehetdsen

flexibilisek.

Amennyiben ugyanis a vizsgalt kérdés szempontjabol fontos a két T-sejt alcsoport
valamelyikének elkiilonitett vizsgalata, azaz a masik kizarasa, ugy az is megoldhato.

Példaul a modell megvaltoztathato szingenikus, de kompatibilis MHC | vagy MHC I
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allélokat hordozo donorok mellett inkompatibilis MHC 1l vagy MHC 1 allélokat hordozo
recipiens egerek felhasznalasaval. Ertelemszeriien mig az elébbi esetben csak CD4+, az
utobbiban csak CD8+ T-sejt aktivacio alakul ki, és a szingenikus hattér miatt az egyéb
illetve minor antigéneknek nincs hatasa. Példaul kizarélag CD8+ T-sejtes aGvHD
vélthatd ki H2® C57BL/6 donorok, és H2°MC57BL/6 recipiensek felhasznalasaval,
utobbiban tobbszori visszakeresztezés segitségével atvitt inkompatibilis MHC-I (H20™)
valtozattal. Hasonl6 médon, mivel az MHC 1l-n keresztiil a CD4+ T-sejtek aktivalhatok,
H2°™2 recipiensek hasznalhatdak kizarélag CD4+ T-sejtek aktivacidjanak kivaltasara.
Példaul ilyen modellek segitségével tartak fel, hogy az aGvHD-ban a CD4+ T-sejteket
recipiens €s donor eredetii APC-k, mig a CD8+ T-sejteket csak a recipiensbdl szarmazok

képesek aktivalni (118, 119).

A masik gyakran hasznalt ilyen tipusi megkozelités a ,,parent to F1” (P—F1) modell,
melyben adott inbred (beltenyésztett) torzs a donor (pl. C57BL/6, P), és ezen térzsnek
egy masik inbred torzzsel nemzett elsé generacios utodja (pl. C57BL/6 x DBA2 =
B6D2F1) a recipiens. Ez utobbi modellcsoportban a donor és a recipiens kozotti részleges
MHC ¢és miHA egyezés, voltaképpen egy haploidentikus transzplantacio kialakitasa
révén miikodik, és nagyon jol hasznalhaté a RIC tipusu illetve a MAC nélkiili
transzplantacios koriilmények leirasara. Segitségével betekintést nyerhettiink a T-sejtek
in vivo aktivacidjaba és a betegség soran lejatszodd autoimmun folyamatokba, de
manapsag elészeretettel hasznaljak a sejt- vagy antitest-medialt immunvalaszokban
szerepet jatsz6 immunmodulalé hatast anyagok azonositasara is. Ugyanakkor ez a modell
sem teljesen tiikr6zi a valdos hematopoetikus Ossejttranszplantaciot, 1évén ezekben a
rendszerekben az F1 allat nem esik at sugarkezelésen a beiiltetés el6tt. Ez azzal a
kovetkezménnyel jar, hogy a besugarzott modellekhez képest kisebb sulyvesztést,
enyhébb bor tiineteket tapasztalunk, illetve voltaképpen egy immunhianyos allapotot
latunk kialakulni, kevert kimérizmussal és jobb tilélési mutatokkal. Erthetd okokbol ez a
modellcsoport nagyobb jelentdséggel bir a nem mieloablativ kezelések megjelenése as
elterjedése ota. Mint korabban mar emlitettiik, fontos megjegyezni, hogy nem minden
sziil6i torzs (P) képes barmely mas torszzel vald keresztezés utan az (F1) utddaival
aGvHD kialakitasara. Ennek oka nem mindig vilagos, talan az egyes torzsekre

természetesen jellemz6 Thl vagy Th2 valaszreakciés dominancian is alapulhat (120).
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2.4.3 miHA mismatch modellek
Mivel a klinikumban lefolytatott aHSCT esetén a klinikus torekszik a donor és recipiens

kozott fellépd kiilonbségeket minimalizalni, ezért az MHC mismatch modellek kevésbé
reprezentativak a human aHSCT-K jelentds részének esetére. Ennek a hidnyossagnak az
athidalasara hivatottak a miHA mismatch modellek, melyek mar jobban reprezentaljak a
tényleges human aHSCT-t, hiszen itt mar MHC szinten egyez6 donor ¢€s recipiens
allatokat hasznalunk. E modellek az MHC mismatch modellekhez képest kisebb
halalozasi arannyal jaro, 4m ugyanugy letalis GvHD kivaltasara képesek. llyen CD8+ T-
sejt valaszon alapulé aGvHD modell példaul a DBA/2 (H2%) — B10.D2 (H2%) rendszer,
melyben a donor ¢és a recipiens két, tobbszori backross hatasara ugyan MHC-azonos, de
eltéré inbred torzsbdl szarmazik. Ez a kisérletes felallas szamtalan, azonban jorészt
tokéletesen ismeretlen miHA mismatch-ének a komplex hatasan alapuléo aGvHD
kialakulasahoz vezet (121).

2.4.4 Xenogén modellek
Mint ahogy a neviikk is mutatja, esetiikben az allogén HSCT-vel szemben olyan

transzplantaciorol van sz, amikben a donor és a recipiens kozott nem csak vannak
genetikai eltérések, de azok igen penetransak is, mivel kiilonb6z6 fajokbol is szarmaznak.
Az ilyen modellek jellemzdje az allogén HSCT-nél sokkal robosztusabb immunvélasz,
ezért példaul a graft kilokddésének elkeriilésére erdsebb immunszupressziot kell

alkalmazni, mint az ¢l6z6 két modell esetében. Az ilyen modellek leggyakrabban hasznalt

crcr

Az elsd ilyen transzplantacio nem obéz diabetikus, és Prkdc™ allélt hordozé, emiatt
egyben stlyos kombinalt immundeficiens, tn. NOD-SCID egerekbe bevitt human
sejtekkel tortént. Ebben a modellben a recipens T- és B-sejt valasza jorészt defektiv, am
az NK-sejt aktivitas a torzstdl fliggden csak valtozo mértékben érintett, ezért tovabbra is
alacsony graft megtapadassal szamolhatunk, ami csak 1-20% koriili (122). Ezen SCID
modell tovabbfejlesztett valtozataiban (RAG és IL-2 receptor y vagy B2 mikroglobulin
null) teljesen megsziintethet6 a T-, B- és NK-sejtes valasz is, igy remekiil monitorozhato
a donor human sejtek in vivo vandorlasa is (123, 124). Ez a modell szamos fontos
megfigyelés megtételét tette lehetdvé, példaul bizonyitotta, hogy a retroorbitdlisan
beadott T-sejtek eljutottak a kiilonb6z6 periférias szervekbe, ahol a stlyos aGvHD-ra

jellemzo tiineteket produkaltak, mig az intravénds bejuttatds esetén a sejtek el0szor a

57



DOI:10.14753/SE.2019.2335

tiidébe vandoroltak és kevésbé sulyos aGvHD-t okoztak, kisebb mortalitasi és morbiditasi
mutatokkal (124).

NOD-SCID hattérre visszakeresztezett homozigota IL-2 receptor y lanc defektus, (NSG
modell) alkalmazasa esetén pedig nem csak a T-, B- és NK-sejt valasz kiesésével lehet
szamolni, hanem a DC-k és makrofagok csokkent valaszképességével is. Ebben a
rendszerben van példa mobilizalt human PBMC transzplantacidjara is; az
immundefficiens allatba bejutatott PBMC egy CD4+ T-sejt fliggé GVHD-t hoz 1étre. A
rendszer sajatsaga, hogy mivel a T-sejtek TCR-je csak fajazonos MHC-t képes felismerni,
igy az egér APC-K kizarodnak a korfolyamatbdl, €s a human (donor) APC-k MHC I1l-n

keresztiil prezentaljak az egér antigéneket (125).

A xenogén modellek nagy elénye, hogy human sejtek GvHDs miikodése in vivo, jorészt
korlatozas nélkiil vizsgalhat6 benniik szinte barmilyen szovetben. Hatranyai k6z¢ tartozik
a NOD-SCID és NSG allatok fenntartdsanak koltségessége és koriilményessége, illetve
az, hogy a donor és a recipiens fajszintii kiilonbségei miatt egészen életidegen folyamatok

is lezajlanak benntik.

2.4.5 Antigén-specifikus transzgén TCR modellek
Az aGvHD eddig részletezett MHC- és miHA-mismatchen alapu transzplanticios

modelljeinek egyik jelentés hatranya az, hogy szamos antigénre adott, komplex, kevert
T-sejtes valaszokon alapulnak, és nehéz benniik meghatarozni azt a specifikus
alloantigént, amelyre egy adott reagaldo T-sejt voltaképpen aktivalodott. A probléma
orvoslasara olyan, meghatarozott specifitasu TCR-t expresszald T-sejteket tartalmazo
TCR-transzgén egerek alkalmazhatdak, amelyek minden T-sejtjiikon kifejez6do és csak
egyetlen, ismert epitop felismérését lehetové tevd TCR-t hordoznak. A felismerés
altalaban egy olyan peptid epitdpra korlatozodik, amelyet vagy a transzplantalt allogén
APC-k konstitutivan expresszalnak, vagy exogén antigénként adjak be, hogy stimulaljak
a T-sejt-valaszt. Ilyen modellek példaul a H-Y, TS1, OT-I és OT-Il donorokon alapuld
modellek. Ezek a modellek tették lehetévé az aGvHD-s T-sejtes aktivitas szamos
aspektusanak vizsgalatat, mint példaul az antigén iranti TCR affinitas jelentéségét (126),

az antigénnel indukalt T-sejt aktivalodast és proliferaciot, a Treg sejtek funkcidjanak

crer

58



DOI:10.14753/SE.2019.2335

Ennek a csoportnak egy ismert példaja az OT-1/K14-OVA rendszer. A modellben a donor
torzs a CD8+ T-sejtes immunoldgiai kutatdsokban legtobbet vizsgalt egér
modellszervezeteinek egyike, az OT-I allat (129). A modell alapja az, hogy az OT-I donor
allat CD8+ T-sejtjein megtalalhaté TCR nem szabad rekombinécié eredményeként jon
létre, hanem egy elére atrendezett, emiatt azonnal elérhet6 és kifejezhetd, tehat ,,kész”
transzgén TCR. Mivel ez a TCR a genomban eleve atrendezett, kész formaban van jelen,
ezért az ér6 CD8+ T-sejtek tovabbi TCR génatrendezOdése jorészt elmarad, és a CD8+
T-sejteken egy teljesen invariabilis transzgén TCR jelenik meg, azaz szinte minden CD8+
T-sejt ugyanazt a transzgén TCR-t fogja hordozni. Az OT-I egerek esetében ez TCR egy
a Tcra-V2 [ TcrB-V5 T-sejt-receptor, mely kizardlag a csirke ovalbumin 257-264
oktapeptid epitopjat (SIINFEKL peptid) képes felismerni, és azt is csak a H2K* MHC |
altal prezentalt formaban. A recipiens K14-OVA allat minden APC-jén és parenchymalis
sejtjén megtalalhato a H2K® MHC |, és az allat egyben a bérben aktiv citokeratin 14 (K14)
promoter szabalyozasa alatt expresszalja a csirke ovalbumint, tobbek kozott a H2 MHC
I altal prezentalhaté SIINFEKL epitopot is. Az OT-1/K14-OVA transzplantacié soran a
graftban talalhato 6sszes OT-1 CD8+ T-sejt specifikus TCR-el rendelkezik, amelyek
mindegyike reagalhat a recipiens K14-OVA allat bérében prezentalt SIINFEKL
epitoppal, igy kialakitva a kutan aGVvHD jellemzé tiineteit. Ertelemszeriien a modellben
a borre jellemz6 tlinetek nagymértékben reprodukalhatoak, am az aGvHD egyéb szerv
specifikus formai, mint példaul a GI vagy a m4j érintettsége nem alakul ki, igy nem
reprezentalja a klinikumban végbemend folyamatokat. Erdekesség, hogy a modell nem
igényel semmilyen kondicional6 kezelést, szemben a klinikummal, ahol a betegség egyik

{6 hajtoereje tehat a kondicionalas okozta szovetkarosodas (130).
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2.5 A CD8+ citotoxikus T-sejtek az aGvHD kérfolyamatanak Kitiintetett effektor
sejtjei
Mint arra a korabbiakban mar tobbszor utaltunk, az aGvHD patomehanizmusanak
kivaltasaban kulcsszerepet jatszanak a CD8+, vagy citotoxikus T limfocitdk (CTL). Az
emberi szervezet homeosztazisdnak fenntartdsdban ¢s a kiilonbozd fertdzések elleni
védekezésben jelentds szerepe van a szervezetben keringd szdmos T-sejt populacidonak,
melyek az adaptiv immunrendszer sejtjeihez tartoznak. E sejtek egyedi sajatsaga, hogy
nagy specificitdssal ismerik fol az MHC-n bemutatott epitopokat az egyedi,
antigénspecifikus T-sejt receptorukon (TCR) keresztiil. A TCR-ek Osszetétele alapjan
megkiilonboztethetlink konvenciondlis adaptiv imunrendszeri af}, illetve a természetes
immunrendszer korébe tartozo, ritkabb yd vagy aa T-sejteket. Az afp TCR-rel rendelkez6
sejtek esetében funkcionalis szempontbol elkiiloniilnek az CD4 molekulat hordozo helper
(segitd, Th) T-sejtek, és a CD8 koreceptort expresszalo citotoxikus T-sejtek (CTL). A
CDA4+ helper T-sejtek citokin termelésiik révén képesek mas immunsejtek aktivitasat
szabalyozni. FElengedhetetlenek tobbek kozott a B-sejt aktivacidban ¢és antitest-
osztalyvaltasban, a citotoxikus T-sejtek aktivalasaban és novekedésében, valamint a
fagocitak, példdul a makrofagok baktericid aktivitisanak maximalizalasaban. Ezzel
szemben a CD8+ citotoxikus T-sejtek elsésorban az intracellularis patogénekkel szemben
Iépnek fel. A CTL-ek feladata foként virusfert6zott vagy daganatsejtek, egyes
intracellularis bakterialis fertdzések €s bizonyos intracelluldris eukaridta parazitdk
eliminalasa (131). A CD8+ T-sejtek érési folyamata komplex, elsé korben érettségi fokuk

szerint tovabb kategorizalhatoak: éretlen, érett naiv, effektor és memoria T-sejtekre.

Az érett naiv aff CD8+ T-sejtek (a tovabbiakban: CD8+ T-sejtek) olyan a timuszbol
frissen kijutott, érett, azaz a pozitiv és negativ szelekcion mar atesett TCR-rel rendelkezd
T-sejtek, melyek azonban még nem talalkoztak egy Oket aktivalo antigénnel. Ezek a
sejtek nagyon kis mennyiségben vagy egyaltalan nem termelnek -citokineket, és
alkalmatlanok a patogénekkel szembeni védekezésre, illetve a periférias szovetekbe valo
belépésre. Az ilyen CD8+ T-sejtek egész testre kiterjedé folyamatos recirkulaciot
folytatnak a vérerekbdl a masodlagos nyirokszervekbe, majd a nyirokkeringésen
keresztiil vissza a vérkeringésbe, melynek egyetlen célja az Oket aktivalni képes

antigénnel val6 talalkozas. Jarérozésiik soran folyamatosan keresik a kiilsé kornyezetbol
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szdrmaz0, vagyis nem sajat és sok esetben veszélyes antigéneket, amelyek egy fertézés

vagy szovetkarosodast kovetden kerlilnek a szervezetbe.

A naiv T-sejtek az APC-kel a nyirokcsomoOkban talalkozva, a megfelelé antigént
felismerve és a kostimulacios hatasok révén nagyon gyorsan, szamos osztodast hajtanak
végre. Ennek soran egyetlen T-Sejt akar 10 000 utddsejtet is 1étrehozhat. Ezek az ujonnan
keletkezd sejtek az effektor sejtek, melyek igaz rovid €letidejiiek, &m szamos effektor
funkcioval rendelkeznek (citokin termelés, citolizis) és naiv tarsaiktol eltéréen elhagyjak
a keringést és a periférias szovetekbe vandorolnak, ahol effektor funkcidjuk révén részt
vesznek a korokozok elharitasaban. Aktivacidjukat kovetéen a CD8+ T-sejtek gyors
iitemben, tobbféle effektor funkciot kivaltva 1épnek fel az altaluk elharitand6 patogének

ellen.

Ezek egyike a fert6zott testi sejtek citotoxikus elpusztitasa, mely kiillonb6z6
intracellularis patogének ellen, kiilonb6z6 citotoxikus effektor molekulak hasznalatdval
hatékony. Mind nyilvanvalobb, hogy a TRAIL (TNF-rokon apoptozist kivalto ligand), a
FasL, a granzim B, A, H, K, M igen eltérd, raadasul sokszor nem csak, vagy féként nem
is citotoxikus hatasaival szemben egyes intracellularis korokozok eltérd érzékenységet
mutatnak (pl. a RSV (respiratorikus szincicialis virus) TRAIL érzékeny, a LCMV
(limfocitas choriomeningitis virus) granzim B-re fogékony, stb.); ezt a variablilitast a
CTL aktivan lekoveti, megfeleld molekulat hasznélva egy adott korokozoval szemben. A
citotoxikus effektor funkciokon tul a CD8+ T-sejtek a kozvetlen 61éstdl fiiggetlen effektor
hatasokat is kifejtenek. Egyes esetekben indukaljak a korokoz6 genomjanak lebontasat
(pl. Hepatitis B virus, HBV), latens fertdzést kényszeritenek ki (pl. HSV), a fert6zott T-
sejtet atprogramozzak, ¢és felhatalmazzak egyes benniikk szaporodd parazitak
elpusztitasara (pl. T. gondii, T. cruzii), mas leukocitakat toboroznak a korokozod
elharitdsara (pl. L. monocytogenes), felerdsitik az endogén antigének lokalis
T-sejtek elemi jelentéséggel birnak szamos intracellularis korokozo gyors eliminalasanak
(szamos virus) végrehajtasaban, avagy perzisztalo korokozokkal szembeni hosszl tava

kontrolljanak fenntartasaban (pl. M. tuberculosis).

A fert6zés lekiizdését kovetden az aktivalt CD8+ T-effektor sejtek kozelitéleg 90-95%-a

apoptozissal elpusztul, mig kis hanyaduk hosszt életidejii memoria sejtekké lesz, igy
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biztositva az jrafert6z6dés soran a még hatékonyabb immunvalaszt. A memoria sejtek
az eléz6 két csoport, tehat a naiv és effektor sejtek teriiletein, vagyis a szekunder
nyirokszervekben (Onfenntartdé szaporodds illetve a perzisztdldé antigén okozta
ujraaktivalédas miatt), illetve a periférids szovetekben (azonnali immunitas biztositasa)
is megtalalhatdéak. A T-sejtek ezen dinamikus valtozasat kiséri a sejtek génexpresszids
profiljanak valtozasa, amely befolyasolja mozgasukat és szervezeten beliili
lokalizaciojukat, illetve a lokalizacidnak megfelelé valtozatos funkciokat biztosit a

kiilonboz6 T-sejt populacioknak.

2.5.1 CDB8+ T-sejtek homingja az a GVHD patolégiajaban
Mint arra kordbban mar utaltunk, az aGvHD kialakulasa soran kitiintetett jelentdsége van

a citotoxikus szovetkarosodasért elsddlegesen felelés CD8+ T-sejtek adott célszervekbe
torténd, elsédlegesen a bérbe illetve a bélbe zajld, irdnyitott homingjanak. Altalaban
ahhoz, hogy a CD8+ T-sejtek kifejtsék a szervezetet intracellularis koérokozokkal
szemben védd, vagy az aGvHD soran éppen ellenkezdleg, aktivan szovetkarositd
hatasukat, elengedhetetleniil sziikséges a vérkeringés elhagydsa és a periférids szovetekbe

torténd belépés, vagyis a transz-endothélialis migracio.

Ez a migraciés folyamat négy f6 1épésre bonthatd. A folyamat elsd 1épése a lassulés,
hiszen a vérkeringéssel utazé immunsejtek tal gyorsan haladnak ahhoz, hogy a vérerek
falaval kapcsolatba 1éphessenek, igy a 4000um/sec sebességiikrél 40um/sec sebességre
kell lelassulniuk. A lassulast a sejteken termeldd6é mucinok, illetve az érfalon termel6dd
szelektinek kapcsolata teszi lehetdvé. Ezt koveti a gordiilés fazisa, amelynek soran a sejt
¢s az érfal egyre kozelebb keriil egymashoz, €s a sejt polarizalédik. Ennek soran tovabbra
is a szelektinek jatsszak a foszerepet. Ezt kovetden egy aktivacios 1épés keretében a sejt
¢és az érfal kozott egyre erdsebb kotddés alakul ki, melyben az aktivacios szignalok
hatdsara megjelend egyre tobb kemokin és integrin a felelds. A folyamat vége a
diapedezis, amikor a sejt két endothél sejt kozott haladva a vérarambol a szovetbe keriil

(132). A folyamat a 9. Abran lathato részletesen.
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9. Abra: A transz-endothelialis migracié folyamata, Forras:(133)

A T-sejtek vandorlasat a kiilonboz6é szovetekbe elsdsorban a szelektinek, integrinek,
kemokinek és azok ligandjai szabalyozzdk. A legfébb szelektinek az L, P-és E
szelektinek, melyek koziil az L a naiv T-sejtek felszinén, mig a P és E valtozat pedig a
gyulladt endothélian expresszalodik. A T-sejtek felszinére jellemzd P szelektin ligand
(PSGL-1), els6ésorban a P szelektinnel kapcsolodik, de a masik két szelektinnel is
interakcidba léphet. Ezek a kapcsolatok fontos szerepet jatszanak a T-sejtek kiilonbozd
aktivacios szintjein a kiilonbozd periférias szdvetbe vald vandorlasban, a transz-
endothélias migracié lassulas és gordilés fazisanak megvaldsitasaval. Az integrinek
heterodimer sejtfelszini receptorok, melyek kapcsolodasanak erdssége ligandjaikhoz
sejtes stimulacio hatasara novelhetd. Ez a folyamat az tigynevezett inside-out signaling,
vagyis a sejt citoplazmajabol induld szignalizacios Gtvonal képes a sejt belseje feldl
novelni a felszini integrin kotési erdsségét. Az integrinek is fontos szerepldi a transz-
endothélialis migracio aktivacios illetve diapedezis 1épésének, mely soran a sejt nagyon
kozel kertil az endothélidhoz. Legjelentdsebb altalanos kapcsolodasi pontok; az LFA-1 és
az endothélium/HEV altal termelt ICAM-1 kapcsolat vagy a VLA-4 és VCAM-1 aktivalt

T-sejteken, diapedezisben betdltott szerepe.

Az adhézios molekulak mellett szintén kiemelt jelentdségli molekulacsoport a kemokinek

crer

effektor leukocitdk aktivalasa. Emberben eddig tobb mint 50 kemokint és 18

kemokinreceptort azonositottak. A homeosztatikus kemokinek esetén a gyulladasos
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ingerek hidnydban torténik a szabalyozas, mig a gyulladdsos kemokinek esetén az
effektor T-sejtek a gyulladas helyszinére torténd toborzasa, illetve tovabbi gyulladdsos
kemokinek termelddésének fokozodasa figyelhetd meg. Ezek egyiittesen egy olyan
iranyitdszamot hataroznak meg, mely megadja, melyik T-sejt marad a keringésben,
melyik Iéphet be és melyik periférias szovetbe, illetve melyik vandorolhat a masodlagos
nyirokszervekbe. A vandorlas szabalyozasa 3 kiemelt teriileten torténik: a) az érhalozat
mikrovaszkularis teriiletein, ahol a sejtek transz-endothelialis migracioval elhagyjak a
véraramot, b) a kemokineket termel6 sejteknél, ahol a T-sejtek kapcsolatba 1éphetnek a
célsejtekkel, c) illetve a nyirokrendszernél, ahol a sejtek képesek elhagyni az egészséges,
avagy gyulladt szovetet (132). Eddig az aktivalt T-sejtek négy f6 homing célszerszerve
keriilt leirasra, melyek a bér, a bélrendszer, a tiid6 és az agy (134-136). Ezen célszervek
koziil is kettd, a bor €és a bélrendszerre jellemzd homing folyamatok az eddig legjobban
részletezettek, am sajnos a mai napig nagyon keveset tudunk a T-sejtek, illetve azok
alcsoportjainak homingjar6l ¢és szabalyozasarol. Illetve kevés olyan markerkerrel
rendelkeziink, amely csak egy szovetbe torténd vandorlashoz sziikséges, és csak egy fajta
sejttipuson jelenne meg, igy specifikalva a kiillonb6z6 migracios folyamatokat. Latni kell
emellett, hogy egyes szervek kozott jelentds kiilonbség lehet a homing folyamat
kontrollaltsagdban. Vannak permissziv, a T-sejtek bevandorldsat szinte minden
koriilmények kozott megengedd szervek (pl. maj), szabalyozottabb szervek, amelyekbe
vald belépés folyamatos, de hatdrozott kritériumokhoz kotott (pl. bél, bor), illetve zart
szervek, amelyekbe valo bejutas erdsen szabalyozott, és normal koriilmények kdzott csak

nagyon kis mértékben engedélyezett (pl. agy).

25.1.1 A bor iranyi homing
A T-sejtek boérbe 1épéséhez nem csak a T-sejtek felszini markerei, de a borszovet

endothelsejtjein megjelend szamos adhézids (P-és E szelektin, ICAM-1, VCAM-1) és
gyulladdsos kemokin expresszidja is elengedhetetlen. A velesziiletett immunitdssal
ellentétben a T-sejtek felszinén nem folyamatos a P-és E szelektin ligandok expresszidja,
igy az adhézids molekuldkhoz vald kotddésiik mindig az adott antigén okozta aktivacio
kovetkezménye; ezért is képtelenek a naiv T-sejtek ezen szelektinekhez kapcsolodni és a
periférids szovetekbe 1épni. Szdmos kemokin leirasra keriilt a bérbe torténé vandorlas
kapcsan, azonban ezek koziil csak kevés mutat szelektiv, kizardlag a bérre jellemz6

expressziot.
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Az egészséges bor kétszer annyi T-sejtet tartalmaz, mint a vér. Ezen sejtek 98%-a
hordozza a CLA sejtfelszini antigént (Cutaneous lymphocyte-associated antigen, Kutan
Limfocita-Asszocialt Antigén), mely egy a szialil-LewisX (sLeX)-et hordozo glikan
motivum. A CLA-t a glikoziltranszferaz ol,3-fukoziltranszferaz-VIl (FucT-VII)
szintetizalja, és a P és E szelektin ligandok jo részére felkeriilhet. A CLA fontos sajatsaga,
hogy mint az érfalhoz vald kotddést facilitdld molekula, mar a bdér homingra
programozott, keringé T-sejteken is jelen van. Emiatt a CLA a bérbe vandorlo T-sejtek
talan legfontosabb markere, mely a P és E szelektinnel vald kapcsolddasa révén részt vesz
a T-sejtek lassulasaban és gordiilésében az endothélian valo atlépés soran. Ezek a
kapcsolatok azonban nem kizarélagosan a borre korlatozottak, ami feltételezi tovabbi bor

homing molekulak szerepét is a folyamatban (137).

Ilyen fontos tovabbi kapcsolodasi pont a VLA-4-VCAM-1 kapcsolat, mely az altalanos
LFA-1-ICAM-1 interakcio mellett a diapedezis 1épését segiti el6 a borbe. Tovabbi, a bor
homingban szerepet jatszo marker a CCR4 gyulladasos kemokin receptor, és ligandja, a
dermalis fibroblasztok altal termelt CCL17 kozotti kapcsolat. A CCR4 alacsony
expresszidjat rheumatoid arthritises betegek tiidejében ¢és szinovialis folyadékaban
talalhat6 limfocitakon is leirtdk, tehat ez sem kizarélagos bor homing specifikus marker
(138). Végiil szintén a bor iranyt T-sejt hominghoz kétheté a CCR10 kemokinreceptor
is, amely az epithelsejtek altal termelt CCL27, mas néven Cutaneous T-cell-attracting
chemokine (CTACK) felismerése révén iranyitja ezeket a T-sejteket az epithelsejtek
kozelébe, elsédlegesen és kiillondsen a bérbe (139, 140). A CCL17 és a CCL27 kozti
alapvetd kiilonbség, hogy az utébbi nem csak gyulladidsos folyamatokban termelddik,

hanem az intakt egészséges borszovet is folyamatosan szintetizalja.

2.5.1.2 Béliranyu homing
A bél iranyt homing kapcsan is igaz, hogy nem csak a T-sejtek felszinén megjelend

markerekre, hanem a bél endothél sejtjein expresszalodo adhézios molekulakra is sziikség
van a szovetbe valo belépéshez. A bél irdnyu vandorlas sordn a T-sejtek a4p7 integrint és
CCR9 kemokin receptort expresszalnak felsziniikon, és a bélre jellemzé6 MAdCAMI és
CCL25 kemokinnel reagalva 1épnek be a szovetbe (134, 141).

Az 04p7 integrin ligandja a MAdCAMI, mely mind steady-state koriilmények kozott,
mind gyulladasban az intesztinalis traktus endothél sejtjein fejez6dik ki. Az 04B7 integrin

gyulladasban betoltott szerepét mutatja, hogy a humanizalt a4B7 integrin specifikus
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antitest (vedolizumab) klinikai és endoszkopos remisszidt indukal ulcerativ colitisben
szenveddknél (142). Meg kell jegyezni, hogy az 047 egy kiemelt és specifikus markere
a bél iranya vandorlasnak, am nem abszolut feltétele a T-sejtek intesztinalis mucosaba
1épésének. Példaul rotavirus infekcid soran a 7 integrin deficiens CD8+ effektor T-sejtek
képesek voltak a bél nyalkahartyaba 1épni, és immunvalaszt létrehozni (143). A
kemokinek is elmaradhatatlan szerepl6i a bél iranyu vandorlasnak.

A CCR9 egy masik kiemelt fontossagu bél homing marker, mely tobb tipusu T-sejten is
megtalalhato. Ligandja, a CCL25 folyamatosan és szelektiven a vékonybél epithéliuman
expresszalodik (144). Azonban a CCR9/CCL25 interakcid sem kizarélagos a bél iranyt
vandorlasban, hiszen CCR9 knockout egerek esetében is megfigyelhetd volt a T-sejtek
vékonybél iranya vandorlasa (145). Végill érdemes megemliteni, hogy a fentiek
elsdsorban a vékonybél-irdnyl homingra vonatkoznak, egyéb bélszakaszok homing
szabalyozasa ettdl tobbé-kevésbé eltér igy mar a vastagbélbe valé homing sem teljesen

azonos az itt leirtakkal.

2.5.1.3 T sejtes homing a kutdn és gasztrointesztindlis aGvHD sordn
Az aGvHD kialakulasa soran a grafttal bevitt, donor eredetii érett naiv és memoria CD8+

T-sejtek a recipiens APC-in talalhato MHC I-n keresztiil aktivalodnak, ami a vérben
keringé nem naiv CD45RO+/CD8+ sejtek szamanak novekedésében, illetve ezen sejtek
felszinén megjelend szovetspecifikus homing markerek emelkedett expresszidjaban
nyilvanul meg (146, 147). A folyamat soran az aktivalt CD8+ T-sejtek homingja
imprintalodik, aminek hatdsira azok az aGvHD-ban érintett periférids célszovetekbe
vandorolnak, ahol lokalis citokin termelésiik és citotoxikus aktivitasuk révén

szovetkarosodast okoznak (148).

Azonban az aGvHD kialakuldsa sordn nem csak az APC-k 4ltal iranyitott, kontrollalt,
szovetspecifikus T-sejt homing figyelhetd meg. Megfigyelések szerint, a kontrollalt
vandorlassal egyidében a T-sejtek egy része a citokinvihar altal is aktivalodhat, ami egy
nem iranyitott vandorlashoz is vezet (149). A citokinvihar hatasara az érintett szervek
egyszerii parenchimalis sejtjei is APC funkciokat nyernek (150), igy kozvetleniil az
érintett szovetben képesek, legalabbis naiv CD4+ T-sejteket bizonyosan, MHC IlI-n
keresztiil aktivalni. Ezek a helyszinen aktivalt naiv CD4+ T-sejtek értelemszeriien

semmilyen homing eléreprogramozason nem esnek at, €s homingot nem is végeznek;
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egyeldre azonban még nem tisztazott, hogy ez a folyamat vagy ehhez hasonl6 lezajlik-¢,

¢s ha igen, milyen stllyal bir a CD8+ T-sejtek esetében.

E ponton érdemes megjegyezni, hogy a CD4+ ¢s CD8+ T-sejtek nem csak funkcionalisan,
de a szovetekbe torténd bevandorlasuk szabalyozasaban is erdsen eltérnek egymastol.
Altaldban véve a CD8+ T-sejtek jobban fiiggenek az egyes szovetekbe torténd
belépésiikhdz a szovet specifikus markerek jelenlétét6l, mint CD4+ tarsaik (147, 151),
igy aGvHD esetében hatékonyabb prediktorai lehetnek az korkép kiilonbozé szervi

manifeszticioinak.

Erdekes egybeesés, hogy a f6 homing célszovetek koziil a legjobban részletezett a bér és
a bélrendszer, melyek az aGvHD leggyakrabban érintett szervei is egyben (141). Az
aGvHD homing marker kutatasok kezdeti eredményei azt mutattak, hogy a T-Sejteken
megjelend CLA és a4B7 integrin igéretes akut bor és a gasztrointesztinalis GvHD
markerek lehetnek (146, 147, 152). Egerekben leirasra keriilt, hogy a bél esetében az
a4p7+ T-sejtek deplécidja enyhitette a gasztrointesztinalis aGvHD tiineteit (153, 154),
mig a bor esetén a CCR10-CCL27 kapcsolat kiemelt fontossagii a CD4+ T-sejtek akut
GVHD soran torténd bér iranyt homingjaban (155). Ezen tilmenden szamos kutatas
vizsgalja ezen homing markerek bioldgiai terapids célpontként valo felhasznalhatosagat,
igy az aGvHD terapiajanak ujabb lehetdségeit. Tobb monoklondlis ellenanyag terapia
mar bevezetésre keriilt a klinikumban vagy jelenleg is tesztelés alatt all. Mind a
natalizumab (anti-integrin a4), mind a vedolizumab (anti-integrin a4p7) Crohn betegek
¢és fekélyes vastagbélgyulladasban szenveddk kezelésére mar engedélyezett, bevezetésre
kertilt monoklonalis antitest-terapia. Az ellenanyag terapiak mellett hasznalhatdak
kismolekulas kemokinreceptor-antagonistak is, mint példaul a Traficet-EN™, amely egy
CCRY specifikus antagonista. Hatdsmechanizmusa révén képes blokkolni a T-sejt
A hatdanyag gyulladasos bélbetegségben, illetve Crohn betegségben keriilt bevezetésre a
gyulladas csokkentésére. Ezek a megbetegségek manifeszticiojukban nagyon kozel
allnak az aGvHD-hez, igy nem elképzelhetetlen, hogy ezen ismert vagy még ma
ismeretlen homing molekuldkat targetalva sikeres eredményeket érhetiink el az aGvHD

prevencidjaban vagy kezelésében.
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A fentieket 0sszefoglalva, a T-sejtek aktivacios allapota, illetve szervi lokalizacidja is
markansan befolyasolja a sejtek sejtfelszini homing markereinek jelenlétét. A T-sejtek
vandorlasa a szervezeten beliil j61 definialhat6 integrin, szelektin, kemokin molekulak, és
ezek ligandjai/receptorai kozott 1étrejovo kapcsolatokon keresztiil valosulnak meg, és
dinamikusan kdvetik az aktivacids szignalok, illetve a szervi lokalizacid és az ahhoz

kapcsolodo effektor funkcidkkal kapesolatos igényeket.

Szamos altalanos, illetve sziikebb, csak bizonyos T-sejtpopuléciora, avagy aktivaltsagi
allapotra jellemzé homing markert ismeriink, &m a homing markerek expresszids
mechanizmusénak, illetve szabalyozasdnak mieldbbi, mélyebb megértése ¢égetd
probléma. Ennek alaposabb feltarasa jelentdsen segitené kiilonb6z6, egyes szervekre
korlatozott, T-sejtek okozta megbetegedések 1) generacios, célzott terapidkkal torténd

kezelését.
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3. CELKITUZESEK

Mint azt a bevezetOben attekinthettiik, az aGvHD az aHSCT-t kovetden fellépd, rendkiviil
komplex, magas mortalitasi és morbiditasi mutatokkal rendelkezé megbetegedés. A
betegség kivaltasaban szamos faktor jatszik meghatarozé szerepet, mint példaul az
aHSCT soran alkalmazott kondicionaléas, az aGvHD profilaxis, a bevitt graft milyensége,
a szovetkarosodas okozta citokin vihar, kiilonb6z6 immunrendszeri sejtek aktivacioja,
illetve e sejtek homingja, és az altaluk okozott szovetkarosodas. Ezen faktorok
mindegyike folyamatosan zajlo, intenziv kutatasok targya. Pontosabb megismerésiik
egyértelmiien eldsegitheti az aGvHD patomechanizmusanak mélyebb megértését, a
betegség prevenciojanak, diagnosztikajanak, vagy éppen terapidjanak tovabbi

fejlesztését.

PhD munkam célja a kutan és gasztrointesztinalis homing-ot folytato CD8+ T-sejtek
osszehasonlité vizsgalata, 0j és eddig ismeretlen markereinek azonositasa, és azok
alapkutatasi, diagnosztikus illetve prognosztikus értékének felmérése volt.
Vizsgalataimat részben egy egér aGvHD modellrendszer alkalmazasaval, részben

human aGvHD-s paciensek elemzésével végeztem.

crer

talnyomo részben allatmodelleken végzett kutatasok eredményei. Am mint lathattuk, a
rendelkezésre allo modellek 1) egyike sem felel meg teljesen a klinikumban végbemend
folyamatoknak, 2) az ilyen experimentalis aGvHD-kben az érintett antigének spektruma
tdg, szoveti kifejezddésiik, immunologiai hozzaférhetdségiik, immunogenitasuk
valtozatos, nem ismert 3) az éket felismer6 CD8+ T-sejtek specificitasa, azokra valo
reakcioja, annak dinamikéja nehezen kutathat6. Mindez a modellekben kilakuld T-sejtes
valasz poliklonalis jellegébdl, és a felismert antigének spektrumanak komplexitasabol

adodik.

Ezért PhD munkam elsé konkrét célkitiizése egy uj, minden eddiginél tisztabb egér
aGvHD modell Kkifejlesztése volt. A modellben a betegség kutan és
gasztrointesztinalis manifesztacioit egymassal a leheté legjobban osszevethetd
modon, azaz egyetlen, definialt miHA mismatch ellen kialakulé, egyetlen, definialt

CDB8+ T-sejt klon altal kivaltott immunvalasz folyamataban kivantuk vizsgalni.
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Mint azt a bevezetében szintén lathattuk, az irodalomban homing szempontjabol
legjobban leirt, de még ma sem teljesen ismert két szervi target, a bér és a bélrendszer

teljesen véletleniil az aGvHD altal leginkabb érintett két célszerv is egyben.

Nemigen ismert olyan mas human megbetegedés, amiben a borbe €s a bélbe vandorld
CDB8+ T-sejtes homing csoportoknak az aktivacidja egyazon megbetegedés keretében,
egyazon stimulusra, parhuzamosan, ¢és akar ugyanabban a személyben is vizsgalhatd
lenne. Kiilonésen nem gy, hogy egy adott human betegségben mindkét csoport
aktivacidja teljes mértékben bekovetkezik, és mindketté mind citotoxikus aktivitassal,

mind valos klinikai relevanciaval is bir.

A betegség viszonylagos ismertsége révén a vizsgalatokhoz, mar rendelkeztiink legalabb
egy bor specifikus (CLA) és legalabb egy bél specifikus (ITGB7) markerrel, amely
alapjan elkiilonithetéek a részletesen 0sszehasonlitandé CD8+ T-sejt szubpopulaciok.
Mint lathattuk, eddig nagyon kevés ehhez hasonld, szovet-specifikus T-sejt homing
markerrel rendelkeziink. Emellett ezen markerek kozott is nagyon kevés az, amely csak
egyféle sejttipuson jelenne meg, egy tipusu aktivaltsagi allapot esetén, és csak egyféle
szovetbe valo belépésre lenne specifikus. Ezért feltehetd, hogy egy a homing markerek
alapos elemzése, lehetdség szerint egy olyan betegségben, amiben a homing

kulcsszerepet jatszik, talan tovabbi homing markerek felfedezéséhez is vezethet.

Mint lathattuk, az aGvHD patomechanizmusaban nem csak a CD8+ T-sejtek, de a CD4+
T-sejtek is szerepet jatszanak. A bevezetésben leirtak alapjan azonban tigy gondoltuk,
hogy a CD8+ T-sejtek jobb kutatasi célpontjai lehetnek az aGvHD-ban zajlé homingnak,
hiszen homingjuk sokkal inkabb APC iranyitott és szoveti belépésiik is jobban fligg a

reprezentalt homing markerekt6l, mint a CD4+ T-sejteké.

A fentiek alapjan PhD munkdm masodik konkrét célja aGvHD-ban szenvedd
betegek és egészséges onkéntesek vérmintait vizsgalva olyan 1j, eddig még nem
ismert human homing markerek leirasa és vizsgalata volt, amelyek fontosak
lehetnek a CD8+ T-sejtek szovetspecifikus homingjaban, kiilonos tekintettel az
aGvHD-ra. A kutatas masodlagos célja annak értékelése volt, hogy ezek milyen

prognosztikus, diagnosztikai illetve terapias, jelentéséggel birhatnak.
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4., ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Egér aGvHD modell

4.1.1 Felhasznalt egértorzsek
A modell beallitasa soran az Gsszes egértorzset a The Jackson Laboratory-tol vasaroltuk.

Hasznalt torzsek:

8. Tablazat. A kisérletekhez hasznalt egértorzsek

Teljes név Tovéabbiakban Transzgén modositas Iényege:

hasznalt rovid név

C57BL/6 egerek, melyek valamennyi testi
sejtjiikben kifejezik a csirke ovalbumint,

C57BL/6-Tg(CAG- )
Act-mOVA illetve  ennek  254-267  peptidjét

OVA) 916Jen/J

(SINFEKL) az egér MHC I Kb

allélvariansan prezentaljak

C57BL/6 egerek, melyek valemennyi

CD8+ citotoxikus T-sejtjének T-sejt
C57BL/6-

receptora az egér MHC 1 Kb
Tg(TcraTcrb) OT-I . ) )

) allélvaridansahoz kotott csirke ovalbumin

1100M;jb/J

254-267 peptiddel (SIINFEKL)
aktivalhato

C57BL/6 egerek, melyek fehérvérsejtjei a
torzsre egyébként jellemzé CD45.2

B6.SJL-Ptprca Pepcb _
protein helyett annak CD45.1

/Boyl CD45.1
allélvaltozatat fejezik ki, és ezéltal mas

szingén CS57BL/6 gazdaba transzferalva

1s nyomon kovethetdek

C57BL/6 egerek, melyek sejtjei zolden
fluoreszkdlnak a human ubiqutin C
C57BL/6-Tg(UBC- promoterhez  kotétt  enhanced  GFP
UBC-GFP
GFP)30Scha/J kifejezése miatt, és ezaltal mas szingén

C57BL/6  gazdaba transzferdlva is

nyomon kovethetéek
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Néhany kisérlet esetében az OT-I egereket visszakereszteztiik CD45.1 ¢s UBC-GFP
hattérre. Az allatok tenyésztése, tartdsa €s gondozasa a SE GSI éllathazban, egyedileg
szelloztetett ketreceket (IVC) hordozd, sziinetmentes tappal védett, GSM/SMS alapu
riasztoval ellatott allvanyokon, HEPA sziirt levegd befavatassal, és 12/12 6ras napfény-
sotét ciklus mesterséges fenntartasa mellett, 1égkondicionalt helységekben zajlott. Az
allatok szakkereskedelmi forgalomban elérhetd (Akronom) GLP certifikalt egér
fenntarto- és szaporitotapon (VRF-1, Special Diets Services) kukoricacsutka granulatum
almon (Rehofix MK2000, JRS), kornyezetgazdagitas mellett (GLP Des Res Mouse
Houses, LBS), tap és ivoviz ad libitum biztositasaval, heti kétszeri almozas mellett voltak
fenntartva. A kisérletek elvégzéséhez 10-16 hetes ndstény allatokat hasznaltunk. A
kisérletet végzd személyek mindegyike rendelkezett allatkisérletes engedéllyel, illetve
minden vizsgalat az allatok védelmérél ¢és kiméletérdl elfogadott 1998. évi
XXVIILtorvény IV fejezetében, és a 40/2013. (II. 14.) Korm. rendeletben foglaltaknak
megfelelden, egyedi projektengedély birtokdban tortént.

412 OT-I - OVA akut GVHD modell
A transzplantacié napjan (0. nap) a recipiens egerek 11Gy teljes test besugarzast kaptak,

2x 5,5Gy dozisban, a két dozis kozott 3 oras sziinettel. A besugarzas 1,07Gy/perc
litemezéssel, linearis gyorsitoval tortént. A kondicionalason atesett allatokat még aznap
retroorbitalis injektalassal transzplantaltuk a donortol szarmazé 3x10° csontveldi és
1.5x107 1ép sejtekkel, ketamin-xylazin altatisban. A legtobb kisérletben B6 héttéren 1évo
OT-I egereket hasznaltunk aHSCT donorként, és B6 hatteri Act-mOVA éllatokat
recipiensként (OT-I — Act-mOVA modell). A transzplantaciot kovetéen naponta
monitoroztuk az aGvHD tiineteinek megjelenését, ugymint az allatok sulyvesztését,
4. napon CO»-belégeztetéses eutandziat hajtottunk végre.

A modell miikddését bizonyitd kontroll kisérletek soran tovabbi recipiens-donor parokat

is alkalmaztunk:

o CD8+ T-sejt fliggés tesztelése: Act-mOVA recipiens - CD8+ T-sejt depletalt OT-
| graft

e CD8+ T-sejtek in vivo kovetése: Act-mOVA recipiens — CD8+ T-sejt depletalt
OT-I graft, UBC-GFP/OT-1 CD8+ T-sejtekkel kiegészitve

e Besugarzas hatasanak tesztelése: Act-mOVA recipiens — Act-mOVA graft
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e Minor mismatch (ovalbumin helyett major mismatch MHC) hatasanak tesztelése:

B6 recipiens - Balb/c graft

4.1.3 Hisztologia
A hisztologiai vizsgalatokhoz az allatokat a transzplantacié napjan (0. nap), illetve a

median talélés napjan, tehat a transzplantaciot kdvetd 4. napon aldoztuk fel, és az allatok
borét, tiiddejét, vékonybelét és majat hasznaltuk fel. A szerveket formalinnal fixaltuk és
paraffinba agyaztuk, majd 5 pm vastagsaghh metszeteket készitettiink, melyeket
hematoxylin és eosin festésnek vetettiik ala. A metszetekrdl késziilt felvételeket Nikon
Diaphot TMD inverz mikroszkdppal készitettiik, 10x objektivvel. A szdvettant két
fiiggetlen patologus értékelte.

4.1.4 UBC-GFP/OT-I CD8+ T-sejtek kovetése az aGvHD altal érintett
szovetekben
A T-sejtek kovetésére Act-mOVA recipienst és UBC-GFP/OT-1 donortdl szarmazo

CD8+ T-sejteket, illetve CD8+ T-sejt mentesitett graftot hasznaltunk. Ezt Ggy értiik el,
hogy a donor OT-I allatbol szarmazé graftot MACS deplécioval T-sejt mentesitettiik,
majd a graftot kiegészitettilk szintén MACS modszerrel szeparalt UBC-GFP/OT-I
egérbdl szarmazo (1,5x10°) CD8+ T-sejtekkel. Ezzel a modszerrel elértiik, hogy a
vizsgalni kivant graft-eredetiit CD8+ T-sejtek GFP jeloltek lettek, mig mas graft eredetti
sejtek és a recipiens sejtjei GFP negativ statuszban maradtak, igy megkonnyitve a graft
CD8+ T-sejtjeinek kovetését a recipiens allat szervezetében. Ezt kovetden a recipienst a
jelzett idépontokban felaldoztuk, majd tiidejét, vékonybelét, borét és periférids vérét

vizsgaltuk. A modell miikodési sémaja a 10. Abran lathato.

OT-I OT-1/UBC-GFP+

&=
(

BM+Iépsejtek, CD8+ T sejt

Act-mova CD8 depletalt Act-mOVA
L

e BN .

~

HSCT +0. N
TBI 25,5 Gy - B . aHSCT + 4. Nap:

aGvHD

10. Abra: A donor T-sejtek kovetésének metodusa, az UBC-GFP/OT-1 CD8 modellben

73



DOI:10.14753/SE.2019.2335

A szovetek metszése a hisztologiai pontban leirtak szerint tortént. A metszeteket ezt
kovetden Super Frost, Ultra Plus adheziv iiveg targylemezekre helyeztiik és 30 percig,
pH=6 natrium-citrat pufferben forraltuk. Az antigén-feltarast kovetéen az endogén
peroxiddz aktivitast 0,5% hidrogén peroxid oldatban valé 20 perces inkubalassal
blokkoltuk. A jeldlésre 1:200 higitasban anti-GFP-HRP ellenanyagot hasznaltunk, mig a
detekciot Novolink polymer kittel végeztiik. A kitet a gyartoi utasitasoknak megfelelden
alkalmaztuk. A GFP jelolt T-sejteket DAB oldattal tettiik lathatova 3-5 perces

mikroszkopos kontroll mellett.

415 CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek kinyerése automatizalt szoveti disszociaciéval
és sejt szortolassal
A CD45.1/OT-I donor rendszerben a recipiens tovabbra is Act-mOVA torzs volt, mig a

donor esetében, az alaphelyzetben CD45.2 hatterti OT-I graft CD8+ T-sejtjeit CD45.1
hattertit OT-I donorbol szarmazo CD8+ T-sejtekkel helyettesitettiik (A 1épések UBC-
GFP/OT-I modell esetében leirtaknak megfeleléen torténtek). A transzplantaciot kovetd
4. napon az allatokat felboncoltuk, és a vékonybeliiket, tiidejiiket és majukat Miltenyi
gentleMACS™ Dissociator, automatizalt szoveti disszociatorral és a Miltenyi Mouse
Lamina Propria Dissociation, Mouse Lung Dissociation, ¢s Mouse Tumor Dissociation
kits) kitek hasznéalatival dezintegraltuk, a gyartéi utasitasoknak megfeleléen. Ezt
kovetden a nyers szoveti sejtszuszpenziokbol a leukocitakat 40/80% Percoll gradiens
fugalassal kiilonitettiik el. Végiil a CD45.1/0OT-1 CD8+ T-sejteket biotinilalt anti-CD45.1
antitest €s anti-biotin mikrogyongy segitségével, automatizalt AutoMACS Pro szorteren,

kétoszlopos pozitiv szelekcios (posselds) program segitségével izolaltuk.

41.6 ELISA
Az ELISA vizsgalatokhoz a transzplantacid 0. napjan a graftbol (kontroll) illetve a

transzplantaciot kovetd 4. napon a recipiens Act-mOVA éllat periférids vérébdl,
tiidejébol, vékonybelébdl és majabol (aGvHD) izolaltunk CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejteket,
a fentiekben leirt MACS modszerrel. Az igy kinyert T-sejteket 10%-10° sejt/well
stiriségben, 96 lyukl plate-re helyeztiik, 10% FBS, 1% Glutamin tartalmi RPMI 1640
médiumban, majd 48 oran keresztiil, +37°C-os termosztatban, 5% CO2 atmoszféraban
tartottuk fent dket. Ezt kovetden a kultarak feliiliszojat vizsgaltuk Granzim B ELISA kit
segitségével, a gyartdi utasitdsoknak megfeleléen. Az eredményeket Multiskan MS

ELISA reader segitségével olvastuk le, és a sejtszamra normalizaltuk.
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4.1.7 TREC assay

Csiravonal TCR I6kusz

RAG1, RAG2
LIG4, NHEJ1, Rekombinacié

DCLRE1C,

DNAPKCS ‘

H-HH- + ¢
Ujrarendezédott TCR l6kusz

PCR primer

11. Abra: A T-sejt receptor excizios korck (TREC) sematikus folyamata

Eloszor Kong és mtsai hasznaltak fel a timikus funkciok vizsgalatara. A timuszban
torténd TCR gén atrendezodés soran, melléktermékként szamos extrakromoszomalis
DNS keletkezik, melyek a tovabbiakban nem replikalodnak és a T-sejtek osztodasai

soran szamuk csokken, tehat fokozatosan kihigulnak. Ezeknek a T-sejt receptor kivagdasi
koroknek a szama valos idejii PCR-el kvantitativan meghatarozhato, igy kénnyen

elkiilonithetéveé valik a naiv fenotipusu T-sejt az expanzion datesett effektor T-sejttol

(159-161).

A TREC assay kontrolljanak a transzplantacié napjan a graftbol szarmazo, a fentieken
leirt MACS modszerrel szortolt CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejteket hasznaltuk. Ezt kdveten
a transzplantaciot kovetd 4. napon pedig az akut GvHD-t mutato6 recipiens Act-mOVA
allat periférias vérébdl, tiidejébdl, vékonybelébdl €s majabol izolaltunk, szintén MACS
modszerrel CD45.1/0OT-1 CD8+ T-sejteket. A genomialis DNS-t NucleoSpin Blood kit
segitségével izolaltuk, majd a TREC szamat Q-PCR segitségével mértiik le. A TREC-ek

felamplifikalasara az alabbi primer part és TagMan probat hasznéltuk:

e Forward primer: 5-CCAAGCTGACGGCAGGTTT-3
e Reverse primer: 5-AGCATGGCAAGCAGCACC-3
e TagMan proba: FAM-5-TGCTGTGTGCCCTGCCCTGCC-3-TAMRA

Az amplifikaciohoz Platinum Quantitative PCR Super Mix Kitet, egy Applied Biosystems
7900 HT RT PCR gépet, és az alabbi protokollt hasznaltuk: +95°C 10 perc, majd +95°C

15 masodperc, +95°C 1 perc, Osszesen 45x ismételve. A referencia az Applied
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Biosystems TagMan Transferrin Copy Number Reference Assay volt. Az eredményeket

az 6sszehasonlitd CT (AACT) modszerrel értelmeztiik.

4.1.8 Aramlasi citometria
Az aramlasi citometrias vizsgalataink soran az alabbi ellenanyagokat, az ellenanyagoknak

megfeleld izotipus kontrollokat és viabilitasi festéket hasznaltuk: CD8B PE-Cy7, CD45.1
FITC, granzim B FITC, IFN gamma FITC, LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit. Az
intracellularis jelolésekhez pedig a Cytofix/Cytoperm kitet hasznaltuk. A méréseket

FACS Calibur dramlasi citométerrel végeztiik, az adatokat FlowJo szoftverrel értékeltiik.

4.1.9 Génexpresszios vizsgalat
A vizsgalathoz MACS-szortolt CD45.1/0OT-1 CD8+ T-sejtekbdl, RNeasy Plus Micro Kit

segitségével total RNS-t izoldltunk. Az RNS integritasanak ¢s mennyiségének
meghatarozasa Agilent 2100 Bioanalyzer késziilék segitségével tortént. Mintanként
3000pg total RNS lett reverz transzkripcioval atirva, majd az igy kapott cDNS Arcturus
RiboAmp PLUS kit segitségével két korben kertilt amplifikaciora, majd Cy3 labeling kit
segitségével jelolve. Az amplifikalt és jelolt mintdk ezt kovetden 4x44K egér teljes
genom mikroarrayhez lettek hibridizalva és Agilent Microarray Scannerrel szkennelve.
A nyers adatokat Feature Extraction szoftver segitségével nyertiik ki, majd GeneSpring
szoftverrel analizaltuk. Az adatokat el6sz6r kvantilis normalizaltuk, majd az alapvonalat
a mintdk medianjanal huztuk meg. A nem detektalhato, illetve az 6sszes mintat nézve a
20. percentilisnél magasabb jelintenzitasi mintakat kizartuk. Ezt kovetéen a megmaradt
gén szettet fokomponens analizisnek vetettiik ald, illetve tovabb vizsgaltuk kiilonb6z6
modon expresszalodo géneket keresve. Csak azok a gének maradhattak a tovabbiakban a
listan, amelyek nagyobb, mint 2x fold change értéket mutattak a 0. napi és 4. napi mintak
Osszevetése soran, egyutas ANOVA ¢és Benjamini-Hochberg korrekcid elvégzését
kovetden. A szignifikancia érték p <0,05 volt. Az igy létrejott gén szetten tovabbi Tukey
paros analizist végeztiink, p <0,05 szinten, hogy megtalaljuk azokat az eltér6 mddon
expresszalodo géneket, amelyek megugorjak a szelekcios kritériat legalabb a lehetséges
négy paros Osszehasonlitds egyikében. Ezt kovetden az adatokat GSEA analizisnek
vetettiik ala, majd a kivalasztott géneket heatmap-en is abrazoltuk. A heatmap-ket a BRB
Array Tool szoftver Heatmap Viewer funkciojaval készitettiik. A Mikroarray nyers

adatokat GEO adatbazisba t6ltottiik fel (GSE79083).
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4.1.10 Statisztikai analizis
A génexpresszids analizis esetén az elemzést GeneSpring és BRB Array Tools

szoftvereket hasznaltunk, mig a tobbi analizist Graphpad szoftver segitségével végeztiik.
Az elemzések soran egyutas ANOVA-t, Benjamini-Hochberg FDR korrekciot, illetve az
egyes kisérletes csoport-parok dsszevetésére Tukey paros post hoc tesztet alkalmaztunk.
Az eredményeket, hacsak mashogyan nem jeleztiik, p <0,05 érték esetén tekintettiik

szignifikansnak.

4.2 CDB8+ T-sejt homing markerek vizsgalata

4.2.1 Szoévetmintak
A humén bor-és bél biopszidk a Semmelweis Egyetem BOr-, Nemikortani és

Bdronkologiai Klinikaval illetve az Uzsoki Korhazzal valo egyiittmiikodés keretében, a
Klinika ¢és a Korhdz beteganyagabol keriiltek beszerzésre. A patologusok 4ltal
betegségmentesnek nyilvanitott szovetmintak begytljtése a Klinika és a Korhaz belsd

IRB-je és a TUKEB altal jévahagyott protokoll szerint tortént.

4.2.2 Vérmintak
A vérmintdk begyljtése a Dé€l-Pesti Centrumkorhaz, Orszagos Hematologiai és

Infektologiai Intézet, Hematologiai és Ossejt-transzplantacios Osztalyaval vald
egylittmiikddés keretein beliil tortént, szintén a Korhdz beteganyagabol. A folyamat a
TUKEB altal kiadott, beavatkozassal nem jar6 mintagytijtésre vonatkozo engedélyével,
az IRB 4ltal jovahagyott protokoll szerint valosult meg. Osszesen 40 aHSCT-n atesett

beteg kertiilt bevonasra a kovetkezd elrendezésben:

e Olyan betegek, akiknél a transzplantaciot kovetd 100. napig nem alakult ki
aGvHD (kontroll, n=10)
e Olyan betegek, akiknél kutan aGvHD alakult ki (n=10)
e Olyan betegek, akiknél gasztrointesztinalis aGvHD alakult ki (n=10)
e Olyan betegek, akiknél kutdn és gasztrointesztindlis aGvHD egyiittesen,
egyidejlileg alakult ki (n=10)
A mintdk begylijtése mindig az aGvHD kialakuldsanak, illetve diagnosztizalasanak
idépontjaban tortént, miel6tt annak terapias ellatdsa megkezdddott volna. Az aGvHD
nélkiili kontroll csoportban, vagyis azon betegek esetében, akikben nem alakult ki az

aGvHD egyik szervi valtozata sem a transzplantaciot kovetd 100. napig, a mintdk
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gyljtése a transzplantaciot kovetd 30+/-5. napon tortént, ami az aGvHD atlagos
manifesztacios iddpontjdnak felel meg. Az aHSCTs betegek mellett egyéb, foként
validalasi célu kisérletekhez aHSCT-n 4t nem esett egészséges onkéntes véradoktol is
gyljtottiink mintakat (n=10). A mintagy(jtés soran mindig 2x9 ml ACD-A és 2x4 ml
EDTA cs6 vért vettiink le a betegektdl, illetve az egészséges onkéntesektdl. A betegek
adatai a GEO adatokkal egyiitt feltoltve talalhatdak.

4.2.3 PBMC izolalas
A kisérletek elvégzéséhez a vérmintakbol els6 1épésként PBMC-ket izolaltunk. A sejtek

izolalasat mindig az ACD-A cs6ben kapott mintakbol végeztiik, mert ez a csé az idealis
a T-sejtek tulélése szempontjabol, illetve a funkcionalis tesztek elvégzéséhez. A
vérmintakat a vérvétel és az izolalas kozott szobahdmérsékleten taroltuk, az izolalast
Ficoll-os siirliség gradiens centrifugalassal végeztiik, a sejtek szamat és életképességét
tripankék festéssel hataroztuk meg és ellendriztiik. Az izolalast koveté median sejthozam
1.3x10° PBMC/ml, mig a viabilitas 95% feletti volt. Ezt kdvetéen az izolalt PBMC-t 90%
FBS, 10% DMSO tartalma fagyaszté pufferben elészor Mr. Frosty fagyasztd
konténerben, 6 oOra alatt, -80°C-ra fagyasztottuk, majd -190°C-os folyékony

nitrogéngdzben taroltuk.

4.2.4 FACS szortolas
FACS szortolashoz a PBMC felolvasztasa az irodalomban mar leirt protokoll alapjan

tortént (162), majd a felolvasztast kovetden azonnal megtortént a mintak jelolése, a

kovetkezé markerek, illetve gating stratégia felhasznalaséval (12. Abra):

Jelolés: Population
N ) . All Events
e Viabilitas, LIVE/DEAD Fixable Dead i
. Lymphocytes
Cell Stain, Near-IR [ ] cp8b

e Anti-human CD8p, APC |:| Live/Dead

e Anti-huméan CLA, FITC ~Hlca
[l ' TGB7

12. Abra: Szortoldsi gating stratégia
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A fenti megkozelitést alkalmazva egy BD FACS Aria III szorter és a FACSDiva szoftver
segitségével harom kiilonb6zé CD8+ T-sejt szubpopulédciot kiilonitettiink el harom-

iranyu egyidejli szortolas segitségével.

e BOdr-iranyt homingot mutaté CD8+ T-sejtek (Ly/LIVE/DEAD®-/CD8B+/CLA+)
e Bél-iranyu  homingot mutaté6 CD8+  T-sejtek (Ly/LIVE/DEAD®-
/CD8B+/I1TGP7+)
e Sem bér-, sem bél-iranyd homingot mutatd, referencia CD8+ T-sejtek
(Ly/LIVE/DEAD®-/CD8B+/ITGB7-/CLA-)
A szortolashoz a T-sejtek szamdra idalis 90% HBSS w/o, 10% FBS szort puffert
hasznaltunk. A sejtek viabilitasa > 95% volt, és a szortolt T-sejteket kozvetleniil lizis
pufferbe (RLT Plus lysis puffer) izolaltuk, amelyben tovabbi felhasznalasig -80°C-on
taroltuk dket.

4.2.5 Microarray génexpresszios vizsgalat
A szortolt mintdkbol elsd 1épésben total RNS-t izolaltunk, RNeasy Plus Micro Kit

segitségével, amely integritasat és mennyiségét Bioanalyzer 2100 késziilékkel és RNA
6000 Pico Kit és chip segitségével ellendriztiik. Mivel mintaink az ultra alacsony RNS
input tartomdnyba esetek, ezért a tovabbi array-vizsgalatokhoz mintanként 3000pg total
RNS-t egy kiilondsen nagy érzékenységli Arcturus RiboAmp HS Plus, két kords
amplifikald kit segitségével amplifikaltuk. Az igy kinyert 5-30ng amplifikalt cRNS
tisztasagat és mennyiségét Ujra ellendriztiik, majd Cy3 labeling kit segitségével jeloltiik.
A jelolt mintdkat huméan GE 4x44K v2 teljes genom microarrayekhez hibridizaltuk, majd
egy Agilent Microarray Scanner segitségével szkenneltiik. A nyers adatokhoz Feature
Extraction szoftver (Agilent) segitségével jutottunk. Az adatok statisztikai elemzése elott
eldszor a kiilonbozo korokben elvégzett hibridizacio okozta batch effektust kiiszoboltiik
ki DWD (distance weighted discrimination (163)) segitségével. Az adatok elemzése ezt
kovetden, a BRB-Array Tools szoftver segitségével tortént. Az adatokat elészor kvantilis
normalizaltuk, majd a tovabbi analizisbdl minden olyan gént kizartunk, amelyek éatlagos
szignalintenzitasa log2=1 alatti volt, amelyek akar negativ akar pozitiv iranyban nem
mutattak legalabb kétszeres fold change értéket, legalabb egy kisérleti csoportban az adott
gén kozépértékéhez képest, vagy nem voltak kimutathatoak legalabb egy kisérleti csoport
minden mintdjaban. A fenti kizérasokat kovetden Osszesen 1981 fennmaradod gént

vontunk be statisztikai elemzésbe, amelyeket kétutas ismétléses ANOVA-val és
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Benjamini-Hochberg korrekcioval elemeztiink (FDR <0.01). A microarray nyers
adatokat GEO adatbazisba toltottiik fel (GSE65045), mely az idei évtdl mindenki szamara

hozzaférheto.

426 Q-PCR
Az el6zbekben leirtak szerint a FACS szortolt CD8+ T-sejtekbdl elszor total RNS-t

izolaltunk majd reverz transzkripciot hajtottunk végre. Az igy nyert cDNS mintakon
specifikus TagMan probaval és HGPRT kontrollal elemeztiik a vizsgalt gének
expresszidjat a  kiillonboz6 T-sejt  szubpopulaciokban, illetve a kiilonbozo
betegcsoportokban. A PCR reakciokat 7900HT Fast Real Time PCR késziiléken,
2xSensifast Probe HI-ROX master mix segitségével végeztiik. Az eredményeket az

0sszehasonlito CT (AACT) moédszerrel szamoltuk ki.

4.2.7 Aramlasi citometria
Szamos kisérletliinkben alkalmaztunk dramlési citometriat, melyhez a vizsgalt CD8+ T-

sejteket a kovetkez6 ellenanyagokkal festettiik: CLA-FITC, IFN-y-FITC, Integrinp7-PE,
P116-PE, CCR10-PE, CCR4-PE, CCR8-PE, CD8B-APC, CD8B-PECy7, CD3-APC,
CD59-FITC, CD14 PerCP-Cy5.5, CD56-APC, granzim-B-FITC, CD69-FITC, CD127—
FITC, CD25-PerCP-eFluor710, CD45R0O PerCP-eFluor710, PI16-APC. A sejteket festés
elétt minden esetben az ellenanyagnak megfelelé szérummal blokkoltuk. Az
ellenanyagokat a protokolljuk szerint és a megfeleld izotipus kontrollal dsszevetésben
alkalmaztuk. Intracellularis ~ jelolés esetén a sejtek atjarhatosagat
Fixation/Permeabilization Solution alkalmazasaval biztositottuk, szekretalt intracellularis
fehérjék esetén pedig ezt megeldzden az endoplazmatikus retikulumbol a Golgi iranyaba
zajlo fehérje transzportot pedig Brefeldin-A hasznalataval gatoltuk. A méréseket
FACSCalibur késziiléken, az adatok elemzését pedig FlowJo v10.1 szoftver segitségével

végeztik.

4.2.8 MACS szortolas
A microarray génexpresszios vizsgalatok kivételével az 6sszes CD8+ T-sejt vizsgalatot a

Miltenyi AutoMACS Pro magneses sejt szeparatoranak segitségével végeztiik. A CD8+
T-sejtek izolalasa a PBMC antitestekkel illetve paramagneses szeparaldé gyongyokkel
vald jelolését kovetden tortént. A PBMC mintakat el@szor anti-human CD8B APC
ellenanyaggal jeloltiik, majd anti-APC multisort mikrogydngyodket adtunk a mintdkhoz.

A szeparalas egy két oszlopos pozitiv szelekcid volt, a tisztasag vs. kitermelés koziil az
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elébbit nagymértékben elényben részesité posselds programon. A tovabbi kisérletek
elvégzése eldtt a multisort paramagneses gyongyoket a sejtek felszinérdl release reagens
hasznalataval eltavolitottuk. Az izolatum tisztasadgat elokisérletekben, a CD8B APC

pozitiv sejtek aranyat flow citometridsan ellendrizve azt > 95%-nak talaltuk.

4.2.9 Immuncitokémia
A MACS-szortolt CD8B+ T-sejteket festés elott egér és patkany szérummal blokkoltuk,

majd a blokkolast kovetéen anti-humédn CLA-FITC, PI16-PE ¢és CD8B-APC
ellenanyagokkal jeloltik. Az APC jelet anti-APC-biotin ¢és Streptavidin-APC
hasznalataval erdsitettiik. A festést kdvetden a sejteket a targylemezre citofugalassal
juttattuk, majd DAPI festéket tartalmaz6 Fluoroshield fixald fedéréteggel vontuk be a
mintakat. A mintékat fénytdl védve over night, szobahémérsékleten szaritottuk, majd az
igy elkésziilt metszeteket FV500 konfokalis pasztazoé mikroszkdppal, 60X nagyitasban

vizsgaltuk. Az elkésziilt képeket ImageJ v1.8.0 112 szoftver segitségével elemeztiik.

4.2.10 Immunhisztokémia
Az egészséges human bor biopsziakbdl nyert, formalin-fixalt és paraffinba agyazott

mintakbdl szdrmazo Spum-es vastagsdgu metszeteken eldszor antigén feltarast végeztiink.
A feltarast natrium-citrat pufferrel (pH=6) 105°C-on, 30 percig végeztiik. Ezt kovetden a
metszeteket 10% FBS-el blokkoltuk, majd jeloltik. A jelolést CLA-FITC (1:10), CD8p
(1:50) és PI16 (1:100) ellenanyagokkal végeztiik. A direkt CLA jelolés mellett az indirekt
jeloléshez a CD8P esetén anti-egér IgG eFluor570 (1:100), mig a PI16 esetén anti-nyul
IgG-APC masodlagos ellenanyagokat hasznaltunk. Indirekt festések esetében festési
kontrollnak az elsddleges ellenanyagot elhagyva, csak a masodlagos ellenanyagokat
hasznaltuk. Az elkésziilt metszeteket FV500 konfokalis pasztazé mikroszkoppal, 20X
nagyitasban vizsgaltuk majd a képeket Image] v1.8.0 112 szoftver segitségével

elemeztiik.

4.2.11 GPI horgony emésztés
A MACS szortolt CD8p+ T-sejteket kétszer mostuk 1xPBS-ben, majd ezt kdvetden 1x10°

crer

exponaltuk, megfeleld6 kezeletlen kontrollok mellett. A PI-PLC kezelést
szobahOmérsékleten, 1 6ran keresztiil végeztiik. Ezt kovetden a mintdkat azonnal jeldltiik

anti-human CD59 FITC (pozitiv kontroll), CD8 APC (negativ kontroll), illetve a
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vizsgalni kivant PI16 PE ellenanyaggal. Az aramlasi citometrids mérés illetve az adatok

elemzése a mar emlitett mddon tortént.

4.2.12 1,25-dihydroxivitamin D3 és retinsav kezelés
A MACS szortolt CD8B+ T-sejteket 7 x 10° sejt/well siiriiségben, teljes médiumban

(RPMI 1640, 10% human AB szérum, 1% glutamin, 1% penicillin/sztreptomicin) 24
lyuku plate-re helyeztiik, majd két napig 2,5ng/ml rekombinans human IL-12 jelenléte
mellett, 1:3 sejt:bead aranyban alkalmazott CD3/CD28 Dynabeadekkel aktivaltuk. Az
aktivaciot kovetéen a CD8B+ T-sejt kultarakat 12,5 ng/ml rekombinans human IL-2-vel
egészitettiik ki, majd harom aliquotra osztottuk. Az elsé parhuzamos 10°M retinsav, a
masodik 108M 1,25-dihydroxivitamin D3, mig a harmadik, a kontrollként szolgal6
CD8pB+ T-sejt kultura csak oldoszer/segédanyag, azaz 0.1% etanol kezelést kapott. Az
aktivaciot kovetd 10. napig a kulturdkat kétnaponta két részre osztottuk. Az elsé fél 1j
médiumot kapott az Osszes kezelésre alkalmazott hatoanyag friss kiegészitésével és
tovabbi fenntartasra keriilt, mig a kultira masik fele d&ramlési citometrias analizisnek lett

alavetve.

4.2.13 CD8+ T-sejt és bél organoid/bor explantatum ko-kultarak
Az elézbekben leirt MACS-szortolt és aktivalt T-sejteket 7 x 10° sejt/well stirtiségben,

egy 24 lyuku plate-re helyeztiink, majd a well-ek f6l¢ 0.4 pm porusatmérdjii transwell
insert-eket helyeztiink. A tovabbiakban a CD8+ T-sejteket ennek a Transwell rendszernek
az als6, mig a veliik kokultaraban tartott bor és bélszovetet, a felsd kamraban tartottuk
fent. Ehhez els6ként a CD8+ T-sejteket 4 részre osztottuk: 1) kezeletlen CD8+ T-sejt, 2)
aktivalt CD8+ T-sejt, 3) CD8+ T-sejt bér kokultaraban, 4) aktivalt CD8+ T-sejt bél
kokultaraban. Bor explantatum esetén, a CD8+ T-sejt aktivacio 2 napjanak letelte utan az
egészséges human borbdl szarmazo biopsziakat 3-4 kisebb darabra vagtuk, és a transwell
rendszer felsd kamrajaba helyeztiik. A bdr explantdtumokat ezutan, a folyadék/légtéazis
hataran, 4 napig tartd koinkubacidban, 50ul, 10% human AB szérum, 1%
penicillin/sztreptomicin tartalmi RPMI 1640 médiumban tartottuk fent, a CD8+ T-
sejtekkel. A bélszovettel valo CD8+ T-sejtes kokultura céljara 3D-s bél organoidok
l1étrehozasa tortént meg az irodalomban mar leirasra keriilt protokoll alapjan, egészséges
vastagbél mintakbol kiindulva (164). Roviden, a Lieberkiihn mirigyek izolacioja hideg
2mM EDTA segitségével, vastagbél biopszidkbdl tortént, majd az izoldtumokat 40ul

Martigelbe iiltettiik, és ezt helyeztiik a transzwell rendszer felsé kamréjaba. Ezt kovetden
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400ul, 5% FBS, 1x Glutamax, 1x N-2, 1x B-27, 10 mM HEPES, penicilin/streptomicin,
1 mM acetilcisztein, 500 nM A-83-01, 10 uM SB202190, 10 nM [Leul5]-Gastrin I, 50
ng/ml hr EGF, 100 ng/ml h noggin, 100 ng/ml Wnt3A és 500 ng/ml h R-Spondinl-al
kiegészitett DMEM médiumot adtunk a Matrigel tetejére. Végiil a Matrigelbe agyazott
bél organoidokat is a Transwell insertek tetejére helyeztiik, és 4 napon keresztiil
koinkubaltuk a CD8+ T-sejtekkel. Kétnaponta a bdr explantaitumok, illetve a bél
organoidok médiumat lecseréltiik, mig az als6 Transwell kamraban 1évé CD8+ T-sejteket
kétfelé osztottuk. A CD8+ T-sejtek egyik fele ij médiumot kapott, mig a masik felét az

elézéekben leirtak szerint, aramlasi citometrids vizsgalatnak vetettiik ala.

4.2.14 PI1-16 Pulldown assay, és a lekotott proteazok azonositasa
Azon bor protedzok izolalasara, amelyek a PI16 proteaz inhibitor interakcids partnerei

lehetnek, pull-down assayt alkalmaztunk. Ehhez els6ként egészséges bor biopsziakat
gyljtottiink be, melyekbdl protein lizatumokat képeztiink. Ennek érdekében a bor
biopszakat kimetszésiik utan els6ként azonnal Halt™ Protease inhibitor koktéllal
kiegészitett ProteoJet Mammalian Cell lizis reagensbe helyeztiik, majd 30 percig 4°C-on
inkubaltuk. Ezt kdvetden a szubkutan zsirt eltavolitottuk, majd a mintakat steril szikével
1-3mm nagysagu darabokra vagtuk. Végiil Diax 100 homogenizatorral homogenizaltuk,
majd az oldhatatlan sejttérmeléket és csapadékot centrifugalassal eltavolitottuk. Az igy
izolalt bor-eredetli protein lizatumot a tovabbi felhasznalasig -80°C-ra fagyasztva
raktaroztuk. A bor lizdtumon elvégzett, a PI16-ot mint csalit alkalmazé pulldown assay
elvégzéséhez elsd 1épésben a 10pug mennyiségli, GST taggelt, human rekombinans PI16
fehérjét a protein glutation-mentesitése érdekében dializaltunk egy Slide-A-Lyzer dializis
kazetta segitségével. Az igy megtisztitott PI16 fehérjét a GST Protein Interaction Pull-
Down Kit segitségével glutation-kapcsolt agar6z beadekhez kotottiik. Végiil a pull-down
assay soran 100ug bor fehérje lizatumbol a beadhez kotott PI16, mint csali segitségével
a hozza kapcsolodo bdr proteineket kotottiik le, a folyamatot a gyartdi utasitasoknak
megfelelden végezve. Az aspecifikus kotddés mértékének felmérésére kontrollként iires,
PI16-ot nem hordoz6 beadeket hasznaltunk. Ezt kovetéen a specifikusan lekotott
proteazok azonositasa érdekében a pulldown, azaz specifikusan lekotott, és az atfolyo,
nem kotddo fehérjefrakciokat vetettiik dssze a PI16-ot hordozoé és nem hordozé gyongydk
hasznalata soran. Ehhez az egyes frakcidkat a Proteome Profiler™ Human Protease Array

Kit segitségével vetettiilk Ossze, mely szdmos bor proteaz egyidejii azonositasara, €s
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mennyiségeik szemikvantitativ Osszevetésére alkalmas rendszer. A protedz array
hasznalata sordn a mintael6készités, a membran inkubacioé és az analizis is a gyartdi
utasitdsoknak megfelelden zajlott. A protease array eredményeinek denzitometrias

kiértékelése a FluorChem Alphaview szoftver segitségével tortént.

1: GST Jelolt PHE fehérjs gydngyhdz kotses 2 Bor faherje lzatum hozzaadasa a pull gown | 3: A PI1S fehérjs partnar feherjéinek gyongynoz
oszlophoz ¥6ta8s 3 bOr lizatumbol
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13. Abra: A P116 protein-pull-down vizsgdlat sémdja
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14. Abra: A pull-down kisérletben taldlt bér-protedzok azonositdsa proteom profiler

array segitségével
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4.2.15 Proteaz inhibitor assay
A vizsgalat elvégzéséhez az el6zdekben leirtak szerint a GST taggelt rekombindns PI116

fehérjét (25ng) dializaltuk annak érdekében, hogy az inhibitor assay jel inteferalod
glutation tartalmat eltavolithassuk. A tisztitott PI16 fehérje, katepszin K és MMP-2
proteaz inhibitor aktivitasat ezutan annak kiilonb6z6 higitasaiban teszteltiik egy katepszin
K Inhibitor Screening Kit és egy MMP2 Inhibitor Screening Assay Kit segitségével. A
vizsgélatokat a gyartoéi utasitdsoknak megfelelden, duplikdtumokban végeztik. Az
eredmények kiértékelését a katepszin K inhibicio esetében egy Labsystems Luminoskan
reader segitségével, mig az MMP-2 inhibicid esetén egy Labsystems Multiskan MS

spektrofotométer segitségével végeztiik.

4.2.16 Statisztikai analizis
A microarray eredmények kiértékelése soran az elemzést BRB Array Tools, mig az egyéb

kisérletek eredményeinek értékelését a Graphpad szoftver segitségével végeztiik. Az
elemzések soran Student-féle parositott T tesztet, kétutas-€s egyutas ismétléses ANOVA-
t, illetve tobbszords 0Osszehasonlitdsokban Benjamini-Hochberg FDR korrekciot
alkalmaztunk. Az eredményeket, hacsak mashogyan nem jeleztiik, p <0,05, illetve FDR

<0.05 érték esetén tekintettiik szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

51 Act-mOVA/OT-I akut GvHD egérmodell felallitisa kutan és bél-iranyu
homingot folytaté6 CD8+ T-sejtek dsszehasonlito vizsgalatara

5.1.1 Az Act-mOVA/OT-I modell munkakoncepcioja
A modell felallitadsahoz két transzgenikus, egyetlen miHA eltérést mutat6, maskiilonben

szingenikus egértorzset kivantunk felhaszndlni. aHSCT donorként C57Bl/6 OT-I
allatokat hasznaltunk, amelyek olyan modositott CD8+ T-sejt receptorral (TCR)
rendelkeztek, amely a csirke ovalbumin OVAZ4257 peptidjére (SIINFEKL) specifikus.
Recipiensként pedig C57B1/6 Act-mOV A, mas néven CAG-OVA egerek alkalmaztunk,
amelyek csirke béta-aktin promoéter és CMV enhanszer szabalyozasa mellett, membran
kotott formaban, minden testi sejtben ubikviter modon expresszaljak a csirke ovalbumin
transzgént, és MHC I-n (H2-%°) keresztiil prezentaljak annak SIINFEKL peptid epitopjat
(15. Abra). Feltételeztiik, hogy ebben a donor-recipiens parositasban a donor CD8+ T-
sejtek tomeges, és minden szervre kiterjedd miHA (ovalbumin) alapu antigénfelismerése
megfeleld stimulus lesz egy minden lehetséges aGvHD-s célszervet érintd reakcio
kivaltasara. Feltételeztiik, hogy ezaltal egy a human MUD transzplantacidban kialakulo
bor- és bél aGvHD-t egyarant leképezd, és a hagyomanyos modellekkel szemben a
Bevezetés és Célkitiizések c. fejezetben leirtaknak megfeleléen, jelentds tovabbi

eldnyokkel rendelkez6 aGvHD-s egérmodell kialakitasara nyilik lehetdségiink.

Csirke ovalbumin

Act-mOVA (SINFEKL peptid) OT-1 CD8+ T-sejt
recipiens donor

15. Abra: Az OVAIOT-I felismerés
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A modell felallitdsdhoz az aHSCT el6tt a recipiens allatok kondicionéalaséra letalis TBI-t
hasznaltunk Osszesen 11 Gy dézisban, a bélkarosodas csokkentése végett 2 részletben
alkalmazva, 3 oras sziinettel a két részlet kozott. A kondicionalast kdveto 6 oran beliil,
3x10° csontveldi- és 1.5x107 1épsejt retroorbitalis ton vald beadasaval megtortént a
HSCT (16. Abra). A retroorbitilis injektalast annak konnyii kivitelezhetdsége,
reprodukalhatésaga, és az erételjesebb, minden szervre kiterjedé aGvHD elérése miatt

valasztottuk (124, 165).

OoT-l CD8+ T sejtek
2 .
@ 'y
OVA BM+lépsejtek OVA
/‘%’(— /. L ] /;VH’;&\EZ
VA L] 2%
A BMT+0 nap &
TBI 2x5,5 Gy » BMT+4 nap: aGVHD

16. Abra: Az Act-mOVA/OT-I aGvHD modell alapja

A transzplantaciot kovetd 2.-3. napon beliil a modellben valéban megfigyelhetdek voltak
a klasszikus egér aGvHD modellekt6l elvarthato, jellemz6 aGvHD-szer( tiinetek (121),
mint a hasmenés, apatia, szOrborzolas és a pupos testtartas, am a K14-OVA modellre
jellemz6 szorhullast (129) nem tapasztaltuk. A modellre a tovabbiakban Act-mOVA/OT-

I modellként hivatkozunk.

5.1.1.1 Az Act-mOVA/OT-I modellben CD8+T-sejt fiiggd, letdlis, aGVHD-szerii
korfolyamat alakul ki
A modellrendszer tovabbi vizsgalata eldtt, elsdként tobb kontrollkisérletet végeztiink

annak igazolasara, hogy a) a kialakul¢ tiinetek valoban a graft CD8+ T-sejtjei, azaz nem
a minden egérben meglévo, kisszamu, ovalbumin-specifikus naiv CD4+ T-sejtje, vagy
egyéb immunrendszeri elemei altal kivaltott immunvalasz kovetkezményei, b) nem a
besugarzas okozta csontvelddefektus kovetkezményei, amiket egy szingén HSCT is
kivéaltana, illetve c¢) annak vizsgélatara, hogy a miHA mismatch modelliinkben kivaltott
aGvHDs tiinetek dinamikéja hogyan viszonyul a klasszikus modellekben, major antigén
(MHC) mismatch esetén kialakuld6 aGvHD-s korfolyamathoz. Ezeknek a kontroll

kisérleteknek a soran a fentiekben leirt, immunkompetens és mi-HA specifikus CD8+ T-
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sejteket tartalmazo graftot kapd recipiensek (CD8+ OT-1 — Act-mOVA) reakciojat

Osszevetettik

1. immunkompetens, de a mi-HA specifikus CD8+ T-sejtekt6l MACS deplécidval
mentesitett, azonban minden egyéb komponensében azonos, kisszdmt mi-HA-
specifikus CD4+ T-sejtet is tartalmazo graftot kapo recipiensek (CD8- OT-1 —
Act-mOVA) reakcidjaval

2. immunkompetens, de sem miHA-specifikus CD8+ T, sem CD4+ T-sejtet nem
tartalmazo, szingén graftot kapd recipiensek (Act-mOVA — Act-mOVA)
reakciojaval

3. immunkompetens, de MHC-specifikus CD8+ T-sejteket tartalmazo graftot kapo
recipiensek (BALB/c— C57BL/6) reakcidjaval

Ezeknek a kisérleteknek a soran az allatok sulyat és tulélését a transzplantacid napjatol
két hétig monitoroztuk (17A és B Abra). A 18A Abran jol kovethetd, hogy a CD8+ OT-
[—=Act-mOVA modellben gyors sulyvesztés, és az allatok legkésébb 7. napon
bekovetkezd pusztulasa volt megfigyelhetd, melynek sordn a median talélés a
transzplantaciot koveté 4. napra esett (17B Abra). A korfolyamat szamos kisérletben
nagyon jol reprodukalhaté volt, egyetlen allat sem nyerte vissza sulyat, illetve egyik allat
sem ¢lte tul a transzplantaciot kovetd 8. napot. A letalis aGvHD kialakulasa az OT-I
CDB8+ T-sejtek bevitelének hatasara jott 1étre, és nem a kisszamtt OVA- reaktiv CD4+ T-
sejt, vagy egyéb immunrendszeri elem révén, mivel a CD8+ T-sejtek deplécidja (CD8+
OT-I—Act-mOVA) megmenekitette a recipienst a halalos korfolyamattol. Végiil pedig
nem is a besugarzas, illetve a csontvel$ eliminalasa miatt ment végbe, hiszen, amikor az
allatokat szingenikus 1ép-és csontveldi sejtekkel transzplantaltuk (Act-mOVA—Act-
MOVA) a transzplantaciot kovetd 14. napra az allatok visszanyerték eredeti sulyukat és
felépiiltek a sugarbetegségb6l. A transzgén miHA-mismatch modell a konvencionalis
MHC-mismatch BALB/c—C57BL/6 modellhez, illetve az irodalomban leirt hasonld
modellekhez hasonld dinamikajua (166), azonban mind azoknal, mind a K14-OVA/OT-I
aGvHD modellnél gyorsabb lefolyast letalitast valtott ki (129). Mindez feltehetéen a
nagyobb szamu reaktiv CD8+ T-sejtnek, illetve a cél-antigén ubikviter kifejezdésének
koszonhetd, és egyértelmiien alahuzza modelliink robosztussagat. Hasonléan a human

klinikai aGvHD-hez, és ellentétben a K14-OVA aGvHD modellel, a reakci6 fliggott az

88



DOI:10.14753/SE.2019.2335

alkalmazott TBI kondicionalastol, mivel a besugarzason at nem esett Act-mOVA allatok,
OT-I graftot kdvetden, nem mutattak semmilyen sulycsokkenést, és nem mutattak az
aGVvHD tiineteit (nem abrazoltuk). Az irodalomban ismert ez a jelenség, példaul P—F1

modellnél kimutattak, hogy TBI kondicionalas nélkiil inkabb egy immunhianyos allapot,

mint aGvHD alakult ki (121).
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17. Abra: CD8+ OT-I—Act-mOVA modell okozta aGVHD-szer i tiinetek kivetése,
letalis TBI-t kévetoen.
A) Az allatok tetstsuly-vesztésének kovetése.
B) Az dllatok tulélésének kovetése. CD8+ T-sejteket tartalmazo, CD8+ T-sejtektdl

depletalt, szingén graftot kapo, és MHC mismatch-elt allograftot kapo recipiensekben

5.1.1.2 Az aGvHD-szerii tiinetek a graft CD8+ T-sejteknek a célszervekben valo
feldusulasaval egyidejiileg jelentkeznek.
Tekintve, hogy a CD8+ T-sejtek klonalis expanzidja €s bevandorlasa a célszdvetekbe

sziikséges az aGvHD-ra jellemz6 citotoxikus szovetkarosodas indukéldsahoz, kivancsiak
voltunk a célszervek (tiidd, bor, bél, maj) és a periféridlis vér CD8+ T-sejt szdmanak

alakulésara is a transzplantaciot kovetden. A kisérletekhez a CD8+ OT-I—Act-mOVA
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modellt hasznaltuk, és a transzplantaciot kovetd 4. napig kovettiik a CD8+ T-sejt szdm
analizaltunk (18. Abra). Azt tapasztaltuk, hogy az aGvHD-szert tiinetek kialakulasaval
parhuzamosan a CD8+ T-sejt szam nem csak a legtobb célszervben (tiid6, maj, bél), de a
periférialis vérben is megemelkedett. A legtobb szovet esetében ez a CD8+ T-sejt
feldsulas platdja a transzplantacidt kovetd 3.-4. napon, azaz a median talélés elotti utolso
napokon alakult ki. Erdekes modon, azonban, ellentétben a K14-OVA modellel, a CD8+
OT-I—>Act-mOVA modellben nem csak a bor szorvesztésének elmaradasat figyeltiik
meg, ami a kutan GvHD egyik tiinete egérben, hanem a boérben a CD8+ T-sejtek

szamanak emelkedése sem volt tapasztalhato (19. Abra).

18. Abra: CD8+ OT-1 —Act-mOVA modellben, letdlis aGvHD-szer tiinetek
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kialakulasanak CD8+ T-sejt fiiggése. A CD8+ T-sejt szam valtozasanak kovetése az

aGvHD altal erintett célszovetekben.

5.1.1.3 Sejtkivetés; A CD8+ T-sejt akkumuldacio a célszervekben a donor T-sejt
aktivitas kovetkezménye
Az el6zéekben mar bizonyitasra keriilt, hogy az Act-mOVA/OT-1 modellben az aGvHD-

szerll tlinetek kialakuldsdhoz sziikséges CD8+ T-sejtek felhalmozodésa a kiilonbozd
célszervekben valoban megtorténik, am az még nem keriilt tisztazasra, hogy ezek a sejtek
a graft valoban donor eredetii, miHA-specifikus CD8+ T-sejtjei, vagy esetleg a recipiens
TBI-t talélt, a citokin vihar hatasara bystander-aktivalt CD8+ T-sejtjeir6l van sz6. Ennek
tisztazdsara Act-mOVA recipiens allatokat transzplantaltunk OT-I allatbdl szarmazo
grafttal, azonban a graftot el6zetesen CD8+ T-sejt depletaltuk, majd OT-I/GFP, kettds
transzgén allatokbol szarmazdé CD8+ T-sejtekkel egészitettiik ki (CD8+ OT-1/UBC-
GFP—Act-mOVA modell). A rendszerben a GFP jelolés alapjan konnyen el tudtuk
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kiiloniteni a GFP+ donor-eredetii és a GFP- bystander aktivalt recipiens eredetii CD8+ T-
sejteket egymastol (19A Abra). A kovetést a transzplantacio utani 4. napig végeztiik. A
vizsgalat soran azt talaltuk (19B Abra), hogy bar az érintett szervekben a TBI-t kovetd
elsé napokban még jelentds szamban voltak jelen a recipiensre jellemzd bystander sejtek
(GFP-, sziirke szin), a CD8+ T-sejtek feldisulasa egyértelmiien a graftbol szarmazo

miHA-specifikus CD8+ T-sejteknek volt tulajdonithatd (GFP+, fekete szin).

5.1.1.4 Hisztolégia: A CD8+ OT-I—Act-mOVA modell érintett szerveiben az aGvHD
patologidjanak minden aspektusa megfigyelheto
Ezutan kivancsiak voltunk arra, hogy az aGvHD-szerli tlineteket mutaté modelliink

valoban képes-e reprodukalni az aGvHD-ra jellemzd, a célszovetekben megjelend
szovetkarosodast, és a tipikus hisztopatoldgiai kritériumait is. A vizsgalatokhoz OT-
I/UBC-GFP—Act-mOVA modellt hasznaltunk, majd a recipiens célszerveibol
metszeteket készitettiink, amit, HE festésnek és anti-GFP IHC-nak vetettiink ala. igy
parhuzamosan vizsgalhatova valt a szervi karosodas, és a donor eredetii, miHA-specifikus
CD8+ T-sejtek célszervekben torténd mozgésa és eloszldsa. Mivel azt tapasztaltuk, hogy
a CD8+ T-sejt bearamlasi plato a kiillonbozo célszervekbe a transzplantaciot koveto 4.
napon kovetkezik be, ezért a hisztoldgia esetében is a 0. nap (20A Abra) mellett a
transzplantaciot kovetd 4. napot (20B Abra) valasztottuk a vizsgalatok elvégzésére. A
hisztologia igazolta, hogy a 0. naphoz képest a 4. napon a vékonybélben kiterjedt szervi
karosodas és sulyos boholy atrofia all fenn, a maj esetében epevezeték karosodas,
endotheliitis €s a portalis traktusban nagy mennyiségli limfocita bedramlésa lathatd, mig
a tiid esetén sulyos alveolitis és bronchitis figyelhetd meg (20. Abra). A szoveti
elvaltozasok mellett jol lathato a donor eredeti GFP+/CD8+ T-sejtek massziv
infiltracioja is a célszervekben (anti-GFP IHC, 20. Abra). A célszervek koziil megint
csak a bdr volt az egyetlen szdvet, ahol leszamitva egy kismértékli endotheliitis
megjelenését, nem tortént szamottevd valtozas, nem volt jelentds patologiai elvaltozas a
0. naphoz képest. Nem alakultak ki szubepidermalis holyagok, nem lattuk a keratinocitak
egér GvHD-ban tipikus apoptozisat a szdrtiiszOkben, illetve a CD8+ T-sejt infiltracio is

szinte teljesen elmaradt a dermiszben.
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19. Abra: A donor eredetii CD8+ T-sejtek kovetése CD8+ OT-1/UBC-GFP—Act-mOVA
modellben.
A) CD8+ OT-I/UBC-GFP—Act-mOVA modell sémdja. A graft eredetii CD8+ T-sejtek
GFP jeloltek, igy konnyen kovethetéek a GFP- Act-mOVA recipiensben.
B) A graft eredetii CD8+ T-sejtek (fekete keret, GFP+) és a recipiens bystander CD8+
T-sejtjeinek (sziirke keret, GFP-) elkiilonitése és relativ gyakorisaga az aGvHD tipikus

celszerveiben az aHSCT-t koveto 2. 3. és 4. napon.
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20. Abra: A graft UBC-GFP / OT-1 CD8 + T-sejt-eloszlds és betegség patolégidjanak
egyidejii elemzése az aGvHD dltal érintett célszervekben. Reprezentativ abrak az
aHSCT napjan, 0. nap
(A) és a transzplantaciot kovetoé median tulélés napjan, vagyis a 4. napon
(B) a bekévetkezett valtozasokrol, HE- és GFP IHC segitségével.

A jobb lathatosag érdekében fekete négyzetekkel jeloltiik a nagyitott teriileteket,
melyben a barna foltok jelzik a GFP+/OT-1 CD8+ T-sejteket (IHC). A skala minden kép
bal sarkaban lathato, 50um nagysdagu.

Ezek az eredmények Osszességében azt mutatjak, hogy a kisérleti allatoknal kialakult az
aGvHD gasztrointesztinalis és hepatikus formaja, valamint a human aGvHD-hoz tarsul6
pulmonalis bronchitishez hasonl6 tiinetek a tiidében; azonban a klasszikus bér aGvHD

kialakulasa teljes mértékben elmaradt.
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5.1.2 Act-mOVA/OT-I modell felhasznalasa az aGvHD célszerveibe vandorlé
CD8+ T-sejtek dsszehasonlité vizsgalatara

5.1.2.1 A CD8+ CD45.1 OT-I—>Act-mOVA modell alkalmas a donor—eredetii,
miHA-specifikus CD8+ T-sejtek intakt és nagy tisztasdgu visszanyerésére az
aGVHD-s célszervekbdl.

A CD8+ T-sejtek intakt kinyerésére a modell egy valtozatat, a CD8+ CD45.1/0OT-I—Act-

mOVA modellt hasznaltuk (21A Abra), mely lehetévé teszi a CD8+ T-sejtek, kinyerését
a CD45.1 markertiik alapjan, automatizalt magneses szeparalas segitségével. Ugyanakkor
aktivitdsukat vagy szervezeten beliili mozgasukat nem korlatozza, és a donor CD45.1
illetve a recipens CD45.2 kozti csekély kiilonbség miatt a recipiens TBI-t tulélé
immunrendszeri sejtjei szamara sem lathatd, vagy jelent immunogén, lekiizdend6 célt. A
modellben az Act-mOVA recipiens amely CD45.2 hatterdi, olyan graftot kap, amely
lépsejtjei CD8+ T-sejt depletaltak és CD45.2/0OT-1 egérbél, mig a CD8+ T-sejtjei pedig
CD45.1/0T-1 allatbol szarmaznak. Az egerekb6l szarmazo szervek automatizalt
disszocialasa, majd a beldliik kinyert T-sejtek automatizalt magneses szeparalasa jelentds
szamu ¢€s nagy tisztasagu CD8+ T-sejt kinyerését tette lehetdveé a transzplantacidt kdvetd
4. napon (21B Abra). Az aGvHD altal érintett célszerszervekbdl kinyert T-sejtek

kitermelését és tisztasadgat flow citometria segitségével monitoroztuk.
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21. Abra: A CD8+ CD45.1 OT-I—Act-mOVA modell vizsgdlata a donor eredetii CDS+
T-sejtek intakt formdban, nagy tisztasagban valo visszanyerésére
A) A CD8+ CD45.1 OT-I—Act-mOVA modell sematikus abraja
B) Donor-eredetii CD8+/CD45. 1+ T-sejtek visszanyerése az aGvHD dltal érintett
célszervekbol automatizalt szoveti disszocidcioval, magneses szepardldssal, majd a

kitermelés és a tisztasag ellendrzése flow citometriaval, az aHSCT-t kovetd 4. napon.

5.1.2.2 Az aGvHD altal érintett célszervekbdl szarmazo CD8+ T-sejtek klondlis
expanzion dtesett, teljes értékii effektor sejtek
Ezt kovetden tesztelni kivantuk, hogy a CD45.1 CD8+ T-sejtek, amiket a kiilonb6zd

aGvHD altal érintett szervekbdl visszanyertiink, milyen fenotipusos sajatsagokkal birnak.
Ezzel tisztazni kivantuk, hogy vajon ez a CD8+ T-sejt feldusulas az aktivalodott effektor
T-sejtek aktiv homingja miatt alakult ki, vagy inkabb az aktivalatlan graft eredetii CD8+
T-sejtek toborzasa torténik a gyulladt szovetekben. Ennek megvalaszolasara a
vékonybélbdl, tiidobol, majbol és a periférids vérbdl izolalt CD45.1/0OT-1 CD8+ T-
sejteken immunfenotipizalast végeztiink flow citometria segitségével (22. Abra). Azt

talaltuk, hogy a CDA45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek, amelyek az aGvHD-val Cérintett
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szovetekbdl vagy periférids vérbol szarmaztak, erdteljesen megndvekedett granzim B
termelést folytattak, ami a citotoxikus 616 aktivitas egyik markere (22A Abra). Ezzel
szemben az IFNy termelést vizsgalva azt lattuk, hogy mig a vérbél szarmazo CD45.1/0T-
| CD8+ T-sejtek valamelyest megemelkedett mennyiségii IFNy-t termeltek, addig a

célszervekbél szarmazok nem (22B Abra).
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22. Abra: A bevitt graftbél (kontroll) és az aGvHD dltal érintett célszervekbdl szdarmazo

CD8+ T-sejtek effektor fenotipusanak vizsgalata az aHSCT 0. illetve 4. napjan

A) Az IFNy termelés kévetése flow citometriaval

B) A granzim B termelés kovetése flow citometridaval.

Ezutan kivancsiak voltunk arra, hogy ez a granzim B termelés csak fehérje-szintézis, vagy
tényleg aktiv citotoxikus granzim szekréciot is jelent. A kérdés eldontésére ELISA tesztet
végeztiink és a 0. napi graftbol szarmazo CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek granzim B
termelését Osszevetettiik a transzplantaciot kovetd 4. napi, kiilonb6z6 az aGvHD 4ltal

érintett célszervekbdl szarmazo CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek termelésével (23. Abra).
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Azt talaltuk, hogy egy igen erdteljes, célszervtdl fiiggden 10-1000 szeres emelkedés van

a 4. nap kozott, ami egyértelmi citotoxikus aktivitasra utal az érintett célszervekben.
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23. Abra: A granzim B-felszabadulas vizsgdlata CD8+ CD45.1 OT-I—Act-mOVA
modellben.
Granzim B felszabadulas kévetése ELISA-val az aHSCT 0. napjan és az aHSCT-t koveto

4. napon az aGvHD altal érintett célszervekbol.

Ezutan egy Q-PCR alapit TREC assayt végeztiink annak eldontésére, hogy ezek a
CDA45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek valoban atestek-e klonalis expanzion, azaz valoban teljes
értékii, aktivalt effektor sejtekrdl van-e sz6 (24 Abra). Az elemzést kovetSen azt talaltuk,
hogy a 0. napi graft mintdhoz képest Oriasi visszaesés lathato a TREC szamban, ami azt
bizonyitja, hogy ezek a 4. napon kinyert, eredetileg tilnyomoérészt naiv graft eredetii
CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek atestek klonalis expanzion, elveszitették naiv fenotipusukat
és az Osszes aGvHD altal érintett célszerszervben mint expandalt, effektor tipusu,

citotoxikus aktivitasra képes sejtek vannak jelen.
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24. Abra: A naiv eredetii TREC fokozatos csokkenése CD8+ CD45.1 OT-I—Act-mOVA
modellben
A TREC szam kovetése Q-PCR segitségével az aHSCT 0. napjan és az aHSCT-t koveto
4. napon az aGvHD altal érintett célszervekbdl. A csillagok a szignifikans kiilonbséget
jelzik.
5.1.2.3 Transzkriptom analizis: A transzplantdalt CD8 + T-sejtek transzkriptom
profilja megerdsiti a naiv/effektor atmenetet, ugyanakkor kevés kiilonbséget

tar fel az aGvHD kiilonbiozo célszerveibe infiltralo CD8 + Teff-sejtek kizott
A transzkriptom analizis els6k kozott azt tarta fel, hogy a CD8+ CD45.1 OT-I—Act-

mOVA modellben, a graftbol szdrmazo CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek jelentds fenotipus
valtozason mentek keresztiil az aHSCT-t kovetd 4. napig az Act-mOVA recipiensben. A
Principal Component Analysis (PCA) kimutatta, hogy az aGvHD altal érintett
célszervekbodl, az aHSCT-t koveté 4. napon kinyert CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek
egymashoz kozel rendezddtek, fiiggetleniil attol, hogy melyik szervbol szarmaztak (25A
Abra) piros, z6ld, sziirke és barna pontok). Az 9sszes mintara vonatkozo variancia 60%-
at a 0. napi és 4. napi sejtcsoportok kozott kialakulé kiilonbségek adjak (25A Abra Z és
X tengelyek). A kiilonbségeket tovabb elemeztiik egyutas ANOVA és Benjamini-
Hochberg korrekcio (FDR <0.05) segitségével, majd Tukey’s post hoc teszttel (p <0,05).
Osszevetve a 0. napi graftbol, illetve a 4. napi célszervekbdl szarmazé CD45.1/0OT-I
CD8+ T-sejteket, 0sszesen 2514 kiilonb6zé modon expresszalodd gént taldltunk. A
leszabalyoz6dd gének kozott volt szamos olyan, melyek a naiv sejtekre jellemzoek (25B
Abra hétérkép teteje, példaul FOXP1), olyanok, amelyek a naiv—effektor dtmenet soran

tiintek el (példaul CD7), illetve, amelyek inkdbb a memoria sejtek stabilitasaért feleldsek,
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mint az effektor sejtek jellemz6i (IL15SRA). Mindamellett szamos az effektor sejtekre
jellemz6 gén felszabalyozodasa is lathato (25B Abra alja). Ilyenek példaul a kiilonbozo
effektor molekulédk (IFNy, GZMB, FASL), ciklinek (CCNA1, CCNB1, CCNB2, CCNEI,
CCNG?2) DNS polimeraz alegységek, melyek a klondlis expanzidhoz sziikségesek
(POLA1, POLG2, POLM), gének, amelyek az effektor T-sejtek taléléséhez fontosak
(IL2RA, IL2RB) és a rovid életidejti effektor CD8+ T-sejtekre jellemzd markerek (PERP,
25B Abra). Végiil a Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) elemzés megerésitette, hogy
a kiilonbségeket az okozta, hogy a graftbol szarmazé CD8+ T-sejtek az aHSCT-t kovetd
4. napra effektor fenotipusiva véltak (25C Abra). A vizsgalat azt is kimutatta, hogy a
szignifikans expresszios kiilonbséget mutatd gének mindig a Broad Institute’s MSig
adatbazis géncsoportjainak legmagasabb és legalacsonyabb részeiben dusultak fel a
valtozas irdnya és nagysaga szerint rendezve Oket, egyértelmiien megkiilonboztetve a

naiv és effektor T-sejteket egymastol.
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Komponens 1: Z-tengely: (a minta varianciajanak 50%-a) ‘
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Komponens 2: X-tengely: (a minta varianciajanak 17%-a)
Komponens 3: Y-tengely: (a minta varianciajanak 7%-a)

Graft P.Vér Vékonybél Tidd Maj
aHSCT+Nap 0 aHSCT+Nap 4
c KAECH GSE9650_ GSE15930_ KAECH_
NAIV_VS_ NAIV_VS~ NAIV_VS ~ NAIV_
NAP8_EFF_CD8_TSEJT_DN EFF_ cns TSEJT_DN 24H_IN_VITRO_STIM_CD8_TSEJT_UP DAY8_EFF_CD8_TSEJT_UP

L T N N
| F
NES -2.01 [/ NES-1.93 I [NES 1.85 NES1 70
FDR g-val <0.000 FDR g-val <0.000 'FDR g-val 0.021 & FDR q-val 0.038

IO R o T T s

Graﬁ aHSCT Mas aHSCT

ol RSHEe
25. Abra: CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek 0. napi graftjanak és az aHSCT-t kévets 4. napi,
célszervekbol szarmazo mintdinak génexpresszios profilozasa
A) A mintak varianciajanak haromdimenzios PCA elemzése. A kiilonbozo idopontokbol
es szervekbol szarmazo CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek az abran kiilonbozo szinekkel
vannak jelolve. Az abran a kiilonbozo tengelyek a minta varianciak elsé harom
komponensét abrazoljak a variancia %-aban, amit a képen jeleztiink.

B) 20 kivalasztott és standardizalt gén hétérképe, amelyek kiilonbozé modon
expresszalodtak és amelyek fontosak CD45.1/0OT-1 CD8+ T-sejtek naiv—effektor
dtmentében. Az egyre erdsebb piros szin mutatja az emelkedést, mig a kék szin a

csokkenést. Az abran a génnevek a HUGO szimbolumok alapjan vannak feltiintetve.
C) Ugyanezen adatkészlet GSEA vizsgadlata. Az egyes abrak a megfigyelheto legerosebb
korrelaciokat mutatjak a CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtek fenotipusdval, melyek a 0. és 4.

naprol szarmaztak, a gének eloszlasa alapjan, a Broad Intézet MSig adatbazisaban

meghatarozott szignifikans génszettek kozott.

A modell elég érzékeny volt ahhoz, hogy a szovetspecifikus CD8+ T-sejtek funkcionalis
jellemzoi is detektalhatok legyenek az aGvHD kialakulasa soran. Példaul a vékonybélbe
vandorlé miHA-specifikus graft CD8+ T-sejtek esetében olyan gének (IL2R alegységek

¢s ciklinek), amelyek a gyors klonalis expanzidhoz €s az azt kovetd T-sejt aktivaciohoz
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szlikségesek, kevésbé intenziven irodnak at, mint az aGvHD barmely mas célszervében
(25B Abra, sarga keret). Azonban a hasznalt elemszam mellett a kiilonb6z szovetekben
elhelyezkedd6 CD8+ T-sejtek fenotipusaban megjelend kiilonbségek nem érték el a
statisztikai szignifikancia szintet. Valoban, szamos tanulmany szamol be arrol, hogy
fenotipusbeli eltérések vannak a kiilonb6z6é a GvHD altal érintett célszervekbe vandorld
T-sejtek kozott (154, 167), illetve ezek a szovetspecifikus kiilonbségek képesek
befolyasolni a CD8+ memoriat is (168).

Ezzel egyiitt azonban vilagossa valt, hogy varakozasainkkal ellentétben az OT-I—Act-
mOVA aGvHD modell, a modellkiséreleteink elsédleges céljara, azaz a borbe és a
vékonybélbe vandorld6 CD8+ T-sejteknek az Gsszehasonlitod vizsgalatara alkalmatlannak
bizonyult. A jellegzetes bortiinetek elmaradasa, a kutan T-sejtes infiltracioi hianya és a
bor jellegzetes apopototikus érintettségének tavolléte egyértelmiien arra utaltak, hogy a
modell bar a human aGvHD célszerveinek nagy részét lefedi, azonban a bér aGvHD
kivaltasara, és ezaltal bor és bél CD8+ T-sejtek dsszehasonlitasara alkalmatlan. Ez a cél
antigén, vagyis az ovalbuminnak a széles korii, minden szervre kiterjedd expresszidjara
tekintettel igen meglepd eredmény volt, aminek feltehetd okait a Diszkusszioban
elemezziik. Figyelmiink a tovabbiakban a human aGvHD hasonl6 célu vizsgalata felé

fordult.

5.2 A CDB8+ T-sejtek bél és bér specifikus homing biomarkereinek azonositiasa
human aGvHD-ban
A CD8+ T-sejtek homingjaval kapcsolatban 3 {6 kérdésre kerestik a valaszt,

hipotézismentes, nagy ateresztOképességii teljes genomi vizsgalattal:

1. Alapkutatasi kérdésként kerestiink olyan markereket, melyek aGvHD-fiiggetlen
moddon csak a bélrendszerbe (ITGB7+) vagy csak a boérbe (CLA+) vagy egyik
szovetbe sem (CLA-/ITGB7-) vandorlo CD8+ T-sejteken jelennek meg.

2. C¢lul tiztiik ki olyan markerek felkutatasat, amelyek az aGvHD egyik szervi
érintettsége sordn jellemzdek.

3. Illetve olyan markerek feltarasat céloztuk, melyek valamely szovetbe vandorld
CDB8+ T-sejt populaciora és valamely szervi érintettséget mutato aGvHD-ra is egy
1d6ben jellemzdk, aminek prognosztikai jelentdsége van abban, hogy az aGvHD,

illetve annak stlyossaga vagy szervspecifikussaga megjosolhato-e.
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Jelen dolgozatban egyetlen marker, a PI16 alapkutatasi szempontbdl fontos marker

validalasa keriil bemutatasra.

5.2.1 Microarray sziirévizsgalat, elsddleges eredmények és validalasuk

5.2.1.1 A bér iranyv homingra programozott CD8+ T-sejtek a P116 mRNS-t fejeznek
ki humdn aGvHD-ban
A borbe és a vékonybélbe irdnyulé homingra programozott aktivalt human CD8+ T-

sejtek Osszehasonlitd vizsgalatdhoz a Modszerek szakaszban leirt modon, gytijtottiink
PBMC betegmintdkat aHSCT-n atesett 40 pacienstdl, 0sszesen 4 csoportban, azaz az
aGvHD-t6]1 nem ¢érintett (n=10), csak kutdn aGvHD-ban érintett (n=10), csak
gasztrointesztinalis aGVHD-ban érintett (n=10), és mind kutan, mind gasztrointesztinalis
aGVHD-ben érintett betegektdl (n=10). A mintak begytjtésére az aGvHD kialakuldsanak
idopontjaban, illetve a nem érintett csoportban az aGvHD kialakulasanak egyébként
tipikus 1ddszakaban keriilt sor. A betegek adatai a GEO adatokkal egylitt feltdltve
talalhatoak. A mintakbdl szarmazé6 PBMC-ket ezt kovetéen haromutas FACS
szortolasnak vetettiik ala, valamennyi csoport, valamennyi betegébdl elkiilonitve harom
T-sejt csoportot. Ezek a csoportok a bor homingot mutaté (Ly/LIVE/DEAD®-
/CD8B+/CLA+), a bél homingot mutatdo (Ly/LIVE/DEAD®-/CD8B+/ITGR7+), illetve
egyik el6z6 szovetbe sem vandorld (Ly/LIVE/DEAD®-/CD8B+/CLA-/ITGp7-),
referenciaként hasznalt CD8+ T-sejt csoportok voltak. A szortolas kézben alkalmazott
kapuzasi stratégia és a populaciok tisztasiga a 26A Abran lathato. Ezt kovetSen a
kiilonb6z6 CD8+ T-sejtpopulaciokbol RNS-t izolaltunk, majd kétkdrés RNS
amplifikacio segitségével tovabb erdsitettiik a jelet. E16szor ellendriztiik a felamplifikalt
mintdk intaktsagat €s tisztasagat, majd a mintdkat Osszehasonlitdé génexpresszids
vizsgalatnak vetettilk ala. A transzkripcios elemzést kovetden a harom CD8+ T-sejt
szubpopulacidt oOsszevetve egymadssal, Osszesen 62 eltéréen expresszaldodod gént
azonositottunk. Az eltéré expressziot mutatd gének hétérképe a 26B Abran lathato (26B
Abra Kétutas RM ANOVA, FDR <0.01), mig az analizis részletes eredményei a 9.
Tablazatban olvashatok). Mivel a GSEA ¢és egyéb halézat- és tutvonal-elemzési
probalkozasok nem voltak sikeresek, a tovabbiakban a géneket egyesével elemeztiik. A
legjelentdsebb kiillonbségeket mutatd gének koziil tovabbi validalasra, az irodalmi
adatokat is figyelembe véve a peptidaz inhibitor 16-ot (PI16) valasztottuk ki. (A 26B
Abrin csillaggal és piros négyzettel jeldlt.)
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26. Abra: Kiilonbozd szervekbe vandorlé CD8+ T. -sejtek (borbe vandorlo, bélbe
vandorlo és referencia T-Sejtek) haromutas FACS szortoldsa és dsszehasonlito gén
expresszios profilozasa négy kiilonbozo aHSCT betegcsoportban (Nincs aGvHD, kutdn
aGVHD, gasztrointesztinalis aGvHD, mindkét fajta aGvHD manifesztdcio egyidejiileg).
A) A kiilonbozé célszervekbe vandorlo CD8+ T-sejtek FACS szortolasi stratégidja és a
kinyert frakciok tisztasaga. Fent: egy nem szortolt minta Lent: szortolt frakciok:
Ly/Live/CDSB/ITGS7+ bélbe vandorlo, Ly/Live/CDS8B/CLA+ borbe vandorlo és
Ly/Live/CD8B/ITG p7-ICLA-_referencia. A szamok a kapun beliili szazalékokat
mutatjak.

B) A kiilonbozé betegtipusokbol FACS szortolt, a célszervekbe vandorléo CD8+ T-sejtek
génexpresszios profiljanak hotérképe. A hotérkép tetején a harom osszehasonlitott
CD8+ T-sejt homing csoport, alul pedig a kiilonbézé betegesoportok lathatoak. A
hotérképen az oszlopok az egyedi betegmintakat reprezentaljak, mig a sorok az egyes
géneknek felelnek meg. A halvanykék szin az alacsony, mig a sotétkék szin a magas
expressziot mutatja az atlaghoz képest. A hétérkép a kétutas RM ANOVA (FDR <0.01)
segitségevel azonositott, 6sszesen 62, kiilonbozo modon expresszalodo gént mutatja be.
Az abrazolt adatok SD normalizaltak. Az dbran osszesen 20 beteg, 4 betegtipusba
tartozo mintdjanak 3 felé szortolt frakcioi, vagyis osszesen 60 minta lathato. Csillag és

piros keret jeloli a PI16-0t.
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9. Tablazat: Borbe és bélbe iranyulo homingot végzo CD8+ T-sejt szubpopulaciok altal
kiilonbozo modon expresszalt gének listdja. A tablazat a legszignifikansabb gének
ANOVA FDR értékeit, az egyes T-sejt homing szubpopuldaciokban valo kifejezodésének
log?2 transzformalt geometrikus atlagat és a T-sejt homing szubpopulaciok paronkénti

osszehasonlitasanak szignifikancia értékeit mutatja be.

v madon gének listija, T sejt 6 &3 beteg tipus szerint
Név ANOVA FDR-e1 itlag dtta dtlag CLA- Péronkénti Sssrevetés
CLA+ ITGBT+ /ITGB7-

[eotidase inhibior 16 <0.0001 ] 151 FE CLA+ v, TGET+ _CLA* vz, CLAJITGET-

ripartite matif contsining 5§ <0.0001 137 156 156 CLA+ vz ITGET+__B7+vs. CLA-ATGET-
Ecnlir 1 <0.0001 515 340 FEN CLA+ vz, TGET+__CLA vz CLA/ITGET-

calin £ <0.0001 7353 336 287 CLA+ vz TGET+ _CLA® v CLA/ITGET-
5100 calcium binding arotein AR <0.0001 072 536 550 CLA+ vz TGBT+ _CLA* va. CLA/ITGET-

in tyrosine ki <0.0001 534 3.0 471 CLA® vz TGET+ _ B7+vs CLAJITGET- _CLA: va CLA/ITGAT-
<0.0001 i) 141 257 CLA+ vz, TGET+__CLA* vz CLA/ITGET-

ekacyte imm unaglobulin like recestor B3 <0.0001 i 107 25 CLA+ vz, TGET+__CLA* va. CLA/ITGET-
[z=rpin family & member 1 ‘0.0001 135 111 250 CLA+ vz, TGET+ _CLA* va. CLA/ITGET-
CD28 malecule ‘0.0001 513 530 356 B7+ vs. CLA/ITGAT- _ CLA+ vz CLA/ITGBT-
chaste-scuts family SHLH tranzerigtion factor 2 ‘0.0001 201 3.05 528 57+ vs CLA/TGET-
eursl call sdhesion molzcule 1 6.0001 357 131 79 LA+ v, MGET+__ CLAY vz, CLAJITGET-
5100 calcium binding arotein ALL 0.0002 157 23 287 CLA+ vs. CLAITGET-
[Enaspholipese B comein cantsining L ‘0.0002 221 21 228 CLA+ vs. CLAYITGET-
[PENA clamp sazocintea factor 0.0003 578 .47 357 B7- vs. CLA/ITGAT- _ CLA+ vz CLA/ITGAT-
[Cype Vectin domsin family T member & 5.0003 ) 351 337 CLAs va. TGETE

[T-cell lymphome invasion and metastasis 1 0.0003 3.43 2.08 2.07 CLA+ vs. ITGBT+__ CLA+ wa. CLA-/ITGBT-
[myelid cell nuclear differentiation antigen 00006 37 2.05 229 CLA® vs. ITGBT+  CLA+ ws. CLA-/ITGET-
MP idnse inhibitor 2 00006 401 2.23 263 CLA# v=. ITGBT+  CLA+ ws. CLA-/ITGET-
colony stimulating factor 1 recaptor 0.0007 412 2.12 2.86 CLA+ vz ITGET+

baculoviral IAP repest containing 5 0.0007 [H 4.42 25 B7+ ws. CLA-fITGE7- _ CLA+ws. CLA-/ITGET-
killar cell lectin like receptor £1 0.0007 574 3.38 386 CLAs vz ITGBT+  CLA vz CLA-ITEET-
CD14 molecule 0.0007 428 22 276 CLA+ vs. ITEBT+

PAT1 homolog 2 0.0007 3.23 3.99 462 CLA+ vs. CLA-/ITGB7-

Rho gusnine nudeotide exchange factor 40 0.001 341 2.13 242 CLA+ vs. ITGB7+ _ CLA+ vs. CLA-/ITGBT-
cathepsin H 0.0011 39 144 263 CLA+ vs. ITGB7+

haptoglobin 0.0013 345 P’} 243 CLA+ vs. ITGB7+ _ CLA+ vs. CLA-/ITGB7-
protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 1 0.0014 406 311 252 CLA# vs. CLA-/ITGB7-

|thymidylate synthetase 0.0014 473 43 236 B7+ ws. CLA-fTTGE7-  CLA+ ws. CLA-ITGB7-
insulin Bke growth factar binding protein 7 0.0015 356 213 229 CLA# vs. ITGB7+ _ CLA+ vs. CLA-/ITGBT-
zinc finger protein 683 0.0015 682 5.93 827 B7+ ws. CLA-TTGET7-

complement factor properdin 0.0016 579 3.76 445 CLA+ vs. ITGB74+

[-c=ll lzukemiz/lymphoma 14 0.0016 342 4.85 3.06 B7+ ws. CLA-/TTGE7-

complement factar D 0.0017 357 114 279 CLA+ vs. ITGB7+

Ealectin 1 0.0018 797 5.55 547 CLA# vs. ITGB7+ __ CLA+ vs. CLA-/ITGB7-
LIM and cysteine rich domains 1 0.0018 323 235 207 CLA+ vs. CLA-/ITGBT-
neuroolastoms 1, DAN family BMP antaganist 0.0019 279 1 21 CLA+ vs. CLA-/ITGB7-

baxypeptidase 1 0.0021 1.2 .81 2.69

CLA+ vs. CLAITGET-

cycle 45 00021 3.6 3.26 2.06 B7+ vs. CLA-fITGHT- _ CLA+ws. CLA-/ITGET-
| in subunit alpha 2 0.0022 8.09 6.53 5.08
|Lu8L2, scribble cell polerity complex component 0.0023 3.68 4.34 5.02 CLA+ vs. CLA-/ITGET-
C-type lectin damain family 1 member B 0.0024 295 2.08 236 CLA+ v, ITGET+
0.0026 463 258 348 CLA# v=. ITGBT+ __ CLA+ wa. CLA/ITGET-
0.003 398 2.73 46
0.0032 394 2.46 252 CLAs vz ITGBT+  CLA vz CLA-ITGET-
0.0032 5.06 3.71 433 CLA+ vs. ITEBT+
00036 3.81 2.68 235 CLAs vz ITGBT+  CLA+ ws CLA-ITGET-
hemozlobin subunit alpha 2 0.0042 743 6.06 B4l
ZW10 interacting kinetochore protein 0.0052 3.66 327 204 B7+ vs. CLA-/TTGB7- _ CLA+ ws. CLA-ITGBT-
msialoglycoprotein receptor 1 0.0057 357 134 224 CLA+ vs. ITGB74+
leucine rich repent neuronal 3 0.0065 232 3.26 236 CLA+ vs. ITGE7+ _ B7+ws. CLA-AITGE7-
urotensin 2 0.0065 333 2.52 234 CLA# vs. ITGB7+ __ CLA+ vs. CLA-/ITGBT-
galectin 3 0.0069 5 35 414 CLA+ vs. ITGB7+
annexin A2 0.0069 603 481 442 CLA+ vs. CLA-/ITGB7-
|fatty ecid binding pratein 5 0.0069 315 in 233 B7+ ws. CLA-fTTGE7-  CLA+ ws. CLA-ITGB7-
hemoglobin subunit zsmma 1 00069 529 354 5.44
=olute carrier family 25 member 37 0.0082 315 2.7 3.76 [E7= = CLA-fITGE7-
interleukin 13 receptor subunit alpha 1 00085 375 .43 251 CLA+ vs. ITGB7+  CLA+ vs. CLA-/ITGBT-
selenium binding protein 1 0.0086 404 3.28 465
sulfatase 2 0.0091 528 3.83 436 CLA+ vs. ITGB7+

mctivator of H5P20 ATFaze namolog 2 0.0091 4 3.01 3.28 CLA+ vs. CLA-ITGE -
[GINS complex subunit 1 0.0091 517 .84 213 [B7+ v=. CLA-{TGET- _ CLAY va. CLAITGAT-

Riwidittsek: ANOVA: variancia analizis, FOR: false discovery rate, CLAA cutan limfacita-asszociah antigén, ITGBT: integrinh?

5.2.1.2 A PI16 emelkedett expresszidja a bor homingot mutato C... . .-Sejtek
sajdtossdga és fiiggetlen az aGvHD szervi érintettségétol.
Az 0Osszehasonlitd transzkriptom analizis kimutatta, hogy a PI16 mRNS tébb, mint

kilencszer nagyobb mennyiségben expresszalodik a boér homingot mutatd
(CD8pB+/CLA+) szubpopuléci6 esetén, mint a bél homingot végzd, vagy a referencia T-
sejtek esetében (27B Abra). Ezt latva elséként kivancsiak lettiink arra, hogy ez a bérbe
vandorlo T-sejteken megfigyelt, emelkedett PI16 expresszioé az aGvHD-nak esetleg csak

a bort érinté manifesztacidjaban alakul ki (csak kutan aGvHD) vagy minden, a bort is
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crer

az aGvHD-ra altalanossagban, esetleg valamennyi aHSCT-s betegre jellemz6 (27B Abra,
Kétutas RM ANOVA, p <0,0001). Megallapitottuk, hogy a bér-homingot mutatd T-sejt
szubpopulacioban a PI16 mind a hiarom aGvHD csoportban (kutan aGvHD,
gasztrointesztinalis aGvHD, mindkét fajta aGvHD manifesztacio egyidejiileg), illetve az
aHSCT-n atesett, de aGvHD altal nem érintett betegcsoportban is emelkedett expressziot
mutatott. Ezek az adatok tehat azt mutattak, hogy a bérbe vandorlé T-sejteken emelkedett
P116 expresszio nem korlatozodik semelyik aGvHD szervi érintettségre, sot a jelenség
aGvHD-kapcsolt fenoménnak sem tlinik, 1lévén az aGvHD-mentes aHSCTs
kontrollcsoportban is reprodukalhaté volt. Ezeket az eredményeket Q-PCR segitségével
is meg tudtuk er8siteni (27C és D Abra, Kétutas RM ANOVA, p <0,0001). Végiil a flow
citometrias mérések is alatamasztottak az RNS- szinten kapott eredményeket, miszerint
a PI16 fehérje expresszidja 10,9x gyakoribb volt a CLA+/CD8+ szubpopulacioé esetében,
mint a referencia csoportban (27E-G Abra), mig az ITGB7+/CD8+ csoporttal
Osszehasonlitva 5,2x-es emelkedést tapasztaltunk (27E Abra, Kétutas RM ANOVA,
p=0,0004). Ez a fehérje-szintli megfigyelés, teljes 6sszhangban az RNS adatokkal, ismét
minden vizsgalt betegcsoport esetében igaznak bizonyult, fiiggetleniil az aGvHD szervi
érintettségétdl (27F Abra, Kétutas RM ANOVA, p=0,9388). Ezek a megfigyelések azt
sugalltak, hogy a P116 a bér homingot mutaté CD8+ T-sejt populacidhoz tarsult, teljesen
fiiggetleniil az aGvHD szervi manifesztaciojatol, vagy akar az aGvHD mint olyan

kialakulasatol is.
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27. Abra: A PI16 kapcsolatanak vizsgdlata a CD8+T-sejt szervi homing

szubpopulaciokkal és aGvHD szervi érintettséggel microarray, Q-PCR és flow

citometria segitségével.

A) C) és E) A PI16 vizsgalata aHSCT-n atesett betegek mintdin, a kiilonbozé T-sejt
szubpopulaciok szerint, nevezetesen a borbe (CD8+/CLA+), a bélbe (CD8+/ITGB7+),
illetve egyik elobbi szervbe sem vandorlo (CD8+/CLA-/ITGf7-) populacidkon

microarray, Q-PCR és flow citometria segitségével. Jol lathato, hogy a PI16 emelkedett

expresszioja a borbe vandorlo (CD8+/CLA+) T-sejt szubpopuldacio jellemzdje, RNS és
fehérje szinten is. (Egyutas ANOVA FDR korrekcioval, ***p <0,001)
B) D) és F) A PI16 vizsgalata a kiilonbozoé betegtipusok szerint, kutan aGvHD,

gasztrointesztinalis aGvHD és mindketto kutan + gasztrointesztindlis aGvHD esetén,

illetve az aHSCT-n dtesett, de aGvHD kialakulas nélkiili csoportban, microarray, Q-

PCR és flow citometria segitségével. A P16 emelkedett expresszioja betegség

ticgetlentil a borbe vandorlo CD8+/CLA+ T-sejt szubpopulacio jellemzoje. (Kétutas
g8 ] pop J )]
RM ANOVA FDR korrekcioval, * p <0,05, ** p <0,01, ***p <0,001)

G) Reprezentativ flow citometrias méreés egyetlen beteg mintajan. A szamok a kapuzott

T-sejtek szazalékos gyakorisagat mutatjak a jelzett kapuban.
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5.2.1.3 A PI16 fehérje tirsuldsa a bér homingot mutaté CD8+ T-sejt
szubpopuldcioval egészségben és betegségben
Mivel az eldzdekben részletezett eredmények alapjan azt tapasztaltuk, hogy a PI16

emelkedett expresszioja robusztusan, aGvHD-fiiggetlen modon asszocial a bdrbe
vandorld6 CD8+ T-sejtek homing fenotipusaval, kivancsiak lettiink, hogy az RNS- és
fehérjeszinten kapott eredményeinket esetleg meg tudjuk-e erdsiteni aHSCT-n at sem
esett, teljesen egészséges véradok mintdin is. Ezzel tisztazni szerettiik volna, hogy a P116
emelkedett expresszigja az aHSCT kovetkezménye, vagy egy csak aHSCT-ben
megfigyelhetd jelenség-e, vagy inkabb a bdrbe vandorlé CD8+ T-sejtek bona fide
betegség-fiiggetlen, akdr univerzalis markere lehet. Ennek eldontésére egészséges
onkéntesek vérmintaibol el6szér PBMC-ket, majd a harom CD8+ T-sejt szubpopulaciot
(b6r homingot mutat6, bél homingot mutato és referencia csoportok) is ismét izolaltuk. A
flow citometrias mérések megerdsitették a microarray adatokat, s6t, egészséges
véradokban a PI16 kifejezddése tekintetében még robusztusabb emelkedés latszott az
egyes homing szubpopulaciok kozott, mint az aHSCT-n atesett betegek mintéi kozott. A
bérbe vandorlo CD8+ T-sejt szubpopulacié esetén a sejtek atlagosan 63%-a volt P116+,
amely 13,3x-osa volt a bélbe vandorlo és 7,5x-szerese a referencia szubpopulacioban
kapott eredményeknek (28. Abra: Kétutas RM ANOVA, p <0,0001). Ezek az
eredmények azt mutattak, hogy a PI16 kifejez6dése a borbe vandorlo CD8+ T-sejt
szubpopulacid alapvetd, ¢€s egészséges immunrendszerben még kifejezettebb
jellegzetessége, amely fiiggetlen az aGvHD, illetve az aHSCT hatasatol (28. Abra). A
tovabbiakban ezért a PI16-nak a bdrbe vandorld T-sejtekben jatszott szerepének

vizsgalatat egészséges véradok mintdin folytattuk tovabb.
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28. Abra: A P16 kifejezbdésének vizsgalata egészséges vérdonorok bérbe
(CD8+/CLA+), bélbe (CD8+/ITGB7+), és sem borbe, sem bélbe nem vandorlo
(CD8+/CLA-, ITGB7-) referencia CD8+ T-sejtjein, flow citometridval. Fent: kapuzdsi
stratégia, a szamok a kapuba esé sejtek szazalékos értékét mutatjak. Balra: egy
reprezentativ minta CD8+ T-sejt homing szubpopulacioi. Jobbra: 7 egészséges

verdonor mintdajanak egyutas RM ANOVA vizsgalata FDR korrekcioval, ***p <0,001.

5.2.2 A PI16, mint a bérbe vandorlé CD8+ T-sejt szubpopulacié jellemz6
markerének validalasa egészséges mintakon

5.2.2.1 A PI16 kizarélagos jellegzetessége a nem naiv, borbe vandorlo T-sejteknek,
mely a borbe lépést kovetoen is stabil marad
Mint az el6zdekben lathattuk, elsddleges adataink alapjan a PI16 a bérbe vandorlo, vagyis

a CLA+/CD8+ T-sejtek jellegzetességének tiint. Mivel azonban a CLA nem egy kizardlag
T-sejteken kifejez6dd marker, hanem szdmos maés leukocitan is megtalalhato, tisztdzni
szerettiik volna, hogy a PI16 kifejez6dése pusztdn a CLA-hoz kéthetd, azaz mas CLA+
sejtcsoportokon is megjelenik, vagy kizarolag a boérbe vandorld T-sejtekhez kapcsolt
jelenség. Flow citometrids analizisben sikeriilt igazolnunk, hogy a PI16 emelkedett
expresszidja T-sejt specifikus, hiszen csak a CD8+ és CD4+ T-sejtekre korlatozodik, mig
CLA-t expresszald NK-sejteken vagy monocitakon valdé megjelenése elhanyagolhat6 volt

(29. Abra). Ez az eredmény azt mutatja, hogy a PI16 a T-sejtekhez kapcsoltan,
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kizardlagosan a bérbe vandorld T-sejteken, €és nem pusztan CLA fiiggd modon jelenik

meg.

CD8+ T sejtek CD4+ T sejtek NK sejtek  Monocitak
89 0.67

10.2] 0.09

29. Abra: A PI16 vizsgdlata kiilonbozé CLA+ PBMC sejtpopuldcidkon, flow citometria
segitségével. Vizsgalt T-sejtpopuldciok balrél jobbra haladva: CD8+ T-sejtek, CD4+ T-
sejtek, NK-sejtek, monocitak. A szamok a sejtek szdazalékos értékeit mutatjak. a P116 a
T-sejtekhez kapcsoltan és nem CLA fiiggd modon jelenik meg, igy kizarolagos a borbe
vandorlo T-sejteken

Ezt kovetden kivancsiak voltunk, hogy ezeknek a CD8+ T-sejtek milyen érettségi
allapotara jellemz6 a PI16 kifejezddése, igy Gjabb flow citometrids mérést végeztiink,
ahol 0sszehasonlitottuk egymassal a P116+ és P116- CTL frakcidkat. Azt talaltuk, hogy a
PI16 kifejezddése elsésorban a CD45RO+, CD127+, CD25+ pozitiv sejtek jellemzdje,
mig a Granzim B+ és CD69+ pozitiv sejtek esetében kifejezddése ritka illetve igen
gyenge volt (30. Abra). Szamos marker esetén, mint példaul az IFNy vagy a CD40L
esetén a két frakcio kozott nem volt kiillonbség (nem abrazolt). Ezek az eredmények azt
mutatjadk, hogy a PI16 jelenléte a sejtfelszinen elsdsorban inkabb a nyugvo, nem
naiv/memoria fenotipusu CD8+ T-sejtek jellegzetessége, mintsem a nemrégiben

aktivalodott, aktivan citotoxikus effektor sejteké.
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30. Abra: A PI16+ és P116- populdciok dsszehasonlitdsa flow citometria segitségével. A
PI116 termelédés inkabb a memoria tipusu borbe vandorlo CD8+ T-sejtek
jellegzetessege. Parositott T teszt, **p <0,01 ***p <0,001.

Ezt kovetdéen kivancsiak voltunk, hogyha a PI16 tényleg a bérbe vandorlo T-sejt
szubpopulaciok jellegzetessége, akkor vajon mi torténik a PI16 termelddésével a
borszovetbe vald belépést kdvetden. Az irodalombdl mar ismert, hogy példaul a CLA,
mint homing marker expresszidja a borbe 1épést kovetden is folyamatosan megmarad
(169), mig az 04B7 integrin esetén a bél szovetbe 1épést kdvetden az a4 integrin lanc
gyors leszabalyozodasat lathatjuk (170). Magyaran a T-sejtes homing markerek egy
részére kifejezetten jellemzd a célszervben vald stabil expresszid, mig masokra nem:
kérdésiink tehat az volt, hogy a PI16 vajon a kettd koziil melyik kategoriaba sorolodik. A
vizsgalatokhoz human bér biopszidkat vizsgaltunk multiparametrikus fluoreszcens
konfokalis mikroszkopiaval, és azt talaltuk, hogy a CD8+/CLA+ T-sejtek a bérben is
expresszaltak a PI16-ot (31. Abra).
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31. Abra: A CD8+/CLA+ T-sejtek és a PI16 protein térbeli eloszldsa az egészséges

Pl16-
APC

40x nagyitas

borben: fazis kontraszt mikroszkopia és konfokalis mikroszkopia, tobbszinii fluoreszcens
immunhisztokémia. A) Az epidermisz és a dermisz hatara B) A fluoreszcensen festett T-
sejtek elhelyezkedése a két rétegben. C) A B) kép I-1V szekcidjanak nagyitasa lathato. I-
11 a dermiszt, mig a IlI-1V az epidermiszt mutatja. Festés: Sejtmag-DAPI, CLA-FITC,
CD8p-eFluor 570 és PI16-APC.
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Osszhangban méasok megfigyelésével (171), az epidermiszben a P116-nak nagyon gyenge
vagy teljesen hidnyzd expresszidjat lattuk, mig a dermiszben a protein elszort
megjelenése volt megfigyelhetd. Eredményeink szerint ez az elszort PI16 jel egyértelmi

kolokalizaciot mutatott a CD8+/CLA+ T-sejtekkel (31. Abra).

5.2.2.2 A PI16 intracellularis lokalizacidja a bér homingot mutaté CD8+ T-sejtek
membranjara korlatozott, és kikotése GPl-horgonnyal torténik
A vizsgalataink kezdetén igen kevés informacid allt rendelkezésiinkre a PI16 fehérje

funkcidjaval és lokalizacidjaval kapcsolatban. Maga a fehérje legeldszOr, mint a
prosztatarak egy szolubilis markere keriilt leirasra (172). 1dokdzben azonban mas
tanulmanyok beszamoltak a PI16 membrankotott (173) illetve GPI-horgonyzott (174)
formairol is példaul a Treg sejtek felszinén, avagy egér fibroblasztok esetén. Végiil egyes
adatbazisokban, mint feltehetéen integrans transzmembran doménnel rendelkezd protein
szerepelt. Ezért mindenképp fontosnak talaltuk a bérbe vandorldo CD8+ T-sejtek esetén is
megvizsgalni a P116 intracellularis lokaliz4cigjat, illetve a membréannal vald viszonyanak
tisztazasat. Ehhez flow citometriaval és konfokalis mikroszkdpidval végeztiink
vizsgalatokat. A konfokalis vizsgalathoz CD8+ T-sejteket szortoltunk, és azt talaltuk,
hogy a P116 a CD8+/CLA+ T-sejtek plazmamembranjaban helyezkedik el, am nem mutat
tiszta kolokalizaciét a CLA-val (32A Abra). Mindez ismételten arra utal, hogy bar a
marker a CLA+ T-sejteken jelenik meg, a CLA-val sem szabalyozas, sem lokalizacio
tekintetében nem szorosan kapcsolt vagy tarsult fehérjérdl van sz6. Ezt kdvetden mar csak
az maradt kérdéses, hogy a fehérje a membranba transzmembran doménen keresztiil,
avagy GPIl-horgonnyal kapcsolddik. Ennek kideritésére kiilonbozé dozisban alkalmazott
bakteridlis PI-PLC kezelésnek vetettiik ald a sejteket, mely a GPI horgonyok
leemésztésére képes, azonban az integrans membrandoméneket nem karositja, majd flow
citometriaval kovettiik a sejtfelszini PI16 jelben bekdvetkezd valtozasokat. Egyértelmiivé
valt, hogy a PI16 a sejtek felszinérdl a PLC kezelést kovetden dozisfliggd mddon eltiinik,
hasonloan a pozitiv kontrollként hasznalt CD59-el, amely egy ismert GPI horgonyzott
fehérje. Ezzel szemben a negativ kontrollként hasznalt CDS8 esetében, amely kdzismerten
nem GPIl-horgonyzott, nem latunk ilyen hatast. Mindebbdl vilagossa valt tehat, hogy a
PI116 GPI-horgonyon keresztiil kapcsolodik a boérbe vandorldé CD8+ T-sejtek
membranjiba (32B Abra).

112



DOI:10.14753/SE.2019.2335

Kezeletlen 10“MPLC 102MPLC 10°MPLC

7.81 6.03 2.66 0.19
s
i @ E
o 91.2 89.8 70.1 66.6
a
4 e g e

12.6 12.5 19.5 12.2
Q
)
o

FSC

32. Abra: A P116 CD8+ T-sejtekben torténd intracelluliris disztribiicidjanak, és
membrankotodés modjanak vizsgalata.

A) MACS szortolt CD8+ T-sejtek faziskontraszt, monokrom (PI16) és haromszinii
(P16, CLA és CDS) fluoreszcens mikroszkopidja. Kék szinnel a CDS, zéld szinnel a
CLA, mig piros szinnel a PI16 van jelolve. A PI16 a bérbe vandorlo CD8+ T-sejtek

membranjdaban helyezkedik el.
GPI horgonyok emésztése kiilonbozo dozisu bakterialis PI-PLC hozzaadasaval tortént.
A PI16 mellett két kontrollt is alkalmaztunk: CDSp, mint negativ kontroll (nem GPI
horgonyzott) és CD59, mint pozitiv kontroll (GPI-horgonyzott). A szamok az adott

dozisu kezelés mellett még az adott markerre pozitiv sejtszam szazalékokat mutatjak.
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5.2.2.3 A PI16 szabdlyozdsa a bérbe vindorlé CD8+ T-sejtekben

5.2.2.3.1 A PI16 szabalyozasa fiiggetlen a CLA-étol és az egyéb ismert T-sejt
homing markerekétol
Ezt kovetdéen kivancsiak voltunk, hogy mely folyamatok vesznek részt a PI16

szabalyozasaban, azaz megjelenésében a borbe vandorldé CD8+ T-sejteken, avagy
forditva, alternativ hipotézisként, esetleges szupresszidjaban a bélbe és egyéb szervekbe
vandorl6 CD8+ T-sejtek felszinén. Az irodalomban mar régen leirasra keriilt, hogy
aktivalt CD8+ T-sejtek homing programjait erdsen befolyasoljak, ha meg nem szabjak az
antigént prezentald APC-k, els6sorban DC-k és azok mediatoral.

Ismert, hogy aktivalodo T-sejtek in vitro expozicidja az antigént prezentaldo DC-k altal
termelt D3 vitaminra vagy retinsavra bizonyos, bar nem az 0sszes bor- €s bélirdnyu
homingban résztvevd markerek megjelenését befolyasolhatja, fokozhatja, illetve
gatolhatja. Ennek oka, hogy e kétféle homing program bevésddése egymast kolcsondsen
kizaré folyamat, amelyben adott szabalyozo6 faktor nem csak az altala kivaltott program
elémozditasaval, hanem az alternativ homing programok gatlasaval is hathat. (175, 176).
Ebbdl a megfontolasbol kivancsiak voltunk arra, hogy ezek a faktorok jatszanak-e
valamilyen szerepet a PI16 szabalyozasaban, kifejezodésének erdsitésében vagy
gatlasaban.

In vitro aCD3/28, IL-2 illetve IL-12 jelenlétében aktivalt CD8+ T-sejteket, vitamin D3-
ra és retinsavra exponalva, kontroll kisérletekben meggy6zodtiink rola, hogy a kezelések
jol miikodtek. Az irodalomban leirtaknak megfeleléen a D3 vitamin, mint a bér-homingot
elémozditod faktor képes volt emelni a CLA expresszidjat (33A Abra Kétutas RM
ANOVA, p=0,0049) és aktivalni a CCR10 megjelenését (33B Abra Kétutas RM
ANOVA, p=0,0015), mig az aktivalt CD8+ T-sejteken, a retinsav csokkentette a CLA
kifejez0dését. Ezzel egyiitt azt talaltuk, hogy sem a D3 vitamin, sem pedig a retinsav nem
volt hatassal a PI16 termelddésére (33C Abra). Jol latszott tovabba az is, hogy az
aktivalasra hasznalt aCD3/CD28 a PI16 nagyon gyors leszabalyozddasat okozta az
aktivalt CD8+ T-sejtek felszinén (33C Abra).

Mindez ismét aldhtizta azt, hogy a P116 a CLA-t6l fliggetlen, attdl nemcsak sejtek kozotti
vagy sejten beliili disztribuciojaban, hanem még szabalyozasidban is eltérd homing
marker, illetve azt is, hogy a PI16 inkébb a nyugv6 memoria jellegli, mintsem a granzim
B+ citotoxikus, effektorsejtek markere. A standard, altalunk is alkalmazott aCD3/28+ IL-

2 aktivacios protokollok ugyanis elsdsorban a frissen aktivalt, granzim B+, citotoxikus,
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elsésorban PI16- effektorsejtek képzodését tamogatjak mintsem a nyugvo, gyakrabban

PI16+ memoriasejtekét.
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33. Abra: A PI16 expresszié szabdlyozdsanak vizsgalata aktivalt, naiv CD8+ T-
sejteken. Alkalmazott kezelések: vitamin D3 és retinsav (RA). Vizsgalati idépontok:
aCD3/28+ IL-2 aktivdcio napjatol (0. nap) a 8. napig, kétnaponta. A) a CLA, B) a

CCRI10 és C) a Pl16 expressziojanak szintje az aktivaciot kovetoen, a kétféle

vitaminkezelés mellett, illetve kontroll sejtekben.

Miutén lattuk, hogy a DC mediatorai nincsenek hatassal a P116 expressziojara, kivancsiak
voltunk, hogy esetleg a helyi epithélium és az abbol szarmazdé mediatorok
befolyasolhatjdk-e a P116 megjelenését. Egy nagy feltiinést keltett cikkben ugyanis azt
vetették fel, hogy akar a bor epithélium sejtjei altal kibocsajtott szolubilis mediatorok is
képesek lehetnek elérni a legkdzelebbi nyirokcsomokat, és ott hozzajarulhatnak a CD8+

T-sejtek bor iranyt homingra programozasaban, amennyiben fokozzak CLA és CCRS
expresszidjukat (177).

Ennek tesztelésére CD8+ T-sejteket aktivaltunk, majd kokultiraban tartottuk ket €16 bor
explantatumokkal és 3D bél organoidokkal, ismét feltételezve azt, hogy bor epithél sejtek
esetleg tamogathatjdk, mig béleredetii sejtek esetleg ¢éppen ellenkezdleg,
leszabalyozhatjak a PI16 kifejez6dését az elkotelez6dé CD8+ T-sejteken. A
kontrollkisérletek tanusdga szerint a kisérleti rendszerek itt is miikodtek, hiszen a bor
explantatum képes volt, igaz kis mértékben, emelni a CLA expresszidjat, még a bél

organoidok jelenléte a B7 integrin kifejezésének fokozodasat okozta. Am sem a bér, sem
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pedig a bél epithél sejtek jelenléte nem befolyasolta a P116 megjelenését a frissen aktivalt

CD8+ T-sejteken (34A és B Abra Kétutas RM ANOVA p> 0,05).
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34. Abra: A bér és a bél jelenlét szabdlyozé hatasanak vizsgdlata a bér- illetve bél
homing markerek és a Pl16 expresszidjara.
A) A bor explantatum jelenlétének hatasa az aktivalt CD8+ T-sejteken elhelyezkedo
CLA, CCRS és PIl16 expressziojara 4 napos kokulturat kévetoen.
B) Bél organoid jelenlétének hatdsa az aktivalt CD8+ T-sejteken talalhato CLA, ITGB7
és P116 expresszidjara 4 napos kokulturat kovetéen.

Mindkét esetben az oszlopok a szazalékos pozitivitast mutatjak a 0. napi, aktivalatlan

kontrollhoz képest. Statisztika: FDR korrigalt kétutas ANOVA, * p <0,05, ** p <0,01,
***n <0,001.

Tehat 6sszességében elmondhato, hogy a PI16 szabalyozasa a bérbe vandorlo CD8+T-
sejteken fliggetlennek bizonyult minden olyan ismert, irodalomban leirt faktortol,
amelyek szerepet jatszanak mas bOr-homing markerek megjelenésében, és kiilonosen,

illetve egyértelmiien fiiggetlen azoktol, amelyek fontosak a CLA befolyasolasaban.

5.2.2.3.2 A PI16 aktivacio-fiiggo eltiinése a citotoxikus effektor sejtekrol gyors,
szorosan kontrollalt, RNS szinten-szabalyozott folyamat
Az elézbek alapjan elmondhato, hogy a PI16 szabalyozasaban semmilyen ismert homing

faktor nem jatszik szerepet. A PI16-ra egyediil az aktivacionak volt hatasa, lévén a
citotoxikus effektor sejtté érés a P116 gyors eltlinését okozta a bérbe vandorlé CD8+ T-
sejteken (33C Abra). Mivel korabban kimutattuk, hogy azok a bérbe vandorlo CD8+ T-
sejtek, melyek expresszaljak a PI16-ot, valgjdban nyugvo, nem citotoxikus, memoria-

szerli fenotipust mutatd6 CD45RO+ T-sejtek (30. Abra), kivancsiak voltunk, hogyha
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ezeket a memoria-jellegli sejteket ujra aktivaljuk, és citotoxikus effektor sejtekké
alakitjuk, akkor mi torténik a PI16 expressziojaval. Azt talaltuk, hogy a CD45RO+ T-
sejteket aCD3/28-al és IL-2-vel Gjra aktivalva a P116 expresszidé majdnem teljes eltiinése
kovetkezett be az aktivacidt kovetd 48 oran belil (35A Abra Kétutas RM ANOVA,
p=0,0002).

Ezutan szerettiik volna felderiteni a mechanizmust, ami a PI16 eltiinésének hatterében all.
Figyelembe véve, hogy a PLC aktivacio a T-sejt aktivacio elengedhetetlen része, és nem
csak a kezelésként adott bakteridlis PI-PLC, hanem az eukariota szingalizdcioban
résztvevé PLC is képes dezintegralni a GPI horgonyokat, azt feltételeztiik, hogy a PLC
utvonal aktivacidja a T-sejtekben talan a GPI horgony levagasan keresztiil szerepet
jatszhat a PI16-nak a sejtek felszinérdl valo eltlinésében. Alternativ hipotézisiink volt,
hogy ez egyéb GPI-horgonyt levagd enzimek révén, vagy esetleg a horgonytol
fiiggetleniil, a protein sejtfelszinrdl vald endocitotikus visszahivasaval is megtorténhet

akar.

Ezért tovabbi kisérleteink soran a CD8+ T-sejt reaktivacio alatt egyrészt gatoltuk a PLC
aktivitast U-73122-vel, masrészt gatoltuk az angiotenzin konvertald enzim (ACE), egy
alternativ GPI eltavolitdo enzim aktivitasat Captoprillel (178, 179), illetve a dinamin
inhibitor Dynasore segitségével leallitottuk az endocitozist, hatha igy gatolhaté a P116

eltlinése a T-sejt aktivaciot kovetden.

Azt talaltuk, hogy a PI16 aktivacio soran bekovetkezett eltlinése nem volt gatolhato egyik
reagenssel sem, tehat sem a PLC inhibicid, sem az endocitozis blokkolasa, sem pedig
ACE gatlasa nem volt hatassal a jelenségre (35B Abra). Ezt kovetden megvizsgaltuk az
aktivacio hatasat RNS szinten is Q-PCR-el és azt talaltuk, hogy aktivaciot kovetden a
CD8+ T-sejtek szinte azonnal besziintették a P116 mRNS expresszidjukat, amit szorosan
kovetett a fehérje szintii eltiinés a sejtek membranjabol (33C Abra). Ezen adatok azt
mutatjak, hogy a boér homingot mutatd6 memoria fenotipusi CD8+ T-sejtek
ujraaktivaciojuk sordn gyors transzkripcidos downregulacidoval veszitik el PI16
expresszidjukat, és az eltlinés nem fehérje endocitozissal vagy a GPI horgony levagodasa

révén megy végbe.
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35. Abra: A CD45RO+/CD8+ T-sejtek ujra aktivicidjanak hatisa a PI16 expressziora
és a folyamat mechanizmusanak vizsgalata.

A) A PI16 expressziojanak vizsgalata CD8+ /CD45RO+ és CD8+/CD45RO-
szubpopulaciokon aktivicio eldtt és aktivaciot kovetden. Az aktivaciot anti-CD3/28-al
végeztiik. Statisztika: Kétutas ANOVA, FDR korrekcioval, * p <0,05, ** p <0,01, ***p

<0,001.

B) A PI16 expressziojanak kovetése flow citometriaval, anti-CD3/28 aktiviciot
kovetden, inhibitorokK jelenlétében és a nélkiil. Hasznalt inhibitorok: Dynasore, U-73122
és Captopril.

C) A P116 mRNS mozgastandanak vizsgadlata Q-PCR segitségével, anti-CD3/28
aktivaciot kovetden. Statisztika: Egyutas ANOVA FDR korrekcioval, ** p <0,01.
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5.2.2.4 A PI16 funkcidja a bérbe vandorlo T-sejteken: a P116 a katepszin K
gyulladasos proteaz szelektiv, részleges inhibitora
A Dbor-homingra programozott CD8+/CLA+/CD45RO+ T-sejtek ujraaktivacidja

jellemzdéen a bérben megy végbe, ahol egy lokalis immunvéalasz soran a kdrnyezetben
szamos gyulladasi faktor, proteaz és patogén van jelen. Feltételezhetd tehat, hogy a PI116
eltinése ezekrdl a sejtekrdl a borben fejti ki hatasat, barmi is legyen az. Mivel a PI16
funkcidjat tekintve jorészt ismeretlen fehérje, peptidaz inhibitor funkcidja is inkabb csak
feltételezett, ugyanakkor a borben tinik el a reaktivalodo T-sejtek felszinérdl, ezért
mindenképpen szerettiik volna tesztelni a PI16 feltételezett inhibitor funkcidjat szadmos,
a borre jellemz0 protedz aktivitasara. Korabban egérmodellekben mar felvetodott a P116
gatld funkcidja a katepszin K (174) és a matrix metalloproteaz 2 (MMP2) (180) borben
is kifejez0do gyulladasos protedzok esetében, &m human vizsgalatok eddig még nem
alltak rendelkezésre. Az Aaltalunk elvégzett protedz inhibitor vizsgalat kimutatta az
egereken végzet kisérlettel 6sszhangban (174), hogy a PI16 részleges inhibitora a human
katepszin K-nak (36A Abra). Masfell azonban, a mi kisérleteinkben legalabbis, a PI16
nem volt hatassal a human MMP2 proteolitikus aktivitasara (36B Abra).

36. Abra: A P116 inhibitor
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Miutan szisztematikus vizsgalatrol a PI16 ligandjai tekintetében kozlemény még nem
szliletett, feltételeztiik, hogy a PI16 mint protedz inhibitor esetleg egyéb, az irodalomban

még nem vizsgalt protedzokkal, bor protedzokkal is interakcioba lIéphet.

Ennek a kérdésnek a vizsgalatara egy pull-down vizsgalatot végeztiink a PI16-tal mint
bait-tel, és bor proteazokkal mint potencialis ligandokkal egy reakciotérben. A PI16 altal
lekotott fehérjéket ezutan egy proteom profiler array vizsgalatban elemeztiik a lekotott
bér proteazok azonositisa végett (13. és 14. Abra). A pull-down vizsgilat soran a
szeparalo oszlopra PI16 fehérjét kotottiink ki (ez volt az elkap6 fehérje), mig egy mésik
oszlopra semmit nem kotottiink (ez volt a PI16- oszlop, tehat a kontroll) majd az

oszlopokhoz human bdér lizatumat, teljes protein izolatumat adtuk.

Mindkét oszlop esteben megtartottuk az atfolyd frakciokat (ez az a minta, ami nem
kotodott fel az oszlopra) és a végsd eluatumokat (azt a frakcidt, amely az oszlophoz,

vagyis a P116-hoz kot6dott fehérjéket tartalmazza).

Ezt kovetéen mindkét oszlop mindkét frakcidjat proteom profiler array-en vizsgaltuk,
mely 34 kiilonféle, tobbek kdzott a borben is kifejez6dé human proteaz vizsgélatara, azaz
azonositasara és szemikvantitativ mennyiségi 6sszehasonlitasara alkalmas (37Abra). Az

array-en talalhato bor proteazok listajat a 10. Tablazat tartalmazza.

10. Tablazat: A proteom profiler array-en talalhato bor proteazokra specifikus
ellenanyagok listaja. Roviditések: ADAM: dezintegrin és metalloprotedz csalad, MMP:
matrix metalloproteazok, DPPIV: Dipeptidyl peptidaz 4, PSA: Prosztata specifikus

antigén, uPA: urokindz-tipusu plazminogén aktivator

ADAMSE Eatepszin B Eatepszin 5 Eallikrein 5 Eallikrein 13 MMP-8 Neprilyzin/CD10

ADAMS Eatepszin C Katepszin V Kallikrein 6 MMP-1 MMP-2 Persenilin
ADAMTS]1 | Eatepszin D | Katepszin X207 Kallikremn 7 MMP-2 MBMP-10 | Proprotein konvertaz 9
ADAMTS13| Eatepszin E | DPPIVICD26 Eallikrein 10 MMP-3 MMP-12 Proteiniz 3
Katepszin A | Katepszin L | Kallikrein 3/PSA]  Kallikrein 11 MMP-7 MMP-13 uPA/Urokinaz

Az Osszehasonlitd analizis nem tudta kimutatni a PI16 nagy affinitast kotddését egyik
vizsgalt protedzhoz sem, igy, az inhibitor assay-ekkel 6sszhangban az MMP2-h6z sem (a
katepszin K-ra az assay nem tartalmaz antitesteket, (37. Abra). A vizsgélat eredményei
szerint az atfolyo és elualt frakciok nem mutattak nagy eltérést a P116-ot hordozo és az

azt nem hordozd oszlopok kozott, és az eludtum is csak nyomokban tartalmazott
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fehérjéket. Vagyis specifikus kotddésre vagy interakciora a PI16 és mas bor proteazok

esetében nem taldltunk meggy6z0 bizonyitékot.

Ref. Katepszin V Re:.
k2
of - >
.
£ 01 Rt CQM Q
2 e MP8 MMP13
b
o= Ref. Katepszin V Ref.
o) oo e
=
S
LR
MMP8 MMP13
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2| Ciante
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o ® @ Kat oo
2 atepszin V - o {“8
g .: @& Kalllkreln 5
x| R Kallikreir 10 CD26  MMP2
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37. Abra: A pull-down vizsgdlat sordan nyert 4 féle frakcio (eludtum és datfolyé frakciok
PI16 fehérjét tartalmazo vagy nem tartalmazo (kontroll) gyongydokkel preparalt

oszloprol) a borre legjellemzébb 34 protedz proteom profiler array analizise.

Osszességében ezek az adatok azt sugalljak, hogy a human PI16 a bérbe vandorlé CD8+
T-sejteken funkciojat tekintve részleges inhibitora a katepszin K-nak az emberi bérben,

azonban nem kotddik nagy affinitdssal mas bor proteazokhoz.
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6. MEGBESZELES

6.1 Act-mOVA aGvHD modell
Munkém soran elséként olyan 10j, az irodalomban még le nem irt egér aGvHD modell

felallitasat thztik ki célul, amely a klinikumhoz kozeli koriilményeket €és a betegekben
lejatsz6dd aGvHD folyamatokat minél jobban reprodukalni képes. Emellett robosztus,
reprodukélhaté aGvHD-t valt ki, minden érintett célszervben, ugyanakkor a CD8+ T-
sejtek aktivitasa a rendszerben homogén, antigén-specificitasa uniform, és ezért a modell
experimentalisan konnyen vizsgalhat6, immunologiailag tiszta rendszert alkot. A modell
alapjat két kereskedelmi forgalomban elérhet6 egértorzs, a CS7BL/6 OT-I és a C57BL/6
Act-mOVA torzsek adtak. E két torzs, mint donor és recipiens felhasznalasa mellett
végrehajtott egér experimentalis HSCT-ben, a donor OT-1 CD8+ T-sejtek a
transzplantaciot kovetd 4-7. napon beliil, 100%-ban letalis aGvHD-t okoztak a recipiens
Act-mOVA egerekben. A modellben a recipiens és donor allat MHC szinten azonos volt,
azonban egyetlen, pontosan ismert minor antigén (OVA) tekintetében kiilonbozott, tehat
elso kozelitésben a klinikumban a teljes HLA egyezés mellett végrehajtott MUD aHSCT
egy specialis, kiilondsen tiszta modelljeként foghato fel. Mivel a human aHSCT-k nagy
része MUD transzplantacid, modelliink jobban reprodukélja a klinikai koriilményeket,
mint a hagyoméanyos modellek donté tobbsége. Az ilyen modellekben raadasul
rendszerint szdmos, jorészt ismeretlen MHC és minor antigén tekintetében eltérd donor
¢s recipiens felhasznalasaval alakitjdk ki az aGvHD-t, ami igen komplex, antigén- és T-
sejt szinten is nehezen lekovetheté Gsszetett immunvalaszokhoz vezet a célszervekben.
Ezzel szemben a modellben az aGvHD kivaltdsa egyetlen minor antigénben vald

eltérésen alapul, ami kisérletes szempontbol nézve nagyon nagy eldny.

A kifejlesztett modell design-jat tekintve részben hasonl6d a masok altal mar leirt K14-
OVA/OT-I modellrendszerhez (129). A K14 modellben is a donor allatbol (OT-I)
szarmaz6d CDS8+ T-ismerik fel a csirke ovalbumin miHA SIINFEKL peptidjét, melyet a
recipiens allat (K14-OVA) a célsejtjein a H2K° MHCI-molekulan keresztiil prezental. E
hasonlésagon tallépve azonban a modellek kozott szamos jelentds kiilonbség is van. Az
elsé szembeotld kiillonbség természetesen, hogy a K14-OVA modell esetében a csirke
ovalbumin kifejez0dése a szlik aktivitdsu citokeratin 14 promoter, és nem az ubikviter
csirke aktin promoter iranyitasa alatt torténik. Mivel a citokeratin 14 jellemzden a bérben

aktiv promoter, a célantigén kifejezddése jorészt a borre korlatozodik. Emellett ebben a

122



DOI:10.14753/SE.2019.2335

modellben nem torténik TBI kondicionalas, igy nem meglepd, hogy a K14-OVA rendszer
csak enyhe tiinetekkel jelentkez6 kutdn aGvHD kialakitasara képes, mig a tobbi szervben
nem alakul ki aGvHD-s érintettség (92, 129). Ezzel szemben sajat modelliinkben, a K14
promoternek a csirke beta-aktin (Act-mOVA) promoterre torténd cseréjének és az
alkalmazott TBI-nek, azaz az aGvHD kialakulasanak egyik f6 hajtomotorjanak egyiittes
hatasara az aGvHD altal érintett szervek szinte mindegyikében kialakult a betegség (181).
Varatlan modon azonban az egyetlen szerv, mely az Act-mOV A rendszerben nem mutatta

az aGvHD-ra jellemz06 fenotipust, pontosan a bor volt.

Ennek az érdekes jelenségnek a hatterében feltehetéen tobb faktor, elséként
természetesen az antigén kifejezOdését iranyitd promoterek eltéré szervspecifikus
aktivitasa all. Mig a beta-aktin promoter a legtobb sejtben aktiv, addig a K14 promoter
kifejez6dése inkabb a bbérben és az epithél sejteken jellemz6 (182). Bar egyik ismert
aGVvHD egérmodell sem tudja teljes mértékben reprezentalni a klinikumban alkalmazott
terapias eljarasokat, és igy a betegekben lejatszodé aGvHD-t sem, mégis érdekes, hogy
az Act-mOVA rendszer a miHA mismatch minden szervre kiterjedd jelenléte ellenére,
varakozasainkkal szemben is, képtelen volt CD8+ T-sejtes valaszt, és aGvHD-s tiineteket
okozni a borben. Ez tobb szempontbdl is meglepd. Egyrészt, mert bizonyitott tény, hogy
az Act-mOV A egerek bor epithélialis sejtjeiben és sz0rtliszdiben is megtalalhato a csirke
ovalbumin, melyek az aGvHD kialakulasanak célpontjai, vagyis nem arrol van sz6, hogy
ez a miHA a promoter aktivitas korlatai miatt egyszerlien nincsen jelen a borben, vagy
annak kritikus célsejtjeiben (58). Ezen tilmenden mindkét modell, a K14-OVA és az Act-
mOVA aGvHD rendszer is membrankotott ovalbumint prezental, amely a szolubilis
OVA formaval ellentétben konnyebben alakit ki crossprezentaciot a helyi APC-kel, igy
indukalva a hatékony CD8+ T-sejt valaszt aGvHD-ban (183). Mindez pedig arra utal,
hogy a bér aGvHD elmaradasanak hatterében nem is a CD8+ T-sejtek eltérd uton torténd,
vagy eltérd eredetli (donor vs recipiens) APC-k altali aktivacidja all. Végil ismert az is,
hogy az Act-mOVA egerekkel mint donorokkal végzett szolid borszovet transzplantacio
esetén OT-I recipiensek CD8+ T-sejtjei hatékonyan képesek a bevitt borszovet
kilokédését kivaltani (58). Mindez pedig nyilvanvaldéan azt bizonyitja, hogy semmi
akadalya annak, hogy OT-1 CD8+ T-sejtek OV A-s bérszovet ellen citotoxikusan 1épjenek
fel.
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A fentiek ellenére a jelenség magyarazata azonban nem lehetetlen. A bér aGvHD Act-
mOVA modellben valé elmaradasanak elsd oka megitélésiink szerint az lehet, hogy
jelentds eltérés van a két modell kozott a cél antigén, a csirke OVA molekularis
kornyezetében, kontextusaban. A K14-OVA modellben az OVA a PDGF receptorhoz
kapcsolt fuzids fehérjeként van jelen, mig az Act-mOVA modellben az MHC-I
transzmembran doménhez parositva fejez6dik ki (58). llyen eltérések elsdre talan
jelentéktelennek tiinhetnek, am ilyen aprésagokrdl régoéta ismert, hogy jelentdsen
befolyasoljak az antigénprocesszalas €s -prezentacid hatékonysagat, illetve ezen keresztiil
az MHC-kapcsolt antigénpeptidek tényleges, T-sejtek szamara vald elérhetéségét,

hozzéaférhetségét is.

Adott transzplantalt szerv, példaul a bor elleni, CD8+ T-sejtek altal inditott kilok6dési
reakciokban (HvG) egyértelmiien nem csak a célantigén mennyisége a meghatarozo,
vagyis, hogy az OVA antigén kifejezodik-e a bdrben, amirdl tudott, hogy erdsen
kifejezddik, hanem annak MHC-n keresztiili prezentdlhatosaga, illetve tényleges
prezentaltsdga is. Nincs okunk feltételezni, hogy ha mindez igaz a szervi kilokddésre

(HvG), akkor miért ne lenne igaz az adott szervi GvH (aGvHD) kialakulasara is.

Ezt a magyarazatot valosziniisiti az a fontos adalék is, hogy az Act-mOVA donorral
végrehajtott szolid bor transzplantaciot kovetdéen az OT-I recipensek CD8+ T-sejtjei
okozta kilokédés viszonylag lassan, 15-30 nap alatt ment végbe (58). Osszehasonlitasul,
ez az 1d6 K5-mOVA transzgenikus allat esetében (keratin 5 promoter irdnyitott membran
kotott OV A kifejez6dés) csupan csak 8 nap (184) és még az altalanosan alkalmazott, mind
MHC-, mind minor antigén-eltérést is mutaté modellek esetén is csak 10-15 nap (185).
Ez az id6beni eltérés vélhetden a bérben rendelkezésre 4llo, az OVA SIINFEKL peptidet
ténylegesen prezentalo APC-k kis szdmdnak és/vagy csokkent -elérhetdségének
koszonhetd az Act-mOVA allatokban. Mindez felveti annak lehetdségét, hogy sajat Act-
mOVA modelliinkben a kutdin aGvHD kialakuldsdnak elmaradisa esetleg azzal
magyardzhatd, hogy mig a tobbi szerv esetén a transzplantaciot kovetd 4-5. napon
kialakult az aGvHD, addig a bor esetében ehhez a kisszamu elérhetd OV A-prezentald
APC miatt sokkal tobb iddre lett volna sziikség. Mas szoval: lehetséges, hogy az Act-
mOVA modellben egyszerlien nem volt elég id6 a bdr tiinetek megjelenésére az
allatoknak az egyéb, a bornél sokkal inkabb létfontosagli, és sokkal erdteljesebben

karosodo aGvHDs célszervek diszfukcionalitasa okozta pusztulasaig.
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Osszességében elmondhaté tehat, hogy mig a K14-OVA modell inkabb egy nem letalis,
kutan aGvHD-szerli betegséget okoz, addig az altalunk felallitott Act-mOVA modell
inkabb egy gyors lefolyasu, agressziv és halalos gasztrointesztinalis/ hepatikus/
pulmonalis aGvHD-t alakit ki. Az aGvHD ezen két szervi érintettsége emberben mind
kiilon-kiilon, mind egyszerre is el6fordulhat, igy a human aGvHD-ra jellemzd folyamatok
Osszehasonlitd vizsgalatara a jovoben talan a két modell egyiittes, egymast kiegészitd
alkalmazasa lehet a legmegfelelobb. Fontos megjegyezni, hogy némi modositassal
modelliink alkalmas lehet a crossprezentacio, illetve akar a GvL hatas vizsgalatara is

(186).

Mindazonaltal kar tagadni, hogy a modell tisztasaga és kisérletes egyszeriisége nem csak
elény, de gyenge pont is egyben, lévén azaltal, hogy csak egyetlen minor antigén okozta
CD8+ T-sejt aktivitas vizsgalatat teszi lehetové, sosem lesz képes a human aGvHD-ra
jellemz6 teljes komplexitast reprodukalni (116). Eredményeink alapjan tgy gondoljuk
ugyanakkor, hogy ez az egyszer(i, robosztus, jol reprodukalhaté aGvHD modell a jovében
lehetdséget nytjt a kiillonb6zd szervekben elhelyezkedd, illetve oda bevandorlo CD8+ T-
sejtek szovetspecifikus kovetésére, visszanyerésére, €s fenotipizalasara az aGvHD
folyamata soran, és igy lehetdvé teszi a betegség mechanizmusanak mélyebb megértését.
Eredményeink szerint a kiilonb6z6 szervekbdl visszanyert miHA-specifikus CD8+ T-
sejtek microarray vizsgalata soran a vékonybél esetében azok a gének, amelyek a gyors
klonalis expanzidhoz sziikségesek, kevésbé intenziven irddtak at, mint az aGvHD
barmely mas célszervében (25B Abra, sarga keret), amely arra utal, hogy a modell
valéban alkalmas lehet kiilonbozé szervi T-sejtek Osszehasonlitd fenotipizalasara.
Azonban a modell a kérdés részletes feltdrasara onmagaban nem lesz alkalmas; a kérdés
elemzése még tovabbi, részletesebb vizsgalatokat, és feltehetéen a K14-OVA modell

beszerzését fogja igényelni.

Osszegezve elmondhato, hogy sikeriilt felallitanunk, illetve validilnunk egy olyan 1j
aGvHD egérmodellt, amely a mar ismert K14-OV A modell kiegészitd rendszere és a bor
kivételével barmely mas aGvHD-val érintett szerv, kiemelten a bél, CD8+ T-sejtjeinek

fenotipizalasara és aGvHD-ban betoltott szerepének vizsgalatara alkalmas rendszer.
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6.2 A CD8+ T-sejtek homing markereinek vizsgalata human mintakon, aGvHDs
betegekben
A PhD munkédm masodik részében a Dél-Pesti Centrumkorhaz Orszdgos Hematologiai és

Infektologiai  Intézet, Hematologiai és  Ossejt-transzplantacios — Osztalyaval
egylittmiikodésben human betegek periféridlis vérmintdit vizsgéltuk, egy atfogd,
hipotézismentes, genomi génexpresszids vizsgalat segitségével. A hipotézismentes
vizsgalattal arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy 1éteznek-e olyan, eddig ismeretlen
markerek, melyek egy adott, meghatarozott szervbe vandorlo6 CD8+ T-sejt
szubpopulacidhoz kothetdk, tehat amelyek egy 0 szervspecifikus homing markerként

definialhatok a CD8+ T-sejteken.

Vizsgalataink sordn az adott szervi homing program aktivalasanak, és az adott szervi
GVHD-s manifesztacio T-sejtekre gyakorolt hatasait mint fliggetlen statisztikai faktorokat
tudtuk elemezni, mivel a betegmintdkat mind a 4 lehetséges csoportban begytijtottiik
(0gymint kutan aGvHD-t mutato betegek, gasztrointesztinalis aGvHD-t mutat6 betegek,
kutan és gasztrointesztinalis aGvHD-t egyarant mutat6 betegek és az aGvHD-s tiineteket
nem mutato, kontroll betegek), és a keringé CD8+ T-sejteket is minden betegcsoporton
beliil, minden lehetséges homing szubpopuldciora szortolva elemeztiik (bdrbe vandorld
(CD8+/CLA+), bélbe vandorlo (CDS+/ITGP7+) ¢és egyik eldbbi szervbe sem
(CD8+/CLA-/ITGB7-) vandorld T-sejtek).

Jelen dolgozathan egyetlen ujonnan felfedezett feltételezheté homing-gén, a peptidaz
inhibitor 16 azonositasat, validacidjat és funkcionalis elemzését mutattam be, amely, a
CDB8+ T-sejtek bdrbe vandorld alcsoportjanak 1) homing markerének tiinik. Ez a marker
az aGvHD kialakulasatol és szervi érintettségtdl fiiggetleniil, s6t a GvHD-tol is
fliggetleniil a borbe vandorlo CD8+ T-sejteken jelentkezd, igy elsésorban alapkutatéasi
szempontbol fontos, klinikai értelemben kevésbé relevans markernek tekinthetd. Végso
soron igy a PI16 esetében az aGvHD inkdbb, mint egy megfeleld6 modellrendszer
hasznosult, amely egyiddben tette lehetdvé a kiillonbozo szervekbe vandorlo CD8+ T-
sejtek vizsgalatat. A PI16 aGvHD fiiggetlen expresszidja nem tette lehetévé klinikai
markerként valdé azonositasat, igy diagnosztikus vagy prognosztikus értéke sem volt
bizonyithat6. A vizsgalatok sordn ezért az elemzések jelentds része nem is az aGvHDs

betegekben, hanem egészséges human donorok mintdin tortént.
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A PI16 fehérjével kapcsolatos eredményeink diszkusszidja szamos komplex kérdést vet
fel. A P116 el6szor PSPBP (prostate secretory protein of 94 amino acids biding protein)
néven valt ismertté, mint a prosztata altal termelt fehérje, amely nagy affinitassal kotodik
a PSP94-hez, ¢és mint a prosztatarak egy lehetséges szérum markere, mint szolubilis
fehérje keriilt leirasra (172). Ezt kdvetden igazoltak a gyanit, hogy expresszidjat szamos
mas sejt is végzi, majd szekvencia-homoldgia alapjan a CAP szupercsaladba (cysteine-
rich secretory proteins, antigen 5, and pathogenesis-related 1 proteins) lett besorolva
(187). A CAP szupercsalad egy igen szerteagazo, igen heterogén és nagyszamu fehérjét
feloleld csaldd, melyben minden tag tartalmaz egy igen konzervalt, invariabilis,
jellegzetes in. CAP domént. A szupercsaladban a CAP domén mellett a fehérjékbe
beépiild szamos egyéb varidbilis domén jelenléte vagy hidnya hozza létre a csoport
heterogenitdsat, vagyis a szupercsaldd tagjainak igen valtozatos bioldgiai funkcidiért

elsdsorban ez utdbbi, a CAP-t6] fiiggetlen, varidbilis domének a feleldsek.

A CAP szuperfamilia tagjai 4ltal kifejtett funkciok ezzel 6sszhangban igen sokfélék. A
teljeség igénye nélkiil példaul ilyen funkcidk a matrix reorganizacio, a szignalizacid, a
fertilizacié avagy az immunmodulacio is, de szamos egyéb feladatuk is felvetddott mar.
A szuperfamilia nagy rejtélye azonban maga a konzervalt, invariabilis CAP domén,
melynek funkcidja még maig feltaratlan, és inkdbb csak spekuldciokkal, mint biztos
ismeretekkel rendelkeziink rola (188). A CAP domén funkcidjanak ismeretlensége a P116
szempontjabol kiilonosen fontos, mivel a PI16 a csalad egyetlen olyan tagja, mely
szerkezetét tekintve csak egyetlen CAP doménbdl és egy igen hosszl, valdsziniileg nem
organizalt kapocs régiobol épiil fel, mely nem mutat hasonlosdgot semmilyen mas ismert
funkci6jt fehérje doménnel. Azaz a PI16 esetében semmilyen tovabbi szerkezetbdl adodo
tdmpontunk nincs a bioldgiai funkcidi tekintetében, sem az ismeretlen funkcioji CAP
domén, sem az organizédlatlan kapocs régidé nem segiti a funkcié meghatarozasat. Az
egyetlen dolog, amit a PI16 szerkezetér6l még tudtunk az az volt, hogy a szekvencia C
terminalis végén hidroféb aminosavakat talalunk, azonban a korabbi véleményekkel
szemben az Ujabb allaspont az, hogy ezek nem alkotnak bizonyitott intramembrant vagy
domént (187). A kapocs régio szekvenalasat kovetéen elészor csak gyanitottak (172),
majd egérben bizonyitottak a PI16 lehetséges GPI horgonyzasanak jelenlétét (174).

Emberben azonban ez a lehetdség eddig még nem kertiilt leirasra, nemhogy fliggetlen

127



DOI:10.14753/SE.2019.2335

megerdsitésre, igy munkadm kezdetén sem a huméan PI16 intracellularis lokalizécioja, sem

a biologiai membranokhoz vald viszonya nem volt egyértelmii.

Vizsgalataink soran tehat mi bizonyitottuk elséként human mintakon, hogy a PI16 a
human boérbe vandorlo CLA+/CD8+ T-sejtek jellegzetessége, mely elsddlegesen azok
plazmamembranjaban lokalizalédik, mégpedig GPI horgonyzas segitségével, ¢és
megjelenése az aGvHD szervi érintettségétdl, az a GVHD-t61, s6t még az aHSCT-tdl is
fliggetlen, azaz egy meglepden altaldnos, a boér-hominghoz igen erdsen asszocialt, eddig

ismeretlen markerrdl van sz6. Munkank soran a PI16 szerény irodalma is boviilt.

A korabbi megfigyelés, hogy a PI16 expresszidja olyan regulatorikus T-sejteken (Treg)
is megfigyelhetd, melyek CCR4-et fejeznek ki, (173) 6sszecseng sajat eredményiinkkel.
Bar a kozlemény diszkusszioja (173) jorészt elsiklik e tény felett, a Treg sejteken a CCR4
szintén egy altalanos, nem naiv T-sejt bérbe vandorlasi homing marker és e sejtek a bérbe
jorészt a CCR4-CCL17 Kkapcsolaton keresztiil juthatnak, amely elsésorban gyulladasos
koriilmények kozott relevans (189-191).

Egy masik, a PI116 valamilyen bor-immunitassal valo tarsulasat emellett is valosziniisité
kozlemény szerint a PI16 génben azonositott egyik gén polimorfizmus kronikus
bérgyulladasra hajlamosit (192). Sajat megfigyeléseinkbdl, és ezekbdl a fliggetlen
irodalmi adatokbol kiindulva érdekesnek itéltiik a P16 tovabbi elemzését.

Ennek soran bizonyitasra keriilt, hogy a PI16 expresszidja a T-sejtek kizardlagossaga, és
mas CLA+ sejteken, példaul NK-sejteken vagy monocitdkon nem jelenik meg, vagyis
egy a T-sejtek szamara fontos, vagy azokra korlatozodo funkciorol lehet sz6. Emellett azt
1s megfigyeltik, hogy a PIl16 expresszidja inkabb a nyugvo, nem citotoxikus,
memoriaszeri cirkulaldo CD45RO+/CD8+ T-sejtek jellemzdje, mint a nemrég
aktivalodott granzim B+ és CD69+ effektor, vagy a naiv, antigénnel még nem talalkozott
T-sejteké. Erdekes egybeesés, hogy dsszevetve az egészséges mintakat a betegek mintain
kapott expresszios eredményekkel, az egészséges mintakban a PI16 sokkal nagyobb
expresszios szintet mutat, mint a kiilonb6z6 aGvHD tiineteket mutatd betegek esetén,
melyek koziil a legalacsonyabb érték a kutdn aGvHD esetén alakult ki. Ez az eltérés talan
azzal magyardzhato, hogy az egészséges személyek vérében sokkal kevesebb aktivalt

boérbe vandorlo CD8+ T-sejt taldlhato, mint az aGvHD-val érintett betegek esetén, illetve

128



DOI:10.14753/SE.2019.2335

e ey

legtobb aktivalt bér iranyt homingot mutaté effektor CD8+ T-sejt.

A PI16 kapcsan kivancsiak voltunk arra is, hogy vajon mi szabalyozhatja ennek a
fehérjének a megjelenését illetve eltlinését a borbe vandorlasra programozott, a vérben
keringé CD8+ T-sejtek felszinén. Egyrészt azt tapasztaltuk, hogy a PI16 megjelenése
feltehetden fliggetlen barmilyen eddig ismert DC-indukalta illetve szervi, epithelialis
eredetli homing programozé szignaltdl, azonban ezen tilmenden megjelenésének pontos
okat nem sikeriil azonositanunk. Masrészt egyértelmiien bizonyitottuk azt is, hogy a PI16
sejtfelszini fennmaradasa a borbe vandorlo, nyugvé CD8+ T-sejten addig tart, amig az
reaktivalodik, és effektor CD8+ T-sejtté nem érik. Az effektor T-sejteken ez a marker
ugyanis nemigen fejez6dik ki, illetve indukalt effektor T-sejtekrdl par ora alatt eltiinik.
Kimutattuk azt is, hogy a PI16 plazmamembranrdl valé eltiinésének mechanizmusa nem
a fehérje GPI horgonyédnak az elemésztése altal kivaltott levalasztas (shedding), de nem
is a fehérje internalizacioja, hanem PI16 gyors transzkripciondlis leszabalyozasa. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy talan a PI16 nem azért tiinik el a reaktivalt CD8+ T-sejtek
felszinérdl, hogy a kdrnyezetbe kibocsatva, vagy a sejt belsejébe visszahivva valamilyen
feladatot lasson el, hanem inkdbb azt, hogy a funkcioja/funkcioi talan nem érdekesek,
vagy karosak a CD8+ T-sejtek reaktivacidja és effektorsejtté érése utan. Ezek a
kovetkeztetések persze spekulativak, ezért is probaltunk a kovetkezo 1€pésben a fehérje

funkcidjanak meghatarozasaban is elébbre 1épni.

A PI116 funkcioja tekintetében a szekvenalasi homologia adatok mar sokak szamara arra
engedtek kovetkeztetni, hogy a PI16 egy peptidaz inhibitor. Ezzel 6sszhangban, egy-egy
megfigyelés szerint a P116 képes volt lecsokkenteni a katepszin K (174) és MMP-2,
tobbek kozott a bérben is kifejezdd6 gyulladasos proteazok aktivitasat (180). Ez a kétféle
inhibitor aktivitds eddig csupan egy-egy csoport altal, illetve egér szivizomsejteken és
human sziv-endothéliumon kertilt leirasra, de atfogo, fliggetlen csoportok altali, human
vizsgalatok még nem élltak rendelkezésre. Erdekesnek itéltiik, hogy mind az MMP-2,
mind a katepszin K, a PI16 két lehetséges célpontja hatdssal vannak a bdrszovet
homeosztazis szabdlyozasara. Az MMP-2 egy extracellularis proteaz, melynek
megvaltozott aktivitdsa komoly elvaltozasokhoz vezet a bérben. Az MMP2 képes a jelzd
ligandumok és az adhézidos molekulak sokasaganak elérhetGségét és aktivitasat is

megvaltoztatni, melyek fontos szerepet jatszanak a bdr integritdsanak fenntartasaban és a
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helyi gyulladas szabalyozasaban (193). Ezzel szemben a katepszin K, mely lehet
lizoszomalis enzim vagy szekretalt extracellularis protedz, képes a kollagén és elasztin

emésztésére, mely Osszefiigg a borgyulladassal, a matrix reorganizacioval és a hegek

kialakulasaval (194).

Az altalunk elvégzett vizsgdlatok alatdmasztottdk az egér kisérletekbdl szarmazo
eredményeket, miszerint a P116 a human CD8+ T-sejtek esetén is a katepszin K részleges
inhibitoraként hat a nanomoldris tartomanyban. A mi keziinkben azonban a rekombinans
PI16 képtelen volt az MMP-2 gatlasara, mely ellentétben all masok megfigyelésével, igy
a P116 MMP-2-re gyakorolt hatasa tovabbi vizsgalatot igényel. Az eltérés lehet kisérletes
hiba, de akar a két kisérletben hasznalt rekombinans fehérjék eltérd forrasai is, ami akar
térszerkezeti, akar glikolizaltsagbeli eltéréseket valthat ki, és magyarazhatja ezt az

eltérést.

Osszefoglalva ezek alapjan elmondhatd, hogy a PI16 expresszidja a bérbe vandorlo
CD8+/CLA+, nem naiv T-sejtek jellegzetessége, am kifejez0dése nem teljes, a bérbe
vandorlé T-sejt alkategoriakon beliil valtozatos, és foleg a nyugvo sejtekre jellemz6. A
PI16 expresszioja ezeken a sejteken, egészséges bdrben, a bér nyugalmi, steady state
allapotaban, in situ is bizonyosan fennmarad. Adataink arra utalnak, hogy ezt a helyzetet
csak a borben 1évé CD8+ T-sejtek ujraaktivalodasa valtoztathatja meg, ami feltehetéen
egy T-sejt valasz soran, azaz gyulladasos kornyezetben, megsziinteti egy gyulladasos

proteaznak, a katepszin K-nak a gatlasat.

Mindez szamos érdekes spekulaciora ad lehetdséget a CD8+ T-sejtek borben betdltott
funkcidjanak tekintetében, mint példaul annak a kérdésnek a felvetését, hogy a
gyulladasos valaszokban aktivalodé T-sejtek vajon felfiiggeszthetik a gyulladasos
folyamathoz sziikséges protedzok gatlasat, azaz befolydsolhatjdk-e a lokalis matrix
remodellingjét. Mint azt a bevezetdben lattuk, a CD8+ T-sejtek effektorfunkcidirél mind
tobbet tudunk, és mind nyilvanvalobb, hogy azok nem kizardlag a citotoxikus
sejtpusztitdsra korlatozodnak. Azonban e kérdés egyértelmii tisztdzadsdhoz tovabbi
vizsgalatokra, a PI16 pontosabb megismerésére, S ehhez pedig mindenekelétt a fehérje
egyetlen meglévé funkciondlis doménjének, a rejtélyes, és gyakorlatilag teljesen

ismeretlen CAP doménnek a megismerésére lesz sziikség.
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7. KOVETKEZTETESEK

Eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

Munkank els6 felében sikeresen allitottunk fel és validaltunk egy olyan 0j egér aGvHD
modellt, amely a klinikumhoz kozeli koriilményeket és a betegekben lejatsz6dé aGvHD
folyamatokat minél jobban reprodukalni képes, robosztus, a transzplantaciét koveto 4-7.

napon beliil, 100%-ban letalis aGvHD-t valt ki.

A modell alapjat a kereskedelemben is kaphaté C57BL/6 OT-I (donor) é¢s a C57BL/6 Act-
mOVA (recipiens) torzsek adtak, amelyek MHC szinten azonos, azonban egyetlen,
pontosan ismert minor antigén (OVA, SIINFEKL peptid) tekintetében kiilonboztek
egymastol, igy a klinikumban a teljes HLA egyezés mellett végrehajtott MUD aHSCT
egy specialis modelljét alkotjak. A CD8+ T-sejtek aktivitasa a rendszerben homogén,
antigén-specificitdsa uniform, és ezért a modell experimentalisan kdnnyen vizsgalhato,
immunolodgiailag tiszta rendszert alkot. Modelliink egy mar ismert K14-OVA modell
kiegészitd rendszere és a bor kivételével barmely mas aGvHD-val érintett szerv (bél, m4j,
tid6) CD8+ T-sejtjeinek fenotipizalasara, 6sszehasonlitd vizsgalatara és az aGvHD-ban
betoltott szerepének elemzésére alkalmas rendszer, igy a jovOben talan a két modell
egylittes, egymast kiegészitd alkalmazasa lehet a legmegfelelobb. Némi modositassal

modelliink alkalmas lehet a crossprezentacio, illetve akar a GvL hatés vizsgalatara is.

Munkank masodik felében hipotézismentes vizsgalattal, az aGvHD-t, mint modell
rendszert felhasznalva, mely egyidében tette lehet6vé a kiilonb6zo szervekbe vandorlo
CD8+ T-sejtek vizsgalatat, els6ként sikeriilt azonositanunk és validalnunk human
mintakon, hogy a PI16 a human bérbe vandorld6 CLA+/CD8+ nem naiv T-sejtek
jellegzetessége, am kifejezddése nem teljes, a borbe vandorlo T-sejt alkategoridkon beliil

valtozatos, és féleg a nyugvo sejtekre jellemzd.

A PI116 expresszidja ezeknek a sejteknek a plazmamembranjaban lokalizalodik, mégpedig
GPI horgonyzassal és egészséges borben, a bor nyugalmi, steady state allapotaban, in situ
is fennmarad. Adataink arra utalnak, hogy ezt a helyzetet csak a bérben 1évé CD8+ T-
sejtek ujraaktivalddasa valtoztathatja meg, ami feltehetéen egy T-sejt valasz sordn, azaz
gyulladasos kornyezetben, megsziinteti egy gyulladasos proteaznak, a katepszin K-nak a

gatlasat.
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8. OSSZEFOGLALAS

PhD munkam soran az aGvHD kiilonb6z6 célszerveibe bevandorolni késziilo, illetve az
azokba mar bevandorolt, citotoxikusan aktiv, és igy az adott szervi aGVHD-ban
kulcsszerepet jatszo, szovetkarosito CD8+ T-sejtek Osszehasonlité karakterizaldsaval
foglalkoztam, hogy a CD8+ T-sejtek 1j, eddig még ismeretlen, potencialisan klinikailag
is relevans biomarkereit azonositsam. A kutatomunkat mind egér experimentalis aGvHD
modellben, mind aGvHD-s betegek human klinikai mintain végeztem, igy az eredmények

két egymashoz kapcsolodo, de metodikailag fiiggetlen kutatasbol szarmaznak.

A munka elsO felében sikeresen allitottunk be és validaltunk egy uj, TCR-modositott,
egyetlen miHA antigénre reagald, egér experimentalis aGvHD modellt, mely a
klinikumhoz koézeli koriilményeket és a betegekben lejatszodé aGvHD folyamatokat igen
jol reprodukalni képes. Az Aaltalunk Ilétrehozott modellrendszer egy hatékony,
komplementer kiegészitése lehet egy masik, szintén egyetlen miHA mismatch-en alapulo,
szintén TCR moddositott aGvHD modellnek (K14-OVA), mely kizardlag a bérben okoz
aGVvHD-t. Szemben a K14-OVA-modellel ugyanis, sajat modelliink a bor kivételével
rendkiviil jol prezentdlja egy gyors lefolyasu, agressziv €s haldlos gasztrointesztinalis/
hepatikus/ pulmonalis aGvHD kialakulasat. A modell lehetdséget nyujt a kiilonbozo
szervekben elhelyezkedd, illetve oda bevandorld6 CD8+ T-sejtek szovetspecifikus
kovetésére, visszanyerésére, és fenotipizalasdra az aGvHD folyamata soran, és igy
lehetdvé teszi a betegség mechanizmusdnak mélyebb megértését, illetve némi

modositassal alkalmas a crossprezentacio, illetve akar a GvL hatés vizsgalatara is.

A kutatomunkdm masodik fele mar a huméan aGvHD-s paciensek mintainak
hipotézismentes kutatasara fokuszalt, akikben a CD8+ T-sejtek homing csoportjai kozott
leginkabb eltéré modon kifejezett gének azonositasara tettiink kisérletet. A dolgozat
ennek a vizsgalatnak egyetlen ebben a kontextusban még nem ismert, és javarészt
ismeretlen PI16 gén validalasat és funkcionalis elemzését mutatja be. Megallapitottuk,
hogy a PI116, mely az aGvHD kialakulastol fiiggetleniil a bérbe vandorlo CD8+ T-
sejteken expresszalodott, alapkutatdsi szempontbol fontos 0j, bdr irdny(l homing
biomarkere a CD8+ T-sejteknek, azonban klinikai értéke feltehetden csekély, 1évén nem

kapcsolodik egyik aGVHDs szervi manifesztacio kialakulasdhoz sem.
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9. SUMMARY

This PhD thesis focuses on the characterization of CD8 + T cells subsets playing
prominent roles in the induction of organ damage during aGvHD. In aGVHD, CD8+ T
cells home to distinct target organs affected by the disease depending on the expression
of different homing biomarkers, and exert their cytotoxic activity in a tissue-restricted
manner. The aim of this project was to identify new, so far unknown biomarkers of
aGvHD by comparing the activity of different homing CD8+ T cell subsets, and test
whether they could be of any clinical relevance. The research was carried out by using a
mouse experimental aGvHD model, and by analyzing human samples of aGvHD patients.
That is, the results of my thesis come from two related, but methodically independent

research programs.

In the first part of my thesis, we managed to set up and successfully validate a new, TCR-
modified, single miHA mismatch-based mouse experimental aGvHD model. The model
recapitulates some clinical aHSCT conditions that its alternatives usually do not, and
reproduces the pathology of aGvHD occurring in human patients, too. Our model is a
system complementary to a known, single miHA mismatch-based aGvHD model (K14-
OVA), that, however, can develop cutaneous aGvHD only. In contrast to the K14-OVA
system, our model delivers a rapid lethal gastrointestinal / hepatic / pulmonary aGvHD
with the exception of the skin involvement. The model provides an opportunity for tissue-
specific tracking, recovery and phenotyping of CD8 + T cells homing to, or establishing
residence in the target organs during aGvHD, thus enabling a deeper understanding of the
mechanism of the disease. Furthermore, with some modifications, our system is suitable

to investigate cross-presentation or even GvL effect as well.

In the second part of my thesis | performed a hypothesis-free investigation of human
aGvHD samples in order to identify genes that are most differentially expressed in distinct
homing subsets of CD8 + T cells. This dissertation presents the validation and functional
analysis of only one gene (P116) that is not yet known in this context. We found that P116
Is over-expressed on non-naive, resting memory-like CD8+ T cells homing to the skin,
and confirmed that it is a novel, disease-independent skin-homing biomarker of this
cytotoxic T cell population. This finding is important from a basic research point of view,
but its clinical value is probably small, as it is not related to any aGvHD manifestations.
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szortolasaban és a konfokalis mikroszkdpban nyujtott segitségéért.

Kiilon koszonettel tartozom paromnak Vuncs Zoltdnnak, aki végig tdmogatta minden

elképzelésem és otletem, hogy az évek soran munkam miatt szdmtalanszor kolt6zott és,
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