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Bevezetés

Az emberi immunrendszer funkciondlisan diverz sejtek sokrétii
halézatabol épiil fel. Az immunsejtek receptorok széles skaldjat
expresszaljak, amelyek 6sszhangban miikddnek egymassal és igy a
sejtek kollektiv modon reagalnak a fert6zésekre, eliminaljak a rakos
sejteket és fenntartjdk az egészséges anyagcsere folyamatokat.
Amennyiben ennek a finoman szabalyozott rendszernek az
egyensulya felborul, akkor az egy tipikusan életkorlatozo tényezové
valik. Ugyanakkor az immunsejtek felismerési képességében —
amelyek meg tudjak kiillonboztetni a behatold koérokozot, vagy rakos
sejtet a sajat artalmatlan sejtektdl — torténd aprobb valtozasok is
kiillonboz6  betegségek  kialakulasahoz  vezethetnek.  llyen
rendellenesség az autoimmun betegség, amely olyan koros allapotok
gyljté neve, amikor a szervezet sajat sejtjei ellen fordul és
hosszantarto  gyulladasos folyamatokkal szOveti és  szervi
karosodasokat, akar halalt is okozhat. A Ph.D. dolgozatom targyat
harom szisztémas autoimmun betegség (SAD) vizsgalata képzi:
rheumatoid arthritis (RA), szisztémas sclerosis (SSc) és szisztémas
lupusz erythematosus (SLE).

A harom autoimmun betegségrél elmondhato, hogy az atfedo tiinetek
¢s a betegségek heterogén természete miatt nehéz differencidlni éket,
tovabba sulyosan Dbefolyasoljak a betegek életmindségeét.
Mindemellett fontos kiemelni, hogy a betegségek manifesztacidinak
pontos biologiai mechanizmusai nem ismertek, a kialakulasukban
kozrejatszanak genetikai és kornyezeti faktorok, valamint hormonalis
¢s viralis tényezok is.

A mielébbi pontos diagndzis felallitisdhoz 1j biomarkerek
azonositasa sziikséges, valamint a hatékony célzott terapiak
kifejlesztéséhez tovabbi adatok sziikségesek a betegségek hatterében
zajlé immunoldgiai folyamatokrol.



Célkitizések és alkalmazott modszerek

A Ph.D. munkdm alapvetd célkitlizése a periférids
immunrendszer immunfenotipizalasa, sejt és plazmafehérje
szintli 0sszehasonlitd jellemzése terapia naiv RA-S, SSc-s és
SLE-s betegekben:

e A terapia naiv betegekbdl és veliik korban és nemben egyezd
egészséges kontrollokbol (HC) szarmazo plazmamintakbol
Luminex technoldgidval 30 kiilonb6z0 plazmafehérje

crer

o Az egészséges kontrollok (HC) és az autoimmun betegek
periféridas mononukledris sejtjeinek immunfenotipizalasa
egysejt tomeg citometriaval.

o

o

Feliigyelet nélkiili klaszterezo algoritmussal definialni a
f6 immunsejt populdciokat ¢és meghatdrozni azok
szazalékos eloszlasat az egészséges ¢€s Dbeteg
csoportokban.

A definialt populaciokon 34 fehérje expressziojat
szamszeriisiteni és klinikai csoportonként
Osszehasonlitani.

A 16 populacidként azonositott kiilonbozé sejttipusokat
(T-sejtek, B-sejtek, monocitak, természetes 616 sejtek,
dendritikus sejtek) alpopuldcidkra bontani és az
alpopulaciok  szazalékos aranyat  kondicionként
Osszevetni.



Eredmények

e Az RA, SLE, SSc betegek vérplazmajabol fehérjék
koncentraciéinak multiplex, mérése soran a PYY
szignifikinasan magasabb koncentraciét mutatott az RA-S
betegekben az egészségesekhez viszonyitva

Osszesen 10 plazmafehérje — IL-12p40; 1L-13; IFN-y; IL-4;
NTproBNP; IL-17A; PYY; TNFSF18; MMP-12; TNFRSF6 — atlagos
koncentracidja legalabb az egyik autoimmun betegcsoportban
szignifikdnsan = magasabb  értéket mutatott az egészséges
kontrollokhoz képest. A szakirodalmi adatokkal Osszevetve azt
talaltuk, hogy az éaltalunk mért kiilonbségek egyes citokinek és
fehérjék esetében dsszhangban vannak. Ezen fehérjék tobbségének a
gyulladasos immunvalasz kialakitasaban van szerepe, mégpedig gy,
hogy a gyulladasos sejtekben aktivaciot és differenciaciot indukalnak.

Elészor a mi csoportunknak sikeriilt kimutatni, hogy egy
bélnyalkahartya polipeptid, a hasitott peptid-tirozin-tirozin (PYY, 3-
36) a terapia naiv RA-s betegek vérplazmajaban szignifikansan
magasabb koncentracioban van jelen az egészséges kontrollokhoz
képest. Az olyan kérdések megvalaszolasdhoz mint, hogy a
megndvekedett plazmakoncentracidja az RA patomechanizmusabol,
vagy az immunrendszer szabalyozasaban betoltott szerepébdl
kovetkezik, tovabbi funkcionalis vizsgalatok sziikségesek.

Az eredményeket a Mediators of Inflammation nemzetkozi
folyoiratban publikaltuk 2021-ben (DOI: 10.1155/2021/5523582).

A periférias vérmintakbol izolalt PBMC-n (minden csoportb6l 13
minta) egysejt tomeg-citometrias immunfenotipizalast végeztiink 34
markeres panellel. Feliigyelet nélkiili klaszterez6 algoritmus
segitségével 17 kiilonboz6 {6 immunsejt tipust tudtunk
megkiilonboztetni  egymastol €s  statisztikai  Gsszehasonlitast
veégeztiink az egészséges, RA-S, SSc-s és SLE-S csoportok kdzott:

e A periférias immunsejt-populiciok eloszlasa szignifikansan
kiilonbo6zott a vizsgalt csoportok (HC, RA, SLE, SSC) kozott.
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A 17 6 fehérvérsejt populaciobol szignifikansan magasabb atlagos
populacié szazalékot mutatott SLE-s betegekben a DN T-sejtek, a
plazmabalasztok és a CD11¢%M/CD172a%"M sejtek a masik harom
kondicioval Osszevetve. Az utobbi sejtpopulaciorol még eddig nem
kozoltek publikaciot az SLE-vel kapcsolatban. Ezzel ellentétben az
SLE-s betegekben szignifikansan alacsonyabb szamban vannak jelen
a CD4+/CD57+ T- és CD4+NKT-sejtek az egészséges ¢s SSc-sekhez
viszonyitva. A CDI161+/CD28+ citotoxikus T-sejtek atlagos
populacié szédzaléka szignifikansan magasabb az egészségesekben,
mint az autoimmun betegekben. Definialtunk két populaciot:
CD8aM/CD474m ¢s CD56%™/CD98Y™ amelyek atlagos populaci6
szazaléka a CDA45+ sejteken beliill az RA-s csoportban volt a
legalacsonyabb. Szignifikans volt a kiilonbség az egészséges és SLE-
s csoporttal dsszehasonlitva a CD56%™/CD98%™ populacid estén.

e A periférias immunsejt-populaciokon mért egyes fehérjék

expresszios szintje szignifikansan eltér a vizsgalt kondiciokban
Az adatokat Osszesitve 25 marker mutatott valamely sejttipuson
legalabb két csoport kozott szignifikans kiilonbséget, ezek koziil a
leginkabb differencialokat gytijtottiik a tézisfiizetbe.

A segitd T-sejteket kivéve az Osszes definialt populaciorol
elmondhatd, hogy legalabb egy autoimmun betegségben a CD38
expresszioja magasabb volt, mint az egészségesekben. A DN T-sejtek,
TCRy/d+ T-sejtek, CD8a+ NKT-sejtek, NK-sejtek és monocitak
esetében mind a harom betegcsoport szignifikdnsan magasabban
expresszalta a CD38-at az egészséges kontrollcsoporthoz viszonyitva.

Az SSc-s betegekben két marker expresszidja volt szignifikansan
magasabb mind a harom masik csoporttal szemben: CD57 expresszio
a CD4+/CD57+ T-sejteken, illetve a CD16 expresszidja az NK-
sejteken.

Az RA-s betegeket szignifikansan magasabb ¢és alacsonyabb
expressziot mutatd markerek is differencialtak a tobbi kondicioktol:
CD11c%m/CD172a%™ sejteken a CD32 expresszidja szignifikdnsan
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magasabb volt, mint a harom masik csoportban, ugyanezen a
sejttipuson a CD98 expresszidja is magasabb volt az RA-sokban,
tovabba a CD56%™/CD98YM sejtecken a CD98 kifejezOdése
szignifikinsan magasabb volt. A CD47 a CD11c%"/CD172a%™m
sejteken szignifikansan magasabb kifejezddéssel birt, mig a CD8a+
CD161+/CD28+ T-sejteken szignifikansan alacsonyabb volt az
expresszioja az RA-s csoportban a masik harommal 6sszevetve.

o A periférias immunsejt-populaciok alpopulaciokra bontasa
utan az alpopulaciok eloszlasa egyes kondiciokban
szignifikansan eltér RA, SLE és SSc vonatkozasaban

A 17 f6 immunsejt populacion Gsszesen 162 alpopulaciot tudtunk
meghatarozni. A T-sejteket 90 alosztalyba tudtuk besorolni a 34
marker expresszidja alapjan, ezek koziil 43 alpopulacié szazalékaban
talalunk szignifikans eltérést legalabb két vizsgalt csoport kdzott. A
CD3- sejten, azaz a T-sejteken kiviili sejttipusokon 72 alpopulaciot
definialtunk (szintén a 34 marker expresszidja alapjan) és ebbdl 27
alpopulacio szazalékos eloszlasa mutatott szignifikans kiillonbséget
minimum két kondicio kdzott.

A tomeg-citometrias eredményeinket a Journal of Autoimmunity
nemzetkozi tudomanyos folyoiratban kivanjuk publikdlni 2023 elsé
negyedévében.

Az eredeti célkitlizésinket sikeresen elértiik, azonositottunk betegség
specifikaloé markereket és 11j sejtpopulaciokat, amelyek segithetnek az
autoimmun korképek kialakulasanak, illetve az el6rehaladdsanak
hatterében allé6 mechanizmusokat feltard tovabbi kutatasokat inditani,
valamint a pathomechanizmust jobban feltérképezni.



Summary

The goal of my Ph.D. research was to expand our knowledge
about autoimmune diseases, namely Rheumatoid Arthritis (RA),
Systemic Sclerosis (SSc) and Systemic Lupus Erythematosus
(SLE) by using one the most developed single cell technologies.
The identification of specific molecular and cellular contributors
in the early stage of the systemic autoimmune diseases (SADSs)
may help the selection and timing of the appropriate therapy.

We collected blood samples from SAD patients with age and
gender matched controls. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and the plasma were separated from the other
components of blood. We measured the concentration of 30
different plasma proteins with Luminex technology from a total
of 100 plasma samples (40 healthy controls (HC), 31 RA, 10 SSc
and 19 SLE). After completing the experiments, we determined
the concentrations of the 30 plasma proteins and compared them
by disease groups.

The mean concentration of 10 plasma proteins — 1L-12p40;
IL-13; IFN-y; IL-4; NTproBNP; IL-17A; PYY; TNFSF18;
MMP-12; TNFRSF6 — were significantly higher at least in one
patient group compared with the healthy controls. Our
measurements were consistent with the literature data, most of
these proteins are involved in the development of inflammatory
response by the activating and differentiation induction of the
inflammatory cells.

Our group was the first to show that a pancreatic polypeptide,
cleaved peptide-tyrosine-tyrosine (PYY 3-36), is significantly
present in higher concentration in the blood plasma of therapy-
naive RA patients compared to healthy controls. The bioactive
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PYY (3-36) which binds to the NPY 2 receptor, has recently been
investigated for its connection between the gastrointestinal
neuroendocrine system and the immune system, and also its
possible role in inflammatory processes was suggested. Further
functional studies are required to answer questions like whether
its increased plasma concentration as a consequence, results
from the pathomechanisms of RA or it plays a causative role in
the regulation of the immune system.

In addition to quantification of plasma proteins, we performed
single cell mass cytometry on PBMC samples (13 sample from
each group). More than 15 million CD45+ living singlets were
characterized with a 34-markers panel. This panel can be used
to identify the main immune cell types — T-cells, B-cells, NK
cells, monocytes, DCs — and their subpopulations. We were able
to distinguish 17 different main immune cell types with
unsupervised clustering algorithms. Following the definition of
the main cell populations, we carried out various statistical
comparisons between the RA, SLE, SSc, and HC groups.

Of the main immune populations, DN T-cells, plasmablasts and
CD11cY™/CcD172a%™ cells showed a significantly higher
average population rate in SLE patients compared to all other
groups. There is no publication available about the
CD11c%m/CD172a®™ in context of SLE. In contrast,
CD4+/CD57+ T-cells and CD4+ NKT cells were present in a
significantly lower numbers in SLE patients against to healthy
and SSc groups. The average population rate of CD161+/CD28+
cytotoxic T-cells was significantly higher in healthy people than
in the groups of patients with SADs. We defined 2 populations:
CD8a"™/CD479™ and CD569™/CD98%™  whose mean
population rates within CD45+ single cells were the lowest in
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the RA group. The difference was significant in comparison with
SLE and HC groups. This observation is considered novel.

Summarizing our data, 25 markers on certain cell types showed
significant differences between at least two SAD groups. For the
summary part of the dissertation, we showed only the most
differentiating ones:

We were able to determine a total of 162 subpopulations of the
17 main leukocyte cell populations. We classified the T-cells
into 90 subclasses based on the expression of 34 markers and we
found 43 subpopulations with significantly different ratios
between at least in two cohorts. We defined 72 subpopulations
of CD3- cells, in which 27 populations showed significantly
different subpopulation rates between at least two investigated
groups.
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Nyilatkozat

Alulirott, Dr. Szebeni Gabor Janos, mint Balog Jozsef Agoston
jelolt doktori témavezetdje, a Terapia naiv autoimmun betegek
periférias immunrendszerének multiplex jellemzése ciml
doktori értekezés alapjaul szolgald tudomanyos publikéacioval és
a jelolt az értekezésében ismertetett eredményeivel kapcsolatban
ezuton kijelentem, hogy mas fokozatszerzési eljarasban nem
keriiltek felhasznalésra, és a jovében sem keriilnek.

I Bt 55

Dr. Szebeni G r Janos
Tudomanyos fomunkatars
Szegedi Biologiai Kutatokdzpont

2022.12.02.
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Nyilatkozat

Alulirott, Dr. Szebeni Gabor Janos, mint Balog Jozsef Agoston
jelolt, a fokozatszerzési eljaras alapjaul szolgald Investigation of
Newly Diagnosed Drug-Naive Patients with Systemic
Autoimmune Diseases Revealed the Cleaved Peptide Tyrosine
Tyrosine (PYY 3-36) as a Specific Plasma Biomarker of
Rheumatoid Arthritis. Mediators of Inflammation, 2021, (1-9.)
tudomanyos kozlemény felelds szerkesztdje nyilatkozom, hogy
a publikacidhoz kapcsolédd eredmények elérésében a jeldlt
nélkiilozhetetlen szereppel birt, tovabba nyilatkozom, hogy a
publikaciét mas fokozatszerzési eljarasban nem hasznaltuk fel
¢s a jovében sem fogjuk.
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Nyilatkozat

Alulirott, Dr. Ando Istvan és Dr. Szebeni Gabor Janos, mint
Balog Jozsef Agoston jeldlt, a fokozatszerzési eljaras alapjaul
szolgaldé Immunoprofiling of Drosophila Hemocytes by Single-
cell Mass Cytometry. GENOMICS PROTEOMICS &
BIOINFORMATICS, 19(2), 243-252. (2021) tudomanyos
kozlemény felelds szerkesztdi nyilatkozunk, hogy a
publikacidhoz kapcsolodd eredmények elérésében a jelolt
nélkiilozhetetlen szereppel birt, tovabba a publikaciét mas
fokozatszerzési eljarasban nem hasznaltuk fel és a jovoben sem
fogjuk.
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