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1. Irodalmi hattér

Az akut graft versus host betegség (aGvHD) az
allogén hematopoetikus ~ &ssejt-transzplantacio  (aHSCT)
leggyakoribb mellékhatasa, amely magas mortalitasi ¢és
morbiditasi mutatokkal jellemezhetd. A betegség kivaltasaban
szamos faktor szerepet jatszik, melyek kozil kiemelt
fontossagn a CD8+ citotoxikus T-sejteknek az aGvHD
célszerveibe, kiemelten a bdrbe, a bélbe és a majba torténd
vandorlasa, és az ott kivaltott szovetkarosito hatasa.

Az irodalomban a CD8+ T-sejtes homing
szempontjabol legjobban leirt, de még ma sem teljesen ismert
két szoveti target a bor és a bélrendszer, melyek tehat az
aGvHD altal leginkabb érintett célszervek is egyben. Mindkét
szovet esetében rendelkeziink legalabb egy bor specifikus
(kutan limfocita-asszocialt antigén, CLA) és legalabb egy bél
specifikus (integrin béta 7, ITGB7) markerrel, amely alapjan
elkiilonitheték €s részletesen Osszehasonlithatok a CD8+ T-

sejt populaciok.

Ez a véletlen egybeesés kiilondsen alkalmassa teszi az
aGvHD-t, mint modellt a CD8+ T-sejtek homingjanak egy
rendszerben vald Osszehasonlito vizsgalatara, illetve (ij homing
markerek felfedezésére.



2. Célkitiizések

PhD munkam soran a kutan és gasztrointesztindlis homing-ot
folytato CD8+ T-sejtek Osszehasonlitd vizsgalatat, uj és eddig
ismeretlen markereinek azonositasat, és azok alapkutatasi,
diagnosztikus illetve prognosztikus értékének felmérését
végeztem egér aGvHD modellrendszerben ¢s human aGvHD-s
paciensekben.

1. Els6 célkitlizésiink egy olyan 1j, minden eddiginél
tisztabb egér aGvHD modell kifejlesztése volt, amely
robosztus, reprodukalhaté aGvHD-t valt ki, minden
érintett célszervben, ugyanakkor a CD8+ T-sejtek
aktivitasa a rendszerben homogén, antigén-specificitasa
uniform, egyetlen, definialt miHA mismatch ellen
kialakulo, egyetlen, definiadlt CD8+ T-sejt klon altal
kivaltott immunvalaszban vizsgalhat6, és ezért a modell
experimentalisan, immunoldgiailag tiszta rendszert alkot.
Ezen talmenbéen pedig a Dbetegség kutan és
gasztrointesztinalis manifesztaciéi jol Osszevethetoek
egymassal.

2. Masodszor a human klinikai aGvHD-ban szenvedd
betegek és egészséges Onkéntesek vérmintdit vizsgalva
célul tiiztiik ki olyan 0j, eddig még ismertlen human
homing markerek leirasat és vizsgalatat, amelyek
fontosak a CD8+ T-sejtek szovetspecifikus homingjaban
és/vagy az aGvHD-ban, illetve terapis, prognosztikus ¢és
diagnosztikai szereppel is birhatnak.



3. Modszerek
Egér modellkisérletekben hasznalt modszerek

Felhasznalt egértorzsek:

Teljesnév | Tovabbiakban hasznalt Transzgén modositas lényege:
rivid név
C57BL/6- C57BL/6 egerek, melyek valamennyi test:
Tg(CAG- sejtjiikben kifejezik a csirke ovalbumint, illetve
OVA) Act-m/OVA ennek 254-267 peptidjét (SIINFEKL) az egér
916Jen/J MHC I Kb allél variinsan prezentaljak
C57BL/6 egerek, melyek valemenny: CD8+
C57BL/6- citotoxikus T-sejtjének T-sejt receptora az egér
Tg(TcraTerb) OT-1 MHC I Kb allél variansihoz kotott csirke
1100Mjb/T ovalbumin 254-267 peptiddel (STINFEKL)
aktivélhato

C57BL/6 egerek, melyek fehérvérsejtjei a torzsre

B6.SJL- egyébként jellemzd CD45.2 protein helyett
Ptprea Pepcb CD45.1 annak CD45.1 allélvaltozatat fejezik ki, és
/BoyT eziltal mas szingén C57BL/6 gazdiba

transzferalva is nyomon kovethetoek

C57BL/6 egerek, melyek sejtjei zolden

C57BL/6- fluoreszkalnak a humin ubiqutin C promoterhez
Tg(UBC- UBC-GFP kiotott enhanced GFP kifejezése miatt, és ezaltal
GFP)30Scha/J mis szingén C57BL/6 gazdiba transzferilva is

nyomon kovethetoek

OT-1 —» Act-mOVA aGvHD modell

A recipiens Act-mOVA egerek aHSCT-je 11Gy teljes test
besugarzast kovetden, ketamine-xylazin altatasban,
retroorbitalis injektalassal tortént OT-1, OT-1/CD45.1 vagy
OT-I/UBC-GFP donort6él szarmazoé 3x10° csontveldi és
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szOrzet valtozasat, majd a transzplantacidt kovetd 4. napon
CO,-belégeztetéses eutanaziat hajtottunk végre.

Hisztologia

Az allatokat a transzplantacio napjan (0. nap), illetve a median
talélés napjan, tehat a transzplantacidot kdvetd 4. napon
aldoztuk fel, és az allatok borét, tiidejét, vékonybelét és majat
hasznaltuk fel. A szerveket formalinnal fixaltuk és paraffinba
agyaztuk, majd 5 pm vastagsagu metszeteket készitettiink,
melyeket hematoxylin €s eosin festésnek vetettiik ald. A
metszetekrol késziilt felvételeket Nikon Diaphot TMD inverz
mikroszkoppal készitettiik, 10x objektivvel. A szdvettant két
fiiggetlen patologus értékelte.

ELISA

A vizsgalatokhoz a transzplantacio 0. napjan a graftbol illetve
a transzplantaciot kovetd 4. napon a recipiens Act-mOVA allat
periférias  vérébol, tiidejébol, vékonybelébdl €s majabol
izolaltunk CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejteket. Az igy kinyert T-
sejteket 10*-10° sejt/well slirliségben, 96 lyuku plate-re
helyeztik, 10% FBS, 1% Glutamin tartalmi RPMI 1640
médiumban, majd 48 oran keresztiil, +37°C-os termosztatban,
5% CO, atmoszféraban tartottuk fent Oket. A feliilaszot
Granzim B ELISA kit segitségével, a gyartoi utasitasoknak
megfeleléen vizsgaltuk. Az eredményeket Multiskan MS
ELISA reader segitségével olvastuk le, és a sejtszamra
normalizaltuk.



TREC assay

Kontrollként a 0. napi graft CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejteket
hasznaltuk, majd a BMT+4. napi OVA allat periférias vérébol,
tiidejébol, vékonybelébdl és majabdl izolaltunk CD45.1/0T-I
CD8+ T-sejteket. A genomialis DNS-t NucleoSpin Blood kit
segitségével izolaltuk, majd a TREC-szamot Q-PCR
segitségével mértiikk le. Az amplifikdcidbhoz Platinum
Quantitative PCR Super Mix kitet, egy Applied Biosystems
7900 HT RT PCR gépet, és az aldbbi protokollt hasznaltuk:
+95°C 10 perc, majd +95°C 15 masodperc, +95°C 1 perc,
Osszesen 45x ismételve. A referencia az Applied Biosystems
TagMan Transferrin Copy Number Reference Assay volt. Az
eredményeket az Osszehasonlitd CT (AACT) moddszerrel
értelmeztiik.

Aramlasi citometria

A vizsgalatok sordn az alabbi ellenanyagokat és az
ellenanyagoknak megfeleld izotipus kontrollokat és viabilitasi
festéket hasznaltuk: CD8P 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 aramlési citométerrel végeztilk, az adatokat FlowJo
szoftverrel értékeltiik.

Transzkriptom analizis

A vizsgalathoz CD45.1/0T-1 CD8+ T-sejtekb6l, RNeasy Plus
Micro Kit segitségével total RNS-t izolaltunk. Mintanként
3000pg total RNS lett reverz transzkripcidval atirva, majd az
igy kapott cDNS Arcturus RiboAmp PLUS kit segitségével
két korben keriilt amplifikaciora, majd Cy3 labeling kit
segitségével jelolve. A mintak ezt kovetden 4x44K egér teljes
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genom microarrayhez 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 medidnjanal
huztuk meg. Majd fékomponens analizist végeztink. Csak
azok a gének maradhattak a tovabbiakban a listan, amelyek
nagyobb, mint 2x fold change értéket mutattak a 0. napi és 4.
napi mintdk Osszevetése soran, egyutas ANOVA ¢és
Benjamini-Hochberg korrekcié elvégzését kovetben. A
szignifikancia érték p <0,05 volt. Ezutan Tukey paros analizist
végeztiink, p <0,05 szinten, hogy megtaldljuk azokat az eltérd
modon expresszalodd géneket, amelyek megugorjak a
szelekcios kritériumot legalabb a lehetséges négy paros
Osszehasonlitds egyikében. Ezt kovetdéen GSEA analizist
végeztiink. A heatmap-ket a BRB Array Tool szoftver
Heatmap Viewer funkcidjaval készitettiik. A Mikroarray nyers
adatokat GEO adatbazisba t6ltottiik fel (GSE79083).

Human kisérletekben hasznalt médszerek
Vérmintak
A vérmintak begytjtése a Dél-Pesti Centrumkorhaz, Orszagos
Hematologiai és Infektologiai Intézet, Hematologiai és Ossejt-
transzplantaciés Osztalyaval valo egyiittmiikodés keretein
beliil tortént. Osszesen 40 allo-HSCT-n atesett beteg keriilt
bevonasra a kdvetkezd elrendezésben:
e Olyan betegek, akiknél a transzplantaciot kdvetd 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 kutan és gasztrointesztinalis
aGvHD egyiittesen, egyidejiileg alakult ki (n=10)
Az aHSCTs betegek mellett egyéb, foként validalasi célua
kisérletekhez aHSCT-n at nem esett egészséges Onkéntes
véradoktol is gyljtottiink mintakat. A mintagy(ijtés soran
ACD-A ¢és EDTA csoveket hasznaltunk.

Egyéb szovetmintak

A human, a patologusok altal betegségmentesnek nyilvanitott
bor-és bél biopszidk a Semmelweis Egyetem Bor-,
Nemikortani €s Boronkologiai Klinikdval illetve az Uzsoki
Koérhazzal valé egylittmiikodés keretében, a Klinika és a
Korhaz beteg anyagébol keriiltek beszerzésre.

Periférias vér mononuklaris sejtek (PBMC) izolalasa

A vérmintdkat a vérvétel és az izolalas kozott
szobahdmérsékleten taroltuk, az izolalast Ficoll-os slrliség
gradiens centrifugalassal végeztiik, majd -190°C-os folyékony
nitrogéngdzben taroltuk.

FACS szortolas
BD FACS Aria III szorter és a FACSDiva szoftver
segitségével harom kiilonbozd CD8+ T-sejt szubpopulaciot
kiilonitettiink el harom-iranya egyidejii szortolas segitségével.
e Bor-iranyd homingot mutatdé CD8+  T-sejtek
(Ly/LIVE/DEAD®-/CD8B+/CLA+)
e Bél-iranya homingot mutatd6 CD8+ T-sejtek
(Ly/LIVE/DEAD®-/CD8B+/ITGBR7+)



e Sem bér-, sem bél-iranyt homingot mutato, referencia
CD8+ T-sejtek (Ly/LIVE/DEAD®-/CD8B+/I1TGpB7-
ICLA-)

A szortolashoz 90% HBSS w/o, 10% FBS szort puffert
hasznaltunk. A sejtek viabilitdsa > 95% volt, és a szortolt T-
sejteket kozvetleniil lizis pufferbe (RLT Plus lysis puffer)
izolaltuk, amelyben tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk
Oket.

Transzkriptom analizis

A szortolt mintdkbol totdl RNS-t izolaltunk, RNeasy Plus
Micro Kit segitségével, amely integritasat és mennyiségét
Bioanalyzer 2100 késziilékkel és RNA 6000 Pico Kit és chip
segitségével ellendriztiik. Mintdnként 3000pg total RNS-t,
Arcturus RiboAmp HS Plus, két korés amplifikalo kit
segitségével amplifikaltuk. Az igy kinyert 5-30ng amplifikalt
cRNS tisztasagat és mennyiségét ellendriztik, majd Cy3
labeling kit segitségével jeloltik. A mintakat human GE
4x44K v2 teljes genom microarrayekhez hibridizaltuk, majd
egy Agilent Microarray Scanner segitségével szkenneltiik. A
nyers adatokhoz Feature Extraction szoftver (Agilent)
segitségével jutottunk. Az elemzést BRB-Array Tools szoftver
segitségével tortént. Az adatokat el6szor  kvantilis
normalizaltuk, majd a tovabbi analizisbdl minden olyan gént
kizartunk, amelyek atlagos szignalintenzitasa log2=1 alatti
volt. Ez utdn kétutas ismétléses ANOVA-at és Benjamini-
Hochberg korrekciét hasznaltunk (FDR <0.01). A microarray
nyers adatokat GEO adatbazisba toltottik fel (GSE65045).

Q-PCR
A CD8+ T-sejtekbdl eldszor total RNS-t izolaltunk majd
reverz transzkripciot hajtottunk végre. TagMan probaval és
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HGPRT kontrollal elemeztiik a vizsgalt gének expresszidjat a
kiilonb6zé T-sejt szubpopulacidkban, illetve a kiillonb6zo
betegcsoportokban. A PCR reakcidkat 7900HT Fast Real
Time PCR késziiléken, 2xSensifast Probe HI-ROX master mix
segitségével végeztiikk. Az eredményeket az 6sszehasonlitdo CT
(AACT) moédszerrel szamoltuk ki.

Aramlasi citometria

Szamos kisérletiinkben alkalmaztunk aramlasi citometriat,
melyhez a vizsgalt CD8+ T-sejteket a  kdvetkezd
ellenanyagokkal  festettik:  CLA-FITC, IFN-y-FITC,
Integrinf7-PE, PI16-PE, CCR10-PE, CCR4-PE, CCRS8-PE,
CD8B-APC, CDS8B-PECy7, CD3-APC, CD59-FITC, CD14
PerCP-Cy5.5, CD56-APC, granzim-B-FITC, CDG69-FITC,
CD127-FITC, CD25-PerCP-eFluor710, CD45RO PerCP-
eFluor710, PI16-APC. A sejteket festés el6tt minden esetben
az ellenanyagnak megfeleld szérummal blokkoltuk. Az
ellenanyagokat a protokolljuk szerint és a megfeleld izotipus
kontrollal &sszevetésben alkalmaztuk. Intracellularis jelolés
esetén a sejtek atjarhatosadgat Fixation/Permeabilization
Solution alkalmazasaval biztositottuk, szekretalt intracellularis
fehérjék esetén pedig ezt megel6zéen az endoplazmatikus
retikulumbdl a Golgi irdnyaba zajlo fehérje transzportot pedig
Brefeldin-A hasznalataval gatoltuk. A méréseket FACS
Calibur késziiléken, az adatok elemzését pedig FlowJo v10.1
szoftver segitségével végeztiik.

Immuncitokémia

A CD8p+ T-sejteket festés el6tt egér és patkany szérummal
blokkoltuk, majd CLA-FITC, PI16-PE ¢és CDSB-APC
ellenanyagokkal jeloltik. Az APC jelet anti-APC-biotin és
Streptavidin-APC  hasznalataval erdsitettiik. A  sejteket
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citofugaltuk és DAPI festéket tartalmazd Fluoroshield fixalo
fedoréteggel vontuk be. A mintakat fénytdl védve over night,
szobahémérsékleten szaritottuk, majd FV500 konfokalis
pasztazd mikroszkoppal, 60X nagyitisban vizsgaltuk. Az
elkésziilt képeket Image] v1.8.0 112 szoftver segitségével
elemeztiik.

Immunhisztokémia

Az egészséges human bor biopszidkbol nyert, formalin-fixalt
¢s paraffinba agyazott mintakbol szarmazé Sum-es vastagsagu
metszeteken el0szor antigén feltarast végeztiink. A feltarast
natrium-citrat pufferrel (pH=6) 105°C-on, 30 percig végeztiik.
Ezt kovetéen a metszeteket 10% FBS-el blokkoltuk, majd
jeloltik. A jelolést CLA-FITC (1:10), CD8B (1:50) és PI16
(1:100) ellenanyagokkal végeztik. A direkt CLA jelolés
mellett az indirekt jeldléshez a CD8PB esetén anti-egér IgG
eFluor570 (1:100), mig a PI16 esetén anti-nyal IgG-APC
masodlagos ellenanyagokat hasznaltunk. Az elkésziilt
metszeteket FV500 konfokalis pasztdzé mikroszkoppal, 20X
nagyitasban vizsgaltuk majd a képeket Image)J v1.8.0 112
szoftver segitségével elemeztiik.

GPI horgony emésztés

A szortolt CD8B+ T-sejteket 1xPBS-ben mostuk, majd 1x10°
B. cereus PI-PLC-re exponaltuk, megfeleld kezeletlen
kontrollok mellett. A kezelést szobahdmérsékleten, 1 oran
keresztiill végeztik. A mintakat anti-human CDS59 FITC
(pozitiv kontroll), CD8 APC (negativ kontroll), illetve a
vizsgalni kivant PI16 PE ellenanyaggal jeliiltiik. A mérésre
FACS Calibur aramlasi citométert hasznaltunk.
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1,25-dihydroxivitamin D3 és retinsav kezelés

A CD8B+ T-sejteket 7 x 105 sejt/well siiriiségben, teljes
médiumban (RPMI 1640, 10% human AB szérum, 1%
glutamin, 1% penicillin/sztreptomicin) 24 lyuka 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 kovetden
a CD8P+ T-sejt kultarakat 12,5 ng/ml rekombinans human IL-
2-vel egészitettiik ki, majd harom aliquotra osztottuk. Az els6
parhuzamos 10°M retinsav, a masodik 108M 1,25-
dihydroxivitamin D3, mig a harmadik, a kontrollként szolgalo
CD8p+ T-sejt kultura csak olddszer/segédanyag, azaz 0,1%
etanol kezelést kapott. Az aktivaciot kovetd 10. napig a
kultarakat kétnaponta két részre osztottuk. Az elsé fél yj
médiumot kapott az 0sszes kezelésre alkalmazott hatoanyag
friss kiegészitésével és tovabbi fenntartasra keriilt, mig a
kultira masik fele é4ramlési citometrids analizisnek lett
alavetve.

P1-16 Pulldown assay, és a lekotott proteazok azonositasa

Eloszor egészséges bor biopszidkat gyijtottiink, melyekbol
protein lizatumokat képeztiink. Ennek érdekében a bor
biopszéakat kimetszésiik utan elséként azonnal Halt™ Protease
inhibitor koktéllal kiegészitett ProteoJet Mammalian Cell lizis
reagensbe helyeztiik, majd 30 percig 4°C-on inkubaltuk. Ezt
kovetden a szubkutan zsirt eltavolitottuk, majd a mintakat
steril szikével 1-3mm nagysagl darabokra vagtuk. Végiil Diax
100 homogenizatorral homogenizaltuk, majd az oldhatatlan
sejttormeléket és csapadékot centrifugalassal eltavolitottuk,
majd -80°C-on taroltuk. A bor lizatumon elvégzett, a P116-ot
mint csalit alkalmazo pulldown assay elvégzéséhez elso
Iépésben a 10ug mennyiségli, GST taggelt, human
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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 kotottik. Végiil a pull-down assay soran
100ug bor fehérje lizatumbol a beadhez kétott P116, mint csali
segitségével a hozza kapcsolddo bor proteineket kotottiik le, a
folyamatot a gyart6i utasitdsoknak megfeleléen végezve. Az
aspecifikus kotodés mértékének felmérésére kontrollként iires,
P116-ot nem hordozo beadeket hasznaltunk. Ezt kdvetden a
specifikusan lekotott protedzok azonositasa érdekében a
pulldown, azaz specifikusan lekotott, és az atfolyd, nem
kotodo fehérjefrakciokat vetettiik 0ssze a PI16-ot hordozo €s
nem hordoz6d gyongydk hasznalata soran. Ehhez az egyes
frakciokat a Proteome Profiler™ Human Protease Array Kit
segitségével vetettiik Ossze. A proteaz array hasznalata a
gyartéi utasitdsoknak megfeleléen zajlott. A kiértékelés a
FluorChem Alphaview szoftver segitségével tortént.

4. Eredmények

OT-I — OVA akut GvHD modell

Munkank soran elséként egy olyan 1j, az irodalomban még le
nem irt, egér aGvHD modell felallitasan dolgoztunk, amely a
CD8+ T sejtek borbe és bélbe zajlé homingjat képes egy tiszta
rendszerben, egyetlen antigénre adott, egyideji T sejtes
valaszok keretében Osszehasonlitani. A modell alapjat két
kereskedelmi forgalomban elérhet6 egértdrzs, a C57BL/6 OT-I
és a C57BL/6 Act-mOVA torzsek adtak. A modellben a
recipiens és donor allat az MHC-, és egy kivételével minden
minor antigén szintjén azonos, azonban egyetlen, pontosan
ismert minor antigén (OVA) tekintetében kiilonbozik

13



egymastél. A donorbol (OT-I) szarmazd transzplantalt,
transzgén TCR-t hordoz6 CDS8+ T-sejtek a recipiens allat
minden testi sejtjén felismerik ezt a minor antigént, egészen
pontosan a csirke ovalbumin SIINFEKL peptidjét, mely a
H2K> MHCI-molekulan keriil prezentaciéra. A rendszer igy a
klinikumban teljes HLA egyezés mellett végrehajtott, un.
MUD aHSCT-nek egy specialis, kiilondsen tiszta, egyetlen,
pontosan definialt minor antigén eltérésre korlatozott
modelljeként foghato fel.

Az e két torzs felhasznaladsaval végrehajtott egér
experimentalis HSCT-ben a donor OT-I CD8+ T-sejtek a
transzplantaciot kovetd 4-7. napon beliil 100%-ban letalis
aGvHD-t okoztak a recipiens Act-mOVA egerekben. Varatlan
moédon azonban bar az aGvHD kiterjedt a bélrendszerre, a
majra, €s a tiidore, a bér nem mutatott CD8+ T sejt infiltraciot,
klonalis expanzidt, illetve aGvHDs szdvetkarosodast sem.

A kiilonboz6 szervekbdl visszanyert miHA-specifikus CD8+
T-sejtek microarray vizsgalata soran a vékonybél esetében
azok a gének, amelyek a gyors klondlis expanzidhoz
sziikségesek, kevésbé intenziven irodtak at, mint az aGvHD
barmely mas célszervében, amely arra utal, hogy a modell
valoban alkalmas lehet kiilonb6z6 szervi  T-sejtek
Osszehasonlité fenotipizalasara. Sajnos azonban az aGvHD
T-sejtek bor és bél specifikus homing 6sszehasonlitd
vizsgalata nem valosult meg. A modellink igy egy mar
korabban leirasra keriilt, csak kutan aGvHD manifesztaciot
mutat6 rendszer, a K14-OVA modell kiegészité6 modelljeként
hasznalhato fel.

CD8+ T-sejt homing markerek vizsgalata human
mintakon
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Munkank masodik részében mi bizonyitottuk els6ként human
mintakon, hogy a PI16 a human bérbe vandorld, nem naiv
CLA+/CD8+/CD45RO+  T-sejtek  jellegzetessége, am
kifejez6dése nem teljes, a bdérbe vandorldo T-sejt
alkategoriakon beliil valtozatos, és féleg a nyugvo sejtekre
jellemzd.

A PI16 els6dlegesen ezen sejtek plazmamembranjaban,
mégpedig GPI horgonyzads segitségével lokalizalodik, és
megjelenése az aGvHD szervi érintettségétol, az a GvHD-tdl,
s0t még az aHSCT-t6l is fiiggetlen, azaz egy meglepden
altalanos, a boér-hominghoz igen erdsen asszocidlt, eddig
ismeretlen markerrdl van szo.

Szabalyozasat tekintve azt tapasztaltuk, hogy a PI16
megjelenése feltehetden fiiggetlen barmilyen eddig ismert,
DC-indukalta illetve szervi, epithelidlis eredetii homing
programoz6 szignaltol, 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.

A PI16 funkcidjat tekintve az altalunk elvégzett vizsgalatok
alatamasztottdk az egér kisérletekbodl szarmazo eredményeket,
miszerint a PI16 a human CD8+ T-sejtek esetén a katepszin K
részleges inhibitoraként hat, a nanomolaris tartomanyban.
Mindez szamos érdekes spekulaciora ad lehetdséget a CD8+
T-sejtek boérben betoltott funkcidjanak tekintetében, mint
példaul, hogy a gyulladasos valaszokban aktivalodo T-sejtek
vajon felfiiggeszthetik-e a gyulladasos folyamathoz sziikséges
proteazok gatlasat, azaz befolyasolhatjak-e a lokalis matrix
remodellingjét. Azonban e kérdés egyértelmii tisztazadsahoz
tovabbi vizsgalatokra, a PI16 pontosabb megismerésére, s
ehhez pedig mindenekeldtt a fehérje egyetlen meglévo
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funkcionalis doménjének, a rejtélyes, és gyakorlatilag teljesen
ismeretlen CAP doménnek a megismerésére lesz sziikség.

5. Kovetkeztetések

OT-I — OVA akut GvHD modell

1.

2.

3.

4.

5.

A munka els6 felében sikeresen allitottunk be és
validaltunk egy 1j, TCR-mddositott, egyetlen miHA
antigénre vald reakcion alapuld, egér experimentalis
aGvHD modelit.

Modelliink a human aHSCT-k nagy részére jellemz6
MUD  transzplantaciot, reprodukalja, igy a
hagyomanyos modellek tobbségéhez képest jobban
prezentalja a klinikai koriilményeket

A modell a recipiens allatok korében 100%
letalitassal, nagyon jol reprodukalhatdé modon, 4-5
napon beliil valtotta ki az aGvHD-t, a legkiilonb6zdbb
periférialis célszervekben, azonban egy aGvHD
célszerv a bor latvanyos kivételével.

A kutan aGvHD kialakulasanak elmaradéasa esetleg
azzal magyarazhat6, 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-prezentaldo APC miatt sokkal tobb idore
lett volna sziikség. Mas szoval: lehetséges, hogy az
Act-mOVA modellben egyszertien nem volt elég id6 a
bor tiinetek megjelenésére az allatoknak az egyéb, a
bérnél sokkal inkabb Iétfontosagh és  sokkal
erbteljesebben  karosoddo  aGvHDs  célszervek
diszfunkcionalitasa okozta pusztulasaig.

Az altalunk létrehozott modellrendszer hatékony,
komplementer kiegészités lehet egy mar leirt, szintén

16



6.

egyetlen miHA mismatch-en alapuld, szintén TCR
modositott aGvHD modellnek (K14-OVA), mely
kizarolag a bérben okoz aGvHD kialakulast, mig sajat
modelliink rendkiviil jol prezentdlja az aGvHD altal
leginkabb érintett Osszes tovabbi szervet, igy a
bélrendszert, a majat és a tiidot.

A modell lehetéséget nyajt a kiillonbozd szervekben
elhelyezkedd, illetve oda bevandorlé CD8+ T-sejtek
szovetspecifikus  kovetésére, visszanyerésére, €s
fenotipizalasara az aGvHD folyamata soran, és igy
lehetové teszi a betegség mechanizmusanak mélyebb
megértését, illetve némi modositassal alkalmas a cross
prezentacio, illetve akar a graft versus leukémia (GvL)
hatas vizsgalatara is.

CD8+ T-sejt homing markerek vizsgalata human
mintakon

1.

2.

3.

Megallapitottuk, hogy a peptidaz inhibitor 16, a bérbe
vandorlé nem naiv, nyugvd, CD8+/CLA+/CD45RO+
T-sejteken expresszalodott, alapkutatdsi szempontbol
fontos j, bér iranytt homing biomarkere a CD8+ T-
sejteknek.

A PI16 klinikai értéke feltehetéen csekély, 1évén nem
kapcsolodik egyik aGvHD szervi manifesztacio
kialakulasahoz sem.

Ebben a kutatasi szakaszban az aGvHD végsé soron,
mint egy modell rendszer keriilt felhasznalasra, mely
lehetévé tette a bérbe, illetve a bélbe vandorlo CD8+
T-sejtek egyébként nehezen kivitelezhetd, parhuzamos
vizsgalatat és markereinek karakterizalasat.
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A PI16 a T-sejtek kizarolagossidga, mely membran
kotott formaban és GPI horgonyzason keresztiil
kapcsolodik ezen sejtek plazmamembranjaba.

A PI16 expresszidja egészséges borben, a bor
nyugalmi, steady state allapotaban, in situ is
fennmarad.

Reaktivacio hatdsdra a PI16 gyors, transzkripcids
leszabalyozodasa torténik.

A PI16 szabdlyozasa a borbe vandorldo CD8+T-
sejteken fiiggetlennek bizonyult minden olyan ismert,
irodalomban leirt faktortol, amelyek szerepet
jatszanak mas boér-homing markerek megjelenésében,
és kiilondsen, illetve egyértelmiien fiiggetlen azoktol,
amelyek fontosak a CLA befolyasoldsaban.

A PI16 funkciojat tekintve a katepszin K részleges
inhibitora.

6. Sajat publikaciok jegyzéke

Az értekezéshez felhasznalt kozlemények:

Barbara Ersek*, Nikolett Lupsa*, Andor Horvath,
Andras Bencsik, Eszter Lajko6, Palma Sillo, Adam
Oszvald, Zoltan Wiener, Péter Reményi, Gabor
Mikala, Tamas Masszi, Edit I Buzas, Zoltan Pos
(2018) Skin-homing CD8+ T cells preferentially
express GPI anchored peptidase inhibitor 16, an
inhibitor of cathepsin K

European  Journal ~ of  Immunology, DOI
10.1002/€ji.201847552

(*megosztott elsd szerzok)

IF: 5,788

18



Nikolett Lupsa, Barbara Ersek, Péter Pocza, Anett
Toth, Andor Horvath, Viktor Molnér, Bence Bagita,
Andras Bencsik, Hargita Hegyesi, Andras Matolcsy,
Edit 1. Buzas, Zoltan P6s (2016) Unique patterns of
CD8+ T-cell-mediated organ damage in the Act-
mOVA/OT-1 model of acute graft-versus-host disease

Cellular and Molecular Life Sciences, DOI
10.1007/s00018-016-2237-7

IF: 4,695

Az értekezéshez fel nem hasznalt kozlemények:

Wit, J., Sarup, P., Lupsa, N., Malte, H., Frydenberg,
J., Loeschcke, V. (2013) Longevity for free? Increased
reproduction with limited trade-offs in Drosophila
melanogaster selected for increased life span

Exp Gerontol, DOI 10.1016/j.exger.2013.01.008

IF: 3,529

Kiralyhidi Panna, Marton Nikolett, Baricza Eszter,
Molnar Eszter, Badari Noémi, Lupsa Nikolett, Buzas
Edit, Nagy Gyorgy (2018) Egérmodellek a rheumatoid
arthritisben

Immunolégiai Szemle, X. évfolyam 4. szam, 2018
Lupsa Nikolett (2016) Tamadas a befogadd szervezet
ellen

Elet és tudomany, 2016/25

Osszesitett impakt faktor: 14,012

19



