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1. BEVEZETES

Kalcium. Membranpotencial. Mitokondriummiikodés. Reaktiv oxigéngyokok. Alapvetd
sejtélettani jellemzok, melyek kozponti szerepet jatszanak a sejtek miikodésének
szabalyozasaban, megvaltoztatasiban. A laboratériumunk nyujtotta lehetOségeket
kihasznalva olyan vizsgalomodszer kifejlesztését tliztiik ki célul, amelynek segitségével
lehetdség van e sejtélettani folyamatok nyomon kovetésére. Ezek révén egyszerre
tobbféle limfocita-alpopulacioban kinetikus moédon lehet kiilonbdzé immunmoduldns
szerek hatasat jellemezni ex vivo, ami akar a preklinikai gyogyszerfejlesztésben is
hasznosithato eredményeket hozhat. A technikdt kiemelten kivantuk tesztelni
ujsziilottek vérmintain.

Klinikai megfigyelések és kisérletes adatok egyarant azt mutatjak, hogy a felndttekhez
képest az 1jsziilottek hajlamosabbak bakterialis és virdlis fertdzésekre. Azonban az,
hogy az adaptiv immunvaélaszért felelds T-limfocitdk aktivacios jellegzetességei
hozzajarulnak-e a fertézéshajlamhoz, nem ismert. A doktori disszertaciomban
bemutatott munkank kapcsan olyan kisérletsorozatot végeztiink el, melynek soran
ujsziilottektdl €s kontroll személyektdl vett vérmintakbol preparalt limfocitdk esetében
elemeztiik a rovidtava T-sejt aktivaciot.

Elvégzett kisérleteink azt igazoljak, hogy az aramlasi citométeres mérési eljarasunk
alkalmas az eddig is alkalmazott citoplazmatikus kalciumjel vizsgalata mellett, a
plazmamembran- potencial, a mitokondrialis kalcium-anyagcsere, a mitokondrialis
potencial és a szabadgyokok képzodésének vizsgalatara. Adataink alapjan a T-sejt
aktivacioval jaro intracellularis milieu-valtozas kinetikaja jelentds kiilonbségeket mutat

felnéttek és ujsziilottek kozott.

1.1. AZ UISZULOTTEK ADAPTIV IMMUNVALASZANAK SAJATOSSAGAI

A vilagra jové magzatok immunrendszerének komplex elvarasoknak kell megfelelnie:
1) a sziilécsatornan valo athaladas soran védekezés a fert6zé agensekkel szemben
(virusok, baktériumok), 2) az esetlegesen kialakuld, az anyara és a magzatra nézve is
karos gyulladasos alloimmun valasz megel6zése, 3) az intrauterin steril kornyezetbdl a
kiilvilag antigénekben gazdag kornyezetébe vald atmenet szabalyozasa (példaul a bér és

az emésztérendszer elsddleges kolonizacidja) (1-4).
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Klinikai megfigyelések és kisérletes adatok egyarant azt mutatjak, hogy a felndttekhez
képest az ujsziilottek védtelenebbek a sulyos bakterialis és viralis fertézésekkel szemben
(1, 5, 6). Az eddigi kutatasi eredmények alapjan 1) az 0jsziilottekre jellemzé az
alacsonyabb immunsejtszam a periférids nyirokszervekben (4), 2) az immunvalasz
eltolodasa a 2-es helper T-sejtek iranyaba (7, 8), 3) és az immunologiai memoria hianya
(2) hozzajarul a csokkent immunvalaszhoz. Mindazonaltal egyes vizsgalati eredmények
szerint bizonyos vakcindk és infekcios agensegek képesek a felnéttekéhez hasonld Thl-
es immunvalaszt kivaltani ujsziilottekben (9, 10).

Nem pontosan ismert, hogy az adaptiv immunvalaszban kozponti szerepet betoltd T-

limfocitdk aktivaldodasi mechanizmusai ebben az életkorban eltéréek-e.

1.1.1. T-sejtes immunvalasz 0jsziilottekben

A T-sejtek ujsziilottkorra jellemzé mitkddésével kapcsolatos vizsgalatok tobbségét
egérmodelleken végezték. A jelenlegi, korlatozott szdmu humén adat, nagyfokl
hasonlosdgot mutat az egereken végzett kisérletekhez ebben az életkorban. Tovabbi
vizsgalatok szilikségesek azonban ennek megerdsitésére.

A T-sejtes immunvalasz kivaltasahoz megfelelé szami immunsejt-repertoar, illetve
ezen sejtek megfeleld lokalizacioja sziikséges. A kiilonbozd T-sejt szubpopulaciok
kvantitativ 0sszehasonlitdsa a periférids nyirokszervekben azt mutatta, hogy jsziilott,
1,5 napos egerek periférids nyirokcsomoiban, illetve 1épében mind a CD4+ mind pedig
a CD8+ T-sejtek szama tizede - szdzada a felnéttekéhez képest. Az id6 elérehaladtaval a
thymust elhagy6 T-sejtek kolonizacidja soran elsésorban a nyirokcsomoban novekszik
meg a T-sejtek szama. Mindez azt jelenti, hogy a lépben relativ nagyobb T-sejt
deficiencia all fenn ebben az ¢életkorban. A CD4+ / CD8+ T-sejtek aranya mindkét
periférias nyirokszervben megegyezik a felnéttekére jellemzovel (2:1) (4). Ezen
alacsonyabb T-sejtszamok hozzajarulhatnak ahhoz, hogy azonos mennyiségii infekcios
agensre az ujsziilottek korlatozott immunvalaszra képesek (1).

A ’90-es évek ,in vitro” vizsgalataiban csokkent T-sejt proliferaciot, valamint
alacsonyabb interleukin-2 (IL-2) termelést allapitottak meg, a felnéttekhez képest (11,
12). Ezen eredmények alapjan az ujsziilotteket immundeficiensnek tekintették. Id6vel, a

helper T-sejtek, Th1-Th2 sejtcsoportok funkcidinak a leirasaval (13, 14) vilagossa valt,
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hogy nem immundeficienciardl, hanem Th2 irdnya eltolodasrol van sz6. Meg kell
jegyezni azonban, hogy egyes antigének, melyek képesek erds Thl-sejtes valaszt
kivaltani (pl. DNS vakcindk), a felndttekéhez hasonlé Thl-es immunvalaszt indukalnak
ujsziilott egerek CD4+ sejtjeiben (9, 10).

A human vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a Th-sejtes immunvalasz gyakran
alacsonyabb ujsziilottekben (1). Kiilonb6z6 mechanizmusok jarulnak hozza a
korlatozott Thl-es immunvalaszhoz a prenatalis illetve perinatalis életkorban. ,,In
utero”, a Thl-es immunvalasz toxikus lenne a placentara nézve, ezért a trophobalsztok
altal termelt IL10, illetve a progeszteron gatld hatast fejtenek ki (15, 16). Ujsziilottek
CD4+ sejtjei ,,in vitro” vizsgalatok soran, alacsonyabb proinflammatorikus interferon-y
(IFN-y) termelést mutattak felnétt naive T-sejtekhez képest (5, 6). Ezzel
egybehangzoan az IFN- vy gén promotere hipermetilalt az ujsziilottek CD4-+-sejtjeiben
(17).

A csokkent proinflammatorikus citokintermeléshez az immunoldgiai memoria hidnya is
hozzéjarulhat. Az ujsziilottek T-sejtjeinek tilnyomd tobbsége (~90%) naiv (CD45RA+)
sejt (18), mig felndttekben ez az arany korilbelill 55% (19). De egyes szerzok a
sziiletéskor is meglévd, Th2-es iranyl immunoldgiai memoriaval (CD45RO+ memoria
sejtek) magyarazzak az ujsziilottekre jellemzd Th2-iranyu eltolodast.

A legujabb kutatdsi eredmények arra utalnak, hogy az ujsziilottekben fiziologias
kortilmények kozott is magasabb szamban keringd CD71+ erithroid sejtek (sejtmaggal
rendelkezé vorosvérsejtek) immunszupressziv hatast fejtenek ki (20). Az ezen sejtekre
jellemz6é arginaz-2 enzim gatlasaval az immunszupressziv hatas gatolhatd volt. A
vizsgalat szerint CD71+ sejtek gatlo hatisa a CD8+ sejteken érvényesiil. Ujsziilstt
CD71+ sejteket kozos sejtkulturaban tartva felnétt CD8+ T-sejtekkel, a CD8+ sejtek
aktivacigjara jellemz6 aktivacios markerek kifejezddésének (CD25, CD69) csokkenését

figyelték meg.

1.2. ARAMLASI CITOMETERREL VIZSGALHATO SEJTELETTANI
FOLYAMATOK ES A LIMFOCITA AKTIVACIO

1.2.1. T-sejt receptoron (TCR) keresztiil zajlo jelatvitel
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Az adaptiv immunvalasz 1étrejottéhez elengedhetetlen azon T-limfocitdk aktivéacidja és
klonalis expanzidja, amelyek egy adott antigént felismerni képesek. A folyamat els6
1épéseként az antigénprezentald sejtek (APC) altal a T-limfocitak felé bemutatott
antigén és a TCR/CD3 komplex ko6zotti specifikus kolcsonhatas tobb, sejtmembranon
keresztiili jelatviteli Gtvonalat aktival (21). Ezen jelatviteli utvonalak hatarozzak meg a
sejt tovabbi mikodését, igy a citokintermelést, proliferaciot és differencialodast. A
TCR/CD3 komplexrdl indul6 és aktivalédo foszforilacios kaszkadok kiilonb6zé mddon
befolyasoljak a T-limfocitak miikodését. Egyes protein kinaz utvonalak, igy példaul a
Ras/MAP utvonal, direkt modon jarulnak hozza a T-limfocita proliferacidhoz sziikséges
géntranszkripcié iranyitasahoz (22). A tirozin kinazok aktivalodasa a foszfolipaz C-y
(PLC-y) aktivalodasahoz vezet. Ez az enzim egy membranban elhelyezkedd
foszfolipidet, a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP2) hasitja, melyb6l diacil-
glicerol (DAG) és inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3) keletkezik. Ezen a ponton kettévalik a
jelatviteli titvonal. A DAG aktivalja a protein kindz C-t (PKC), ami tobb lépésen
keresztiil az NFxB nevili transzkripcios faktor aktivaciojahoz vezet (23). Ezzel egy
idében az IP3 az intracelluldris tér szabad Ca®*-ion koncentracidjanak ([Ca®'].)
kétfazisa ndvekedéséhez jarul hozza (24). A Ca?*-jel egy masik transzkripcios faktor, az
NF-AT (nuclear factor of activated T cells) aktivacidjahoz vezet (25). Ez a folyamat a
Ca’*-kalmodulin komplext8l fiiggé foszfatdz, a kalcineurin altal medialt (26). A
kalcineurin defoszforildlja az NF-AT-t, amely igy képes lesz felhalmozodni a
sejtmagban, ahol az IL-2, az egyik legfontosabb proliferaciot serkentd gén promoter

crcr

jelenléte nélkiil is képesek proliferalni (1. &bra).
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1. abra: A Ca** kozponti szerepe a T-sejt aktivacio kezdeti szakaszaban

A T-sejt receptor komplex stimulalasa a citoplazmatikus Ca®*-szint novekedéséhez, a
plazmamembréan depolarizacidéjahoz, mitokondrialis Ca®" felvételhez, a mitokondrialis
membran depolarizacidjahoz és szuperoxid képzodéshez vezet. CRAC — calcium release
activated calcium csatorna, DAG — diacil-glicerol, ER — endoplazmas retikulum, PIP2 —
foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot, IP3 — inozitol-1,4,5-triszfoszfat, PLCy -
foszfolipaz-Cy, PKC - protein kinaz C, PMCA — plazma membran kalcium ATPaz,
SERCA - szarko/endoplazmas retikulum kalcium ATPaz, TCR/CD3 — T sejt
receptor/CD3 komplex, NF-AT - nuclear factor of activated T cells, NFkB - nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NOS - nitrogén monoxid szintaz,
MCU - mitokondrialis Ca®* uniporter.

10
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1.2.2. A citoplazmatikus Ca®*-szint és plazmamembran-potencial szabalyozéasa

A citoplazmatikus kalcium-jelnek sokrétli hatasa van a T-limfocitdk miikodésének
kialakulasat, a sejtek motilitasat, a sejtosztodast, bizonyos gének transzkripcidjat (1.
abra) (24).

Az emlitett kétfazisa [Ca®"]. novekedés az IP3 keletkezéséhez kapcsolt. Az elsé fazis
soran az IP3 az endoplazmatikus retikulumon (ER) talalhaté receptorahoz (rianodin-
receptor) kotddve kalciumot szabadit fel e kompartment Ca®* raktaraibol. Az IP3
receptor tulajdonképpen intracellularis ligand-vezérelt ioncsatornaként foghat6 fel. A
Ca’*-szint emelkedés masodik, fenntartott fazisa az extracellularis térbél belépé Ca?'-
ionok kovetkeztében jon l1étre. Ez az un. ,calcium-release activated” Ca?*-csatornén
(CRAC) keresztiil torténik (27). A CRAC-et a sejten beliili Ca®* raktarak kiiiriilése
nyitja, igy az Un. ,,store-operated” csatornak kozé tartozik. A CRAC csatornak masik
jellegzetessége, hogy aktivacid utdn az iondramot elsGsorban a Ca®*-ra vonatkozod
elektrokémiai hajtderd hatarozza meg, a csatorna kapuzasa tehat fesziiltségtdl fiiggetlen,
de az ionaram nagysaga a sejtek membranpotencialjara érzékeny lesz. Ez a befelé
rektifikacidval egylitt nagyobb Ca**-aramhoz vezet, ha negativabb a membranpotencial
(28). A depolarizal6d hatasu, befelé iranyuld Ca®*-aramot ezért kationok kidramlasaval
szlikséges ellensulyozni ahhoz, hogy fenntarthat6é legyen az elektrokémiai hajtéerd a
Ca?* tovabbi bearamlaséhoz, és igy a transzkripcios folyamatok hatékony miitkddéséhez
sziikséges Ca**-jel fennmaradasahoz.

A biologiai membranok nem egyforman atjarhatdak a kiilonb6z6 ionok szdmara, eltérd
ion-osszetételli elektrolit oldatokat valasztanak el egymastol, és igy a két oldaluk kozott
potencialkiilonbség van. Az egyes ionkoncentraciock ¢és a transzmembran
potencialkiilonbségek jellemzdek az adott sejttipusra, illetve membranra. Az éllati sejtek
membranjainak potencidlja, a mitokondriumokat is beleértve, +50 és -200 mV kozott
valtozhat. Az egyes csatorndkon keresztiil folyd iontranszport hajtoerejét az adott ion
koncentracio-gradiensének és a membranon keresztiili elektromos potencidl-
gradiensnek az Osszege adja meg, melyet az ion elektrokémiai gradiensének neveznek.
Amennyiben ennek értéke nulla, azaz a kérdéses ion koncentraciokiilonbségébdl fakado
hajtéerd éppen ellenstlyozza az elektromos potencialkiilonbségbdl eredd hajtderdt, az

adott ion nettd transzportja megsziinik és dinamikus egyensulyi allapot all be. Azt az
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elektromos potencial értéket, amelynél adott koncentracioviszonyok mellett egy ion
dinamikus egyensulyban van, a Nernst-egyenlet adja meg, ezt az adott ion egyensulyi,
vagy Nernst-potencialjadnak nevezziik. Barmely membranpotencial esetén a kérdéses
ionra hatdé hajtéoeré aranyos az adott membranpotencidl és az ion egyensulyi
potencidljanak a kiilonbségével.

A bioldgiai membranok esetén természetesen egyszerre tobb ion transzportjaval kell
szamolni, igy az egy ionra redukalt Nernst-egyenlet helyett, a Goldman-Hodgkin-Katz
(G-H-K) egyenletet kell alkalmazni, amely figyelembe veszi a membran egyes ionokra
vonatkoztatott permeabilitasi allandéjat is (p). A permeabilitasi allandé6 megadja az
adott ion egységnyi koncentraciokiilonbsége mellett mérhetd ionaramlas sebességét. A
fiziologidsan legfontosabb szerepet jatszo ionok koziil a CI, a Na* és a K' ion
befolyésolja leginkabb a membranpotencidlt.

A T-limfocitak plazmamembran-potencialjat a Kv1.3 és IKCal csatornak limfocita-
altipustol és a sejt aktivaltsagatol fliggéen hatarozzak meg (nyugalomban (-45) és (-70)
mV kozotti) (29). A nyugvo T-sejtek K kidramlasa domindnsan a fesziiltségfiiggd
Kv1.3 csatornan keresztiill torténik (30). A T-limfocitak aktivacidjanak korai
szakaszaban mérheté Ca”" influx depolarizalé hatisu, melyet a sejtek kationok
kiaramlasaval (foleg K*) ellenstlyoz, hogy fenntarthat6 legyen az elektrokémiai
hajtoerd a Ca®*-ionok tovabbi bearamlasahoz, és igy a transzkripcios folyamatok
hatékony miikddéséhez sziikséges Ca?*-jel fennmaradasahoz. Tobb kisérlet is igazolta,
hogy a Kv1.3 csatorna irdnt nagyobb szelektivitdst mutatd ioncsatorna-gatlok, mint a
margatoxin vagy a noxiustoxin, depolarizaljak a nyugvo T-sejteket, gatoljak a Ca®*
bearamlasat, és igy a sejtproliferaciot is (31). Mindezek kovetkeztében a T-limfocitak

aktivacidja soran a plazmamembran tartésan depolarizalodik (32).

1.2.3. A mitokondriumok szerepe a T-sejtek anyagcseréjében

Az idegen antigének altal kivaltott T-sejtes valasz jellemz6d 1épései a kovetkezok:
kezdeti aktivalédas, majd az antigénre specifikus sejtek klonalis expanzidja és
differencidlodasa, az immunvalasz lecsengése soran részben a sejtek elhaldsa, részben
az immunologiai memoria kialakulasa és fenntartasa. A T-sejtek anyagcseréje jelentds

valtozasokon megy at, hogy fedezze az egyes szakaszokra jellemzd metabolikus
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igényeket (33, 34). Ebben a mitokondriumok mint energiatermeld szervecskék és mint
jelatviteli szabalyzokként vesznek részt (35).

A mitokondrium az eukariota sejtek energiatermeld szervecskéje. A sejtek miikodéséhez
sziikséges energia (tObbnyire adenozin-trifoszfat (ATP)) eldéallitasaért - aerob
koriilmények kozott - a mitokondriumok felelések. A mitokondriumok szdma a sejtek
energiaigényétdl, aktivitasatol fiiggéen valtozik, egyes sejtek, példaul az emberi
majsejtek, akar tobb ezer mitokondriumot is tartalmazhatnak (36).

A mitokondrium morfoldgiailag egy belsé matrixanyagot tartalmazo, kiilsé (OMM) és
belsé (IMM) membrannal hatarolt részecske, melynek atlagos hosszisaga 7 um,
atmérdje 0,5-1,5 um. A két membran kozt taladlhatd az intermembran tér. A OMM lipid
¢s fehérje Osszetétele az eukaridta sejtekre jellemzd, mintegy 50%-ban tartalmaz
fehérjéket. Ezzel szemben az IMM endoszimbidta eredetére utal eltérd Osszetétele.
Nagyobb aranyban, ~75 %-ban tartalmaz fehérjéket. Az IMM-ben helyezkednek el a
légzési lanc komplexei és az FoF1 ATPaz is. Tovabbi tulajdonsaga, hogy permeabilitasa
ionokra nézve nagyon alacsony. Ez a membrant alkoto, egyes prokariotdkra jellemzd
glicerofoszfatidnak, a kardiolipinnek kdszonheto. A  mitokondrium alacsony
ionateresztd képessége elengedhetetlen a matrix és a membrankozti tér kozott fennalld
H* gradiens fenntartasahoz (37). Ezen H* gradiens a hajtoereje a FoF; ATPaz altal
katalizalt ATP szintézisnek.

A mitokondridlis matrix fontos anyagcsere-folyamatok helyszine. A Szentgyorgyi-
Krebs cikuls enzimei itt allitjak el6 az ATP termeléshez sziikséges NADH+H-t (ennek a
folyamatnak egyes lepései Ca®" dependensek). Tovabba itt zajlik a zsirsavak pB-
oxidacidja, a hem és szteroid szintézis, valamint az ornitin ciklus.

A T-sejt aktivacid kezdeti szakaszdban a naiv T-sejtekre jellemzd, zsirsavak
mitokondrialis B-oxidacigjat a dontden glikolitikus ATP-termelés valtja fel (emellett a
pentoz-foszfat és a glutaminolitikus utvonal is aktivalodik) (38). Azonban korabbi
vizsgélatok bizonyitottdk, hogy a mitokondridlis oxidativ foszforilacio és az ezzel
parosulo szabadgyok termelés fontos szereppel bir a T-sejt aktivacioban (1d. alabb) (35).
A korabbiakban részletezett citoplazmatikus kalcium jel mitokondriumra valé hatasa

részben felelds a mitokondrialis anyagcsere valtozasokért (39, 40).

13



DOI:10.14753/SE.2015.1767

1.2.4. A mitokondriumok hatasa a kalcium-anyagcserére T-limfocitakban

A mitokondriumok ATP termelé szerepe mellett a cellularis Ca®* anyagcserében is
funkciot toltenek be (41). A nyugvé allapota T-limfocitak mitokondrium matrixanak
kalcium koncentracioja ([Ca**Tm) ~ 200 nM, amely a ~180 mV-os potencialkiilsnbséget
(atlagosan ennyi az izolalt mitokondriumok membranpotencialja (42)) figyelembe véve
alacsony. A Nernst-egyenlet egyszertsitett formajat alkalmazva: -180mV =
30 Ig [Ca**]m/[Ca*"]c mintegy millidszoros koncentraciondvekedésre lehetne szamitani a
mitokondriumok matrixdban, azonban a mitokondriumok bels6 membranjan a Ca?*
atjutasa szabalyozott folyamat (43, 44). A mitokondriumok kalciumfelvételét és
leadasat szabalyozo szallitofehérjék a mitokondrium belsé membranjaban helyezkednek
el (45, 46). A mitokondriumok Ca®* felvétele alapvetéen potencialfiiggd folyamat. A
Ca®" felvételéért felelds, befelé rektifikalo uniporter (mitokondrialis Ca®* uniporter
(MCU)) a mitokondriumok bels6 membranjaban helyezkedik el, amely nagy kalcium
szelektivitissal rendelkezik (42). Nyugalmi [Ca**]. mellett az uniporter nyitasi
valosziniisége igen alacsony, ami részben magyardzza a nyugalmi [Ca®‘]./[Ca®].
hanyados 1 koriili értékét. A mitokondriumok lasst Ca’* leadasa a hagyomanyos
felosztas szerint natriumfiiggd €s nem nariumfiiggd Gton torténhet. A natriumfiiggo Ca®*
leadasban egy Na*/Ca* antiporter szerepel. A transzport sztochiometriajaval
kapcsolatos feltételezések ellentmondasosak. A nem natriumfiiggd Ca®" leadasban két
mechanizmus vesz részt: egy kalcium-proton antiporter és a mitokondrialis
permeabilitasi tranzicios porus (MPTP).

A T-sejtekben a mitokondriumok egy része képes érzékelni az immunoldgiai
szinapszisnal kialakul6 un. Ca®* mikrodomént és ennek kozvetlen kozelébe
athelyezddni (39). Ezaltal ezen mitokondriumok tobb Ca?*-ot vesznek fel, mint az
immunologiai szinapszistol tdvolabb esék. Kimutattak tovabba, hogy a mitokondriumok
feleldsek a citoplazmatikus ca®* jel plato-fazisanak a fenntartasaért a plazmamembran
CRAC csatornainak befolyasolasa révén (47).

A Ca?* jelnek fontos szerepe van a mitokondriumok anyagceseréjében, mely
osszekapesolja a sejt energiaigényét a mitokondridlis Ca** dependens enzimek
aktivitasaval. Ez a Szentgydrgyi-Krebs ciklus enzimeinek direkt, Ca?*-fiiggd, (48) vagy

indirekt, foszforilaci6 altali aktivaldsaval valosul meg.
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1.2.5. Mitokondrialis membranpotencial (AW¥n,)

A mitokondriumok membranpotencialja a mitokondrium matrix és a citoplazma kozott
fennall6 potencialkiilonbség (negativ toltésii a matrix). A potencialkiilonbség
kialakulasaért foként a membrankozti térben megemelkedett protonkoncentracié felelds,
melynek jelentds szerepe van mind az ATP szintézisben, mind a sejtek Ca®*
homeosztazisaban. Az elektrokémiai potencialkiilonbség befelé iranyul6d hajtoerdt jelent
a H* ¢és a Ca®* ionok szdmara. A AWy csokkenése (depolarizacid) az intracelluléris
oxigénfelhaszndlds hatékonysagat gatolja, ezen keresztil pedig az ATP szintézis
csokkenéséhez vezet, mig a hiperpolarizacio ezzel ellentétes hatasu (36).

T-sejtekben a TCR stimuldlasa altal 1étrejott Ca”* jel fokozza a mitokondriumok Ca*
felvételét. A Ca®* ionok pozitiv toltésiik altal, a mitokondriumok &atmeneti
depolarizaciojahoz vezetnek (49). Azonban a T-sejt aktivacio késébbi fazisaiban (4, 24
6ra) a mitokondriumok hiperpolarizalodasat irtak le (50). Ezzel egyidejlileg FoF1-ATPaz

atmeneti gatlasa, ATP hiany és nekrozisra vald érzékenység all fenn.

1.2.6. Szabadgyokok

A ROS (reactive oxigen species) rovid féléletidejii reaktiv molekulak. A legtobb
sejttipusban a mitokondrium a szabadgyokok legfobb forrasa, itt ugyanis az oxidativ
foszforilacié eredményeként parositatlan elektronok keletkeznek. A ROS kiilonb6z6
folyamatok soran melléktermékként (vastartalmi komplexek O, felvétele,
szemikinonok autooxidacidja), vagy enzimatikus reakciok soran (NADPH, xantin- és
flavin-oxidaz enzimek miikodése) is keletkezhetnek. A ROS keletkezése bizonyos
immunsejtekben (makrofagok, monocitdk, granulocitdk) esszencidlis a baktériumok
elleni védekezésben, csokkent NADPH oxiddz miikodés esetén patologids
kovetkezményekkel kell szamolni (pl. kronikus granulomatézus betegségek). A nem
fagocitalo immunsejtekben is keletkezik ROS, ennek jelatvivo szerepe lehet. A ROS
kontrollalatlan keletkezése ¢€s felhalmozodéasa sejtkéarositdé hatdsu. Ez a folyamat a
membranok integritasanak megsziinésével, emellett a DNS kozvetlen karosodasaval és a
fehérjék térszerkezetének megvaltozasaval, keresztkotések kialakuldsaval, az

enzimmiikodés megvaltozasaval jar.

15



DOI:10.14753/SE.2015.1767

A ROS keletkezésnek alapvetd szerepe van a T-sejtek aktivaciojaban (51). Az eddigi
eredmények alapjan a ROS forrasa T-sejtekben a mitokondriumok mellett a fagocita-
tipusi NADPH-oxidaz (52). A O, keletkezésének helye a mitokondriumok I, II és III
komplexe. Az I és II komplex altal termelt O, a mitokondrialis matrixba jut, ahol a
szuperoxid-diszmutaz 2 hidrogén-peroxidda konvertalja. A I1ll-as komplex altal termelt
szuperoxid a citoplazmaba és a mitokondrialis matrixba egyarant diffundalhat. A
keletkez6 szuperoxid és hidrogén-peroxid (O,, H,O,) egyarant szabalyoz jelatviteli
folyamatokat (ERK kinaz, NF-kB és AP-1 transzkripcios faktorok) és tobb gén
O, termelés kalcium dependens (53). Kimutattak, hogy a mitokondrium altal termelt
ROS néveli a nitrogén-monoxid szintdz expresszidjat (50). Az ezen enzimek termelte
NO pedig felelés a mitokondriumok hiperpolarizacidjaért, valamint hozzajarul a

sejtproliferaciohoz is.
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2. CELKITUZES

Munkank elsé szakaszdnak célja olyan 4ramléasi citométeres kisérleti rendszer
kidolgozésa volt, amelynek segitségével egyes sejtélettani folyamatok idobeli valtozasat
lehet mérni, kiértékelni és objektiv moédon Osszehasonlitani. Ehhez sziikség volt egy
sejtélettani folyamatok vizsgéalatara alkalmas mérési moddszer Osszeallitasara,

fejlesztésére.

Munkank masodik szakaszanak célja az altalunk kidolgozott rendszer miikodésének
igazolasa két tesztanyag, az aspecifikus limfocita-aktivaciot kivaltd fitohemagglutinin

¢s a mitokondriumok I-es komplexét gatlo rotenon jelenlétében.
Munkank harmadik szakaszéban kidolgozott modszeriinket klinikai alapkutatdsban

hasznositottuk. Azt elemeztiikk, hogy az ujsziilotteknél a T-sejtek intracellularis

jelatvitele eltérd lehet-e a felndttekétol.
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3. MODSZEREK

3.1. ALTALANOS MODSZEREK

A kiértékeléshez sziikséges algoritmus létrehozasat kovetden olyan kisérleti
modszereket dolgoztunk ki, amelyekkel egy idében lehet kétféle sejtcsoporton (pl.
CD4+ ¢és CD8+ sejteken) kiilonbozo sejtélettani folyamatokat monitorozni. A mddszer
C)! a

sejtmembran-potencial, a mitokondridlis kalcium ([Ca®"]m), a mitokondrialis

segitségével lehetdség van a sejtekben a citoplazmatikus kalcium ([Ca®']

membranpotencial (AWn) és a reaktiv oxigéngyok képzddés kinetikajanak vizsgalatara.

3.1.1. Késziilék

Az éltalunk hasznalt FACS Aria (BD San Jose, CA) tipust aramlasi citométerben két
1ézer van: egy 488 nm hullamhosszu kék, és egy 633 nm-es vords 1ézer. A késziilékben
az forward scatter (FSC) és a side scatter (SSC) csatornak mellett hét fluoreszcens
csatorna taldlhat6: a kék lézer fényét az Gn. octagon, a benne elhelyezkedd optikai
szlir6k segitségével 5 tartomanyra bontja (2. abra); a voros l1ézer altal gerjesztett fényt az
un. trigon specialis optikai sziiréivel két tartomanyra bontja. Kisérleteinkben olyan
optikai szliroket hasznalunk, amelyek az egyes sejtélettani folyamatok vizsgalatara

alkalmas fluoreszcens fényjelek elkiilonitésére alkalmasak.

B
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3.1.2. Jurkat-sejtek tenyésztése

A Jurkat-sejteket (human leukémias T sejtvonalat) 10% FCS, 2% L-glutamin tartalmu
RPMI-1640 médiumot hasznalva termosztatban (5% CO,, 37°C-on) tartottuk fenn.

3.1.3. Oldatok

A kisérletek egy részét permeabilizalt sejteken végeztik. A plazmamembran
permeabilizalasa digitoninnal (25 pg/ml) tortént, majd a sejteket az alabbi oldatban
szuszpendaltuk (oldatkomponensek mmol/l-ben: 117 KCI, 6 NaCl, 1 KH,PO,, 0,3
Mg?*, 10 K*-HEPES, 2 K*-EGTA, 0,4 CaCly, 1,17 MgCl,, 0,9 Na*-ATP, 0,1 Na"-ADP,
2 Na-piruvat, 2 Na'-szukcinat valamint a pH 7,4 volt).

3.1.4. Anyagok

Fluoreszcens vegyiiletek: Fluo-3-AM (#F-1242), TMRM (#T668), di-BA-C4-(5)
(#D243), di-BA-C4-(3) (#B-24570), Rhod2/AM (#R1245MP), Dihidroetidium
(#D11347), MitoTracker Green (M-7514) mindegyik Molecular Probes (Invitrogen).

Oldoészerek, reagensek: DMSO (Sigma, Bonnem, Belgium, #D5879); Pluronic F127
(Molecular Probes (Invitrogen), Karlsbad, CA, #P-3000MP); fitohemagglutinin (Sigma,
Bonnem, Belgium, #L8754); FCCP (Sigma, Bonnem, Belgium, #21857-10MG);
rotenon (Sigma, Bonnem, Belgium, #082K1294); digitonin (Sigma, Bonnem, Belgium,
#D5628); RPMI-1640 (Sigma, Bonnem, Belgium #R0883), L-glutamin (Sigma,
Bonnem, Belgium #G7513); FCS (Sigma, Bonnem, Belgium #12138C); CD4-PE-Cy7
antitest ( BD Pharmingen San Jose, CA, #558431); CD8-APC-Cy7 antitest (BD
Pharmingen San Jose, CA, #557834); Fiqoll-Paque Plus (GE Healtcare, #17-1440-03).

3.1.5. Mitokondrium témeg mérése MitoTracker Green-nel

A mitokondrium tomeg vizsgalataira MitoTracker Green-t hasznaltunk (emisszios

maximum: 516 nm, a detektalasra 530/30 nm BP sziir6 szolgalt). A festési eljaras soran
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30 perces inkubacids id6t, 37°C-ot, fénytdl védett helyet alkalmaztunk, melyet mosasi

eljaras kovetett (7 perc, 400 g).

3.2. UJ KISERLETI RENDSZER KIDOLGOZASA: INTRACELLULARIS
FOLYAMATOK MONITOROZASA T-LIMFOCITAKBAN

Az egyes sejtélettani folyamatok vizsgéalatara alkalmas fluoreszcens festékek
kivéalasztasa soran a fluorokromok excitacids-emisszios tulajdonsigai fontos szerepet
kaptak. A laboratoriumunkban rendelkezésre allo6 FCM egyes optikai sziirdinek
cseréjével lehetdség nyilt egyszerre tobb sejtélettani folyamat vizsgélatira azonos

mintan.

3.2.1. Citoplazmatikus [Ca®*"] mérése

A [Ca®]. kinetikus mérésre egy korabban kidolgozott médszert hasznaltunk (54). A
leggyakrabban hasznalt fluoreszcens molekulak koziil (Indo-1, Fluo-3, Fluo-4, Calcium
Green) a Fluo-3-at valasztottuk excitacios és emisszios sajatsagai miatt. A 488 nm-es
gerjesztés hatasara az 506 nm-es excitacios maximummal rendelkez6 festék 526 nm-en
emittal legjobban. A detektalashoz 530/30-as BP sz{ir6t hasznaltunk.

A festékbél DMSO-val 10 mg/ml-es torzsoldatot készitettiink, majd Pluronic-127
hozzaadasaval a festék sejtbe vald bejutisat és kotodését segitettiik eld. A sejtekhez
2,6 UM végkoncentracidoban adtuk a festéket, az inkubaci6 20 percig, 37°C-on tortént (1.
tablazat).

A 3.abran egy ilyen kinetikus 4ramlési citométeres mérés lathatd. Az 1 perces

crer

human T-limfocitakat.
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3. abra: Kinetikus aramlasi citometrias [Ca®]. mérés. Az 1 perces alapvonal-

crer

limfocitakat.

3.2.2. Membranpotencial mérés

A membranpotencidl mérésére a fluoreszcens molekuldk széles valasztékban allnak
rendelkezésiinkre. Az altalunk hasznalt fluorokromok (di-BA-C4-(5) és di-BA-C4-(3))
negativ toltésti molekulak, melyek a Nernst-megoszlas alapjan jutnak be a sejtekbe. Az
intracellularis térben kiilonb6z6 membranfeliiletekhez illetve fehérjékhez kotddnek. A
plazmamembran depolarizacidjdnak hatisara a vegyliletek nagyobb koncentracioban
jutnak a citoplazmaba, s ennek hatdsara az egyes sejtekrdl kapott fluoreszcens
jelintenzitas novekedése tapasztalhatdo. A sejtmembran hiperpolarizacidja ellentétes
hatast valt ki, azaz a fluoreszcens jelintenzitas csokken. Ezen fluorokromok lehetdséget
adnak a sejtmembran-potencial kvantitativ mérésére is (29). A di-BA-C4-(3) estében
1 mV potencialvaltozas 1%-os intenzitasvaltozast jelent. A festék a mitokondriumokhoz
negativ toltése miatt nem kotddik. A hasznalt fluorokromok tovabbi eldnyei, hogy nem
citotoxikusak, nem blokkoljak az ioncsatorndkat és a glikoprotein efflux pumpdk nem

pumpaljak ki a sejtbol.
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A mérési modszer bedllitasa

A festékb6l DMSO-val 115 uM-os torzsoldat elkészitése utan a festési koncentracio
beallitasa céljabol 1 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 300nM, 500nM ¢és 1 uM
végkoncentracioban adtuk a sejtekhez. Az inkubacids id0 meghatarozasahoz (a festék
megoszlasi egyensulyanak kialakulasaig eltelt id6) végzett mérés alapjan, 8 perc alatt all
be a stabil egyensuly. A toltést sdtétben, 37°C-on végeztiik. A legjobbnak a 300 nM-0s
koncentracié bizonyult. Kihasznalva, hogy a di-BA-C4-(5) emissziés maximuma tavol
esik a Fluo-3-AM emisszidos maximumatol, olyan kisérleti rendszert allitottunk be,

amelyben a két fluorokrom egyiitt hasznalhat6 (1. tablazat).

1. tablazat: Egyidejii [Ca®']. és plazmamembrin-potencial mérés

Lépés | Paraméter Mennyiség Leiras

1 Sejtszuszpenzio 0,5 ml 1-2 x 10° Jurkat-sejt
Toltés Fluo-3-AM- és o~ stys

2 Pluronic F-127-tel 5ul 20 perc, 37°C, sotét

6 perc, reszuszpendalas
3 Mosas 400 ¢ modositott RPMI 1640
médiumban

4 Toltés di-BA-C4-(5)-tel 1,3 ul 8 perc, 37 °C, sotét

5 Meérés

6 Aktivélds 0,25,5,10, 15 po/ml | g4 hemagglutinin

végkoncentraciéban

7 Mérés 12 perc 37 °C, sotét
A jel detektalasa: band pass sziird: BD FACSAria

8 Fluo-3-AM 530/30 nm gerjesztés 488 nm-es kék
di-BA-C4-(5) 610/20 nm 1ézerrel

9 A Jelﬂspeimﬁcuasanak 1l ionomycin
ellenérzése

Lépés | Megjegyzések

1 Jurkat-sejtek modositott RPMI 1640 médiumban +10% héinaktivalt borji szérum,
2 mM L-glutamin és 2 mM CaCl,

2 Fluo-3-AM 2.6 uM és Pluronic F-127 0.02% végkoncentracidban, 10 ug Fluo-3-
AM feloldva 1 ul DMSO-ban + 4 ul 10% Pluronic F-127

4 di-BA-C4-(5) 300 nM végkoncentracioban, 115 uM tdrzsoldat DMSO-ban

6 1 mg/ml koncentracioju fitohemagglutinin térzsoldat

8 Kompenzacios értékek: 6.56% Fluo-3-AM — di-BA-C4-(5) és 17.69% di-BA-C4-
(5) — Fluo-3-AM.

9 1 mg/ml koncentracidju ionomycin torzsoldat
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3.2.3. Mitokondrialis [Ca®"] mérése

A [Ca?*]y, mérésre leggyakrabban kiilsnbdzé rodamin-szarmazékokat hasznalnak. Ezek,
igy a Rhod2/AM is, netté pozitiv toltéssel rendelkez6 molekulak, amelyeknek a
mitokondriumokba valo felvétele potencialfiiggd folyamat. Rhod2/AM hasznalata soran
mar sokan leirtdk, hogy a sejten beliili megoszlasa a toltési koriilményektdl erdsen fiigg.
Az egyik lehetséges eljaras a kompartment specificitds novelésére a festékmolekuldk
redukalasa dihidro-Rhod2/AM-¢. Erre alkalmas vegyiilet az acetecetsav. Egy tovabbi
lehetséges toltési eljaras, ha Pluronic 127-et keveriink a festékoldathoz, amely segiti az
AM észterek sejtbe vald bejutasat, illetve tdrolasat. Ha a sejtben 1évd dihidro-
Rhod2/AM oxidalodik és nem specifikus észterazok segitségével az AM észter lehasad
(ez a folyamat a mitokondriumok kdrnyezetében gyorsabban zajlik), a festék kalciumot
kotve, gerjesztés hatasara vilagit. A toltést kovetden a minta tovabbi inkubécioja

eldsegiti az észterazok hasitasat, igy a festék mitokondriumokba val6 felvételét is.

A meérési modszer beallitasa

A modszer bedllitasa soran kontroll méréseket végeztiink, egyrészt a megfeleld toltési
koncentracio kivalasztasaért, masrészt pedig meg kellett gyézddniink a festék sejten
beliili megoszlasarol.

A Rhod2/AM festékb6l mérés el6tt frissen DMSO-val 1 mM-os torzsoldatot
készitettiink. Disszociacidés konstansa (~500 nM) révén ez a festék az 0,1-10 uM
koncentraciotartomanyban alkalmas a mitokondridlis kalcium mérésére. A
festékkoncentracio bedllitasa, illetve a sejten beliili megoszlds vizsgélata érdekében
1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 6 uM toltési koncentraciokat hasznaltunk, és a 2,5 uM-os talaltuk
a legmegfelelobbnek. A sejten beliili elhelyezkedés vizsgalatara 25 pg/ml koncentracio
digitonint tartalmazd 1Un. citoszol oldatot hasznaltunk. A digitonin a sejtek
plazmamembranjabdl kioldja a koleszterint, s ennek kovetkeztében a membran az ionok
¢s a festékmolekuldk szamara atjarhatd lesz. A toltési, mosasi eljaras utdn a mintat a
mérés kezdetén ilyen oldatba helyeztilk. Amennyiben jelentds mennyiségii festék van a

citoplazmaban a jelintenzitas a kezdeti értékhez képest csokkenni kezd a mérés soran. E
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kisérlet segitségével meggy6zodtiink arrdl, hogy a Rhod2 2,5 uM-0s koncentracioban

hasznalva a mitokondriumokra specifikus jelet ad (2. tdblazat).

2. tablazat: [Ca*'], mérése

Lépés | Paraméter Mennyiség Leiras
1 Sejtszuszpenzid 0,5 mi 1-2 x 10° Jurkat-sejt
Toltés Rhod2/AM- és O sesr
2 Pluronic E-127-tel 5,25 ul 20 perc, 30°C, sotét
6 perc, reszuszpendalas
3 Mosas 4009 modositott RPMI 1640
médiumban
4 Mérés
0, 25,5, 10,
5 Aktivalas 15 pg/ml Aktivalas
végkoncentracioban
6 Mérés 12 perc 37°C, sotét
band pass sziir6: BD FACSAria
7 A jel detektalasa ' gerjesztés 488 nm-es
575/26 nm 1
kék 1ézerrel
8 A Jelﬂspe’01ﬁc1tasanak 1 ul ECCP
ellenérzése
Lépés | Megjegyzések
1 Jurkat-sejtek modositott RPMI 1640 médiumban +10% hdéinaktivalt borju
szérum, 2 MM L-glutamin és 2 mM CaCl,
2,5 uM Rhod2/AM ¢és 0,02% Pluronic F-127 végkoncentracioban; 1,25 ul
2 1 mM Rhod2/AM térzsoldat DMSO-ban feloldva + 4 pl 10% Pluronic F-
127
5 1 mg/ml koncentracioju fitohemagglutinin térzsoldat
8 1 mM koncentracidju FCCP

3.2.4. Mitokondrialis membranpotencial mérés

A AY¥y mérésére leggyakrabban a membran permeabilis pozitiv toltésti molekuldk

terjedtek el (pl. DiOCs, JC1, TMRE ¢és TMRM). Ezen kationok kdnnyen atjutnak a

plazmamembranon és az elektrokémiai potencialtdl fliggéen oszlanak meg az egyes
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sejtkompartmentekben. Azonban e festékek tovabbi viselkedése nagymértékben fligg az

intracellularis koncentraciojuktol.
A ,, disztribucios/redisztribucios-elv”

A fluoreszcens mikroszképidban a TMRM festéket nagyon alacsony koncentracidban
hasznaljak (sejttipustol fliggden 15-40 nM), ami preciz, kvantitativ mérést tesz lehetové.
Ebben a mérési koncentracidtartomanyban a festék koncentracidja és az emittalt fény
intenzitasa kozott linedris Osszefiiggés van. A festék lokalis koncentracidja a Nernst-
megoszlast kovetve mddosul a kompartmentek elektrokémiai potencialjatol fiiggden.
(Az extracellularis tér és a citoszol ~(-65) mV-os potencialkiilonbségét figyelembe
véve, mintegy 10-szeres koncentracionovekedés varhatdo az intracellularis térben.)
Tovabba a mitokondriumok matrixa és a citoplazma kozti (-150)-(-180) mV
potencialkiilonbség kovetkeztében a festék koriilbeliil 400-800-szor nagyobb
koncentracioban dusul a mitokondriumokban. Ezek egylittesen 3-4000-szeres
intenzitasnovekedést eredményeznek az extracellularis térhez képest. Azonban ez a
modszer az 4ramldsi citometridban nem hasznalhatdo, mert barmilyen irdny
potencialvaltozas kovetkezik is be a mitokondriumokban, a sejtek egészérdl kapott

jelintenzitas nem valtozik (4. abra).
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4. abra: Mitokondrialis potencialmérés fluoreszcens mikroszkopon TMRM
segitségével (,,disztribucios/redisztribuciés-elv”’). A vords gorbe a festék
mitokondriumok feletti, a kék a citoplazma feletti, a fekete az egész sejt feletti
jelintenzitas-valtozast mutatja. (Az abrat Prof. Duchen 6sszefoglalojabol (36) vettiik at

¢s modositottuk.) FCCP - karbonilcianid-4-(trifluorometoxi)-fenilhidrazone.

A ,, quench/dequench-elv”

A TMRM festéket nagyobb toltési koncentracioban (1-20 uM) hasznélva, a festék
koncentracidja €s a kibocsatott fluoreszcens fény intenzitasa kozott nemlinedris
Osszefliggés van. Azaz a festékkoncentracié novekedését nem egyenes ardnyban koveti
az emittalt fény intenzitdsndvekedése. Tehat ez a koncentracid-tartomany csak kvalitativ
mérésre ad lehetOséget. A relativ nagy festékkoncentracidé kovetkeztében a
mitokondriumokban olyannyira feldusulnak a festékmolekuldk, hogy egy
»autoquenching”-nek nevezett jelenség kovetkezik be. Ez azt jelenti, hogy a gerjesztés
hatdséra keletkezd fényenergia egyrészt a monomer festékmolekuldk egymasnak
itkozése kovetkeztében elnyelddik, illetve a kialakuld aggregalt festékmolekuldk
elvesztik fluoreszkald képességiiket. Ennek kovetkeztében a mitokondriumokat érd

depolarizalo hatasra a festékmolekuldk a citoplazmaba aramlanak, ami egy netto
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fluoreszcens intenzitdsnovekedést eredményez. Amiatt, hogy az dramlasi citométerek
segitségével csak az egész sejtrél kaphatunk informacidt, ez a modszer lehetdséget nyujt

a mitokondriumok potenciadlvaltozasanak nyomon kovetésére.

A mérési modszer bedllitasa

Az 500 uM koncentracioji DMSO-ban feloldott TMRM-et a kontroll mérések soran
25 nM, 250 nM, 500 nM, 1uM, 2 uM, 3 uM, 4 uM ¢és 5 uM végkoncentracidban
adtunk Jurkat-sejtekhez. A festési eljaras soran 20 perces inkubacids idét, 37°C-ot,
fénytél védett helyet alkalmaztunk, melyet mosasi eljaras kovetett (6 perc, 400 g). A
mérések soran FCCP-t hasznaltunk, mely a mitokondriumokban protonofér hatésu,
depolarizaciot okoz. A sejteket 488 nm-en gerjesztettiik és az emisszids fényt 576/26
nm-en detektaltuk.

Eredmény: az 5. dbran lathatd modon a 25 nM-os toltési koncentraciot kovetd FCCP
hozzéadasa, a mitokondriumok depolarizalodasat €s a festék sejtekbdl vald kidramlasat
okozta. Mig a 3 uM-os toltési koncentraciéonal az FCCP a festékmolekulak
mitokondriumokbdl valé kidramlasat, ennek kovetkeztében gyors jelintenzitas-
novekedést (spike) okozott, majd a festék ebben az esetben is kiaramlott a sejtekbdl. A
kontroll mérések soran a 3 uM-os koncentraciot talaltuk a legmegfelelobbnek (3.

tablazat).

FCCP

relative parameter value

relative para: meter value ? ().11
10127 '

25 nM

0,327 B
0,000 time (s) 7040

0,126 . 1
0,000 fime: (s) Ta6,0

s rer

beallitasa. Jurkat-sejtek mitokondrialis depolarizacioja a protonofor FCCP -
(karbonilcianid-4-(trifluorometoxi)-fenilhidrazone)  hatasara  kiilonb6z6  toltési
koncentraciok esetén.
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3. tablazat: Mitokondrialis membranpotencial mérés

Lépés | Paraméter Mennyiség Leiras
1 Sejtszuszpenzid 0,5 ml 1-2 x 10° Jurkat-sejt
2 Toltés TMRM-mel 1l 20 perc, 37°C, sotét
6 perc, reszuszpendalas
3 Mosas 400 ¢ modositott RPMI 1640
médiumban
4 Mérés
5 Aktivalas Lugml ] Aivalas
végkoncentracioban
6 Mérés 12 perc 37°C, sotét
band pass sz{ird: BD FACSAria
7 A jel detektalasa P ' gerjesztés 488 nm-es
575/26 nm 1
kék 1ézerrel
8 A Jelﬂspe’mﬁcuasanak 1l ECCP
ellendérzése
Lépés | Megjegyzések
1 Jurkat-sejtek modositott RPMI 1640 médiumban +10% hdinaktivalt borju
szérum, 2 MM L-glutamin és 2 mM CaCl,
2 1 uM TMRM végkoncentracioban;
5 1 mg/ml koncentracioju fitohemagglutinin térzsoldat
1 mM koncentracidju FCCP

3.2.5. Szabadgyok képzddés (O;) mérése

Az intracelluldrisan keletkezd szabadgyokok (O2, H,O, stb.) mérésére leggyakrabban
hasznalt fluoreszcens vegyiiletek koziil (Dihidrorodamin 123, DCFHDA, DHE)

méréseink soran a DHE-t alkalmaztuk.

A DHE a sejtekbe passzivan bejutd molekula, ahol a szuperoxid gyokkel reagélva

etidiumma alakul. A festék redukalt formaja kék fényt emittal, mig az oxidalodott

molekula a sejtmagba jut, ahol a DNS-hez kotédik, és gerjesztés hatasara vords fényt

emittal. Az oxidalt forma kis mértékben a mitokondriumokban is felhalmozodik. A
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mérések soran a sejteket 488 nm-es hulldmhosszal gerjesztettiik és az emittalt fényt

610/20 nm-es tartomanyban detektaltuk.

A meresi modszer beallitasa

A festékb6l DMSO-val 500 uM-o0s torzsoldat elkészitése utan az izolalt mononuklearis
sejtekhez 0,5 uM, 1 uM, 1,5 uM, 2 uM, 2,5 uM, 3 uM végkoncentracioban adtuk a
festéket. Az inkubalasi id6 0-25 perc kozott valtoztattuk. A mérési eredmények alapjan
az 1 uM-os koncentracid, 18 perces inkubacidval, 37°C-on volt a legmegfelelébb, ami
megfelelt az irodalomban leggyakrabban hasznalt toltési koriilményeknek. Nagy
Gyorgy és munkatarsai szintén Jurkat-sejteket alkalmazva, kontroll méréseket végeztek
300 uM MNTBAP (egy szuperoxid-diszmutaz hatast vegyiilet) és 300 uM DIPPMPO
(egy szabadgyokfogd vegyiilet) segitségével. Ezen eredményeket felhasznalva (50) a

szabadgyok képzés gatlasara kontroll méréseket nem végeztiink.

4. tablazat: Szabadgyok képzédés (O,") mérése

Lépés | Paraméter Mennyiség Leiras

1 Sejtszuszpenzid 0,5 mi 1-2 x 10° Jurkat-sejt
2 Téltés Dihidroetidiummal | 1 pl 18 perc, 37°C, sotét
3 Meérés

0,2,5,5, 10, 15 pg/ml
vagy 0,002, 0,02, 0,2, | fitohemagglutinin vagy

4 Aktivalas vagy gatlas 2. 20, 200 pg/ml rotenon
végkoncentracioban

5 Mérés 12 perc 37°C, sotét
band pass szlird: BD FACSAria

6 A jel detektalasa P uro: gerjesztés 488 nm-es

610/20 nm

kék 1ézerrel

Lépés | Megjegyzések

Jurkat-sejtek modositott RPMI 1640 médiumban +10% héinaktivalt borju

! szérum, 2 MM L-glutamin és 2 mM CaCl,
2 500 uM koncentracioja Dihidroetidium térzsoldat DMSO-ban feloldva
4 1 mg/ml koncentracioju fitohemagglutinin térzsoldat

29



DOI:10.14753/SE.2015.1767

3.3. A KLINIKAI VIZSGALATHOZ HASZNALT MODSZEREK

3.3.1. A vizsgélat alanyai

Az ujsziilottek limfocitainak aktivacids tulajdonsagait jellemzd vizsgalathoz 11
egészséges felnottdl vettiink periférids vérmintat, és 12 érett, egészséges ujsziilottdl
gyljtottiink koldokzsinorvért kozvetleniil per vias naturales sziilés utan. Az alanyok

adatait az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: Az qjsziilottek limfocitainak aktivaciés tulajdonsagait jellemz6

vizsgalatunk résztvevéi

Alanyok Alanyok Sziiletési , .Gﬁsftaa,o > ,kor
szdma neme (F/N) tomeg (ujsziilott) és életkor
(felnott)
3375
Ujsziilott 12 10/2 (2510 39 (38-40) hét
4040) ¢
Felnott 11 3/8 N.A. 25 (22-44) év

3.3.2. A mononukledris sejtek izolalasa

Heparinnal alvadasgatolt, periférias vénas vérbdl, illetve koldokzsindrvérbol gradiens
centrifugalassal Fiqoll-Paque Plus segitségével PBMC-t (peripheral blood mononuclear
cells) illetve CBMC-t (cord blood mononuclear cells) izolaltunk (27 perc, 2000 RPM),
majd mostuk kétszer PBS-ben (7 perc, 1800 RPM). Ezt kovetéen a sejteket
reszuszpendaltuk és felvettik 2 mM hozzdadott Ca®*-ot tartalmazdo RPMI 1640-
médiumban. A mérések elott a sejteket tripan kékkel festettiik, csak azokon a mintdkon

végeztiink mérést, ahol az €16 sejtek aranya 90% felett volt.
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3.3.3. Sejtfelszini markerek és kapuzas

A sejteket 30 percig, sotétben, szobahdémérsékleten inkubaltuk a kovetkezd konjugalt
anti-human monoklonalis antitestek kombinaciojaval, a gyartd javaslatainak
megfeleléen: anti-CD4 phycoerythrin-Cy7, anti-CD8 allophycocyanin-Cy7.

A CD4+ illetve CD8+ sejtek elkiilonitését az 6. abran lathatd modon végeztiik.

< Lymphocytes %
O e By O
7 3
O
FSC-A FITC - MTG
+
o 0]
o
(&)
3 : Kinetic parameters
O 8 7%
o H 4
< ‘
CD4+ cells ) 200 600
Time(s)

PE-Cy7 - CD4+

6. abra: Festési és kapuzasi eljaras. A limfocita populdciét a FSC (Forward Scatter
Characteristics) ¢és SSC (Side Scatter Characteristics) tulajdonsagaik alapjan
kiilonitettiik el. A CD4+ és CD8+ sejteket a sejtfelszini markerek segitségével
kiilonboztettiik meg, majd vizsgaltuk a nyugalmi allapotra jellemzd paramétereket,
(példaul a mitokondrialis tomeget MitoTracker Green (MTG) segitségével) vagy
kinetikus méréshez hasznaltuk 6ket.

3.3.4. A sejtek aktivacioja

A mérések kezdetén 2 perces alapvonal rogzitését kovetéen PHA-val aktivaltuk mind a
Jurkat-sejteket, mind pedig a human mintakat. Az aktivalashoz, amennyiben az masként
nem jelzett a tovabbiakban, 15 pug/ml koncentraciot hasznaltunk. Az intracellularis jel

valtozasat 12 percig kovettiik.
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3.3.5. Kinetikus méréssel nyert FCM adatok jellemzése

Az eddigi mérések sordn az FCM-t hasznalé kutatok tobbnyire csak egy adott
idopontban hataroztdk meg az analit szintjének valtozasat, a kiindulési értékhez képest.
Masok abrazoltdk ugyan az analit szintjének valtozasat az 1d6 fiiggvényében, azonban
nem tudtdk a kapott mérési adatok kinetikdjat 6sszehasonlitani. Ennek oka az volt, hogy
nem allt rendelkezésre az az algoritmus, ami lehetévé tette volna, hogy a kapott
adatokra fliggvény(eke)t illesszenek ¢és igy, objektiv mddon jellemezni tudjdk a
valtozast. Munkacsoportunk egy olyan eljarast dolgozott ki, ami lehetové teszi a
sejtekben zajlo életfolyamatok valds idejii monitorozésa soran sziiletett adatok
értékelését (55).

Folyamatos (akar fél 6ran keresztiil tartd) mintavétel esetén, ezzel az eljarassal lehetové
valik a vizsgalt sejtszuszpenzidban a kérdéses analit szintjének a monitorozasa, példaul
sejtaktivacio folyamata soran. A mddszer egy tovabbi eldnye, hogy tobbféle sejtcsoport
viselkedését lehet vizsgdlni ugyanazon trigger hétasara.

A mérések soran nyert adatokat a laboratoriumunkban fejlesztett, FacsKin
(www.facskin.com) elnevezésli szamitogépes program segitségével értékeltiik. Ez a
matematikai modszer kiilonb6zo fliggvényeket illeszt a mérési adatokra. Egy megfeleld
algoritmus segitségével ugy allitja be az illesztendd fiiggvény paramétereit, hogy a
mérési pontoktol vald eltérés lehetdleg minimalis legyen. A program minden mérés
esetétben a lehetd legjobban illeszked6 fiiggvényt valasztotta az alabbi
figgvénykészletbdl: konstans fliggvény, pozitiv logisztikus fiiggvény, negativ
logisztikus fliggvény, pozitiv dupla logisztikus fiiggvény és negativ dupla logisztikus
fliggvény. Mivel a kiilonboz6 fliggvények egyes pontjai jol definidlhatdéak és
szamszerusithetoek, lehetdség nyilik kiilonbozd mérések kvantitativ 6sszehasonlitasara.
Az 7. abra a dupla logisztikus fliggvény egyes Kkitiintetett paramétereit mutatja be,
melyeket az elemzéseink soran is felhasznaltunk. A gorbe alatti teriilet (AUC) értéke a
kivaltott valasz nagysagat irja le. Egy egysége (U) egyenld az egy masodpercre eso
relativ intenzitas értékkel. A relativ intenzitas érték megegyezik az aktualis intenzitas
érték és a nulla masodpercben mért intenzitas érték hanyadosaval. A méddszerrdl bévebb

leiras itt talalhato: http://facskin.bitbucket.org/index.html; (56).
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relative parameter value

X
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Slope

End

time (s) 600.2
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7. abra: A kettos logaritmikus fiiggvény kiszamitott paraméterei AUC — gorbe alatti
terlilet, Max — maximum érték, Slope — a gdrbe meredeksége a Max érték felénél (X/2), tmax

— a Max érték elérésének ideje, End — ending value.

3.3.6. Statisztikai elemzés

Az adatok elemzéséhez Microsoft Excel, R software (R Development Core Team, R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) programokat hasznaltunk. Az
adatok Osszehasonlitasahoz Hettmannsperger-Norton trendtesztet, Mann-Whitney és
Kruskal-Wallis teszteket, valamint kétmintas T-tesztet hasznaltunk. A 0,05-nél kisebb p
értékeket vettiik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. A FITOHEMAGGLUTININ ES A ROTENON ALTAL KIVALTOTT VALASZ
JURKAT-SEJTEKBEN

4.1.1. A fitohemagglutinin altal kivaltott aktivacios valasz Jurkat-sejtekben

Meéréseink soran a PHA okozta korai aktivacios valtozasokat monitoroztuk 12 percen
keresztiil Jurkat-sejteken. A bevezetésben leirt, a T-limfocitak aktivaciojat jellemzo
molekularis folyamatok kovetkeztében Ilétrejovd sejtélettani valtozasokat elséként
sikeriilt aramlasi citométer segitségével, egy koOzO0s rendszerben matematikailag
jellemezniink.

Az elsé kisérletben Jurkat-sejteket stimulaltunk novekvd (0, 2,5, 5, 10, 15 ug/ml)
kibocsatott fluoreszcens jelintenzitasokat, 12 percen keresztiil (n=5 minden egyes PHA
koncentracioban).

A [Ca®']. és a [Ca®']m valtozasokra a dupla logisztikus fiiggvény illeszkedett a
legjobban (8. abra A ¢és B). Trendanalizis segitségével szignifikans Osszefliggést
allapitottunk meg a PHA koncentracidja, valamint a fliggvények AUC, Max és Slope
mind a citoplazmatikus, mind pedig a mitokondrialis Ca** szint valtozasaban a
kezeletlen mintakhoz képest (AUC, Max).

A plazmamembran-potencial valtozasok jellemzésére a logisztikus fliggvényt
hasznaltuk. A trendanalizis szignifikans korrelaciot detektalt az AUC és End
paraméterek, valamint a PHA koncentracioja kozott. Szignifikans plazmamembran
depolarizaciot az 5 pg/ml-es PHA valtott ki (8. abra C).

Vizsgalatunk soran PHA hatasara nem valtozott a szuperoxid-termelés Jurkat-sejtekben
(8. abra D).

A 6. tablazat foglalja 0ssze eredményeinket.
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8. abra: A novekvo koncentracioju fitohemagglutinin (PHA) hatasa Jurkat T-
sejtekre: kalcium-jel A), mitokondrialis kalciumfelvétel B), plazmamembran-potencial
C), szabadgyok képzddés D). A mérések kezdetén 0, 2,5, 5, 10, és 15 ug/mL
végkoncentracioban PHA-t adtunk a sejtekhez.
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6. tablazat: A fitohemagglutinin hatasa Jurkat-sejtekben fluoreszcens festékek
jelintenzitasara, melyek specifikusak A) Citoplazmatikus Ca?*-ra, B) Mitokondrialis
Ca®'-ra, C) Plazmamembran-potenciadlra és D) szuperoxidra. A szamitott fiiggvény-
paraméterek: AUC—gorbe alatti teriilet, Unit (U), Max—Maximum érték, relative
parameter value (rpv), tmax —A maximum elérésének ideje, masodperc (S), Slope—
Meredekség az 50%-os értéknél, End—Végso érték. (I=linearis trend, q=kvadratikus

trend). Az adatok atlag értékek (95%-konfidencia intervallummal). *PHA stimulalt

mintak Osszehasonlitva kezeletlen mintdkkal. p <0,05, NS—nem szignifikans

PHA konc. (ng/wl)

Fiiggvény paraméter

AUC (U) | Slope |  Max(rpv) | trmax (5)
A) Citoplazmatikus Ca**-jel (illesztett fiiggvény: dupla logisztikus)
0 637,1 0,161 1,094 455
[531,4-7427] | [0,005-0,993] | [0,816-1,373] | [11,4— 1850]
25 959,5* 0,006 1,626* 286,2*
: [853,8 - 1065,1] | [0,002-0,020] | [1,347-1,904] | [146,7 -4257]
5 1390,8* 0,016 2,414* 267,4
[1285,1 - 1496,4] | [0,005-0,050] | [2,135-2,693] | [127.9 - 406,9]
10 1500,4* 0,022* 2,593* 1779
[1394,8 - 1606,0] | [0,008 - 0,090] | [2,314-2,871] [38,4 - 317,3]
15 1506,8 0,025 2,658* 125,0
[1401,2 - 1612,5] | [0,007 —0,080] | [2,379 -2,937] [14,5 - 264,5]
Trendanalizis
(p érték) 1<0,01 g<0,01 |1 <0,01 NS
B) Mitokondrialis Ca**-szint (illesztett fiiggvény: dupla logisztikus)
0 623,0 0,289 0,911 241,7
[566,6 - 679,3] | [-0,013-0,591] | [0,772-1,050] | [109,8 - 532,0]
25 703,1* 0,175 1,049* 149,8
: [641,4-764,8] | [-0,128-0,477] | [0,910-1,188] | [68,1 - 329,6]
5 803,2* 0,027 1,192* 159,9
[741,6-864,9] | [-0,275-0,329] | [1,053-1,331] | [72,7-351,9]
10 860,5* 0,005 1,358* 206,2
[798,8-922.2] | [-0,298-0,307] | [1,219-1,497] | [93,7 - 453,7]
15 938,72* 0,006 1,521* 199,3
[869,8 - 1007,7] | [-0,325-0,337] | [1,368-1,673] | [84,0-472,9]
Trendanalizis 1 <0,01 NS 1 <0.01 NS
(p érték)
C) Plazmamembran-potencial (Ay) (illesztett fiiggvény: logisztikus)
AUC (V) End (rpv)
0 843,0 [675,6 - 1010,4] 1,341 [1,102 - 1,580]
2,5 1084,8 [917,4 - 1252,2] 1,723 [1,491 - 1,968]
5 1157,4 [990,0 - 1324,8] * 1,561 [1,323 - 1,300]
10 1159,9 [992,5 - 1327,3] * 1,747 [1,508 - 1,985] *
15 1286,5 [1119,1 - 1453,0] * 1,907 [1,668 - 2,146] *
s 4<0,01 1=0,02

D) Szuperoxid keletkezés (O,) (illesztett fiiggvény: logisztikus)

0 875,6 [841,3- 909,9] 2,090 [1,560 - 2,621]
2,5 867,0 [832,7 - 901,3] 1,945 [1,415 - 2,475]
5 872,4 [838,0 - 906,7] 1,878 [1,348 - 2,408]
10 884,4 [850,1 - 918,8] 1,955 [1,425 - 2,486]
15 881,3[847,0 - 915,7] 2,217 [1,687 - 2,747]
Trendanalizis
(p érték) NS NS
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4.1.2. A rotenon mitokondrialis hatasai

A modszeriink validalasanak érdekében egy ismert mitokondrialis I-es komplex

inhibitort, rotenont hasznaltunk (0, 0,002, 0,02, 0.2, 2, 20, és 200 uM

végkoncentracioban) a szuperoxidtermelés indukalasara. Ezen mérések adataira

logisztikus fiiggvényt illesztettiink. Hettmansperger-Norton trendanalizis szignifikans

Osszefliggést mutatott a rotenon ddzisa, valamint az AUC, End paraméterek kozott (9.

abra ¢és 7. tablazat).
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9. abra: A novekvo koncentraciéju rotenon hatasa Jurkat T-sejtek szuperoxid

(073)

képzésére. A mérések kezdetén 0, 0,002, 0,02, 0,2, 2, 20, 200 pg/ml

végkoncentracioban rotenont adtunk a sejtekhez.
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7. tablazat: A rotenon hatasa a szuperoxid (O) keletkezésre Jurkat-sejtekben. A
szamitott fliggvényparaméterek: AUC—gorbe alatti teriilet, Unit (U), End—Végso
érték, relative parameter value (rpv), (I=linearis trend). Illesztett fiiggvény: logisztikus.
Az adatok atlag értékek (95%-konfidencia intervallummal).*Rotenon stimulalt mintak
Osszehasonlitva kezeletlen mintakkal. p <0.05

Szuperoxid keletkezés (O2) rotenon kezeléssel (illesztett fiiggvény:
logisztikus)

Fiiggvény-
paraméter
Eotenon N AUC (U) End (rpv)
oncentracio
(ng/ul)
0 583,6 [580,9-607,0] 1,192 [1,185-1,266]
0,002 576,6 [573,4-577,1] 1,150 [1,140-1,660]
0,02 593,6 [585,4-594,3] 1,206 [1,199-1,216]
0,2 595,9 [591,2-597,7] 1,308 [1,226-1,339]*
2 623,2 [597,7-633,7]* 1,308 [1,226-1,339]*
20 619,9 [617,9-629,8]* 1,295[1,292-1,325]*
200 654,9 [652, 9-665,9]* 1,464 [1,425-1,469]*
Trendanalizis (p érték) 1<0,01 1<0,01

Ezen tulmenden megvizsgaltuk a 15 perces rotenon elkezelés hatasat a mitokondridlis
Ca?* felvételre. Jurkat-sejtekhez  10nM, 100nM, 1pM, 10pM, 100 pM
aktivaltuk a sejteket (n=3 minden koncentracioban). Dozis-hatds Osszefiiggést
mutattunk ki a hozzédadott rotenon koncentracidja €s a mitokondrialis Ca®" felvétel
kozott (10. abra). A rotenon el6kezelés csokkentette a mitokondridlis Ca?* felvételt. A
maximum érték esetében p < 0,05. A statisztikai 6sszehasonlitashoz Hettmannsperger-

Norton trendtesztet hasznaltunk (8. tablazat).
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10. abra: 15 perces rotenon elékezelés hatiasa a mitokondrialis Ca®" felvételre.
Jurkat-sejteket 0 nM, 10nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM végkoncentracioju

rotenonnal, 15 percig eldinkubaltunk majd 25 ug/ml PHA-t adtunk a sejtekhez a mérés
kezdetén.

8. tablazat: 15 perces rotenon elokezelés hatasa a mitokondrialis Ca”" felvételre.
Jurkat-sejteket 0 nM, 10nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM végkoncentracioju

rotenonnal 15 percig  eldinkubaltunk, majd 25 pug/ml  végkoncentracioju
fitohemagglutinint (PHA) adtunk a sejtekhez a mérés kezdetén.

kontroll 10 nM 100 nM 1uM 10 uM 100 uM | p érték
M"",X'tr,"lfm [1,653 [1463 | [L479 | [1428 | [1.227 [1,369
[1:;:15111 (1,563- | (1,330- | (L416- | (1,387- | (1,189- | (1,.242- | <0,05
1,861 1,51 1,4 1,452 1,302 1,44
(minmay | LD | SIS | 1480 | 1452)] | 1302)] | Lade)
) [0,005
Meredekség |  [0,008 [0,008 [0,004 0005 | (o, | [0004
[medidn | (0006 | (0007 | (0,002 | (0,003 | ;oo | (0002- | 01
(min-max)] | 0,010)] | 0,009)] | 0005)] | 0,006)] ! 0,005)]

4.2. UISZULOTT ES FELNOTT T-LIMFOCITAK AKTIVACIOJA

4.2.1. Kisebb mitokondrialis tdmeg ujsziilottek T-sejtjeiben

A mitokondriumtomeg vizsgalatara CD4+ és CD8+ T-sejteket izolaltunk ujsziilottek
koldokzsinor és felnétt kontrollok periférias vénas vérébol. A MitoTracker Green,
potencial-inszenzitiv, mitokondrium specifikus fluoreszcens festék segitségével mértiik

ezen T-sejt alcsoportok mitokondriumtomegét. Az ujszilott CD4+ T-limfocita
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alcsoportban szignifikansan alacsonyabb mitokondriumtomeget mértiink, a felnéttek
azonos sejtcsoportjdhoz képest. A CD8+ sejtek esetében hasonld iranya eltérést

figyeltiink meg, bar a kiilonbség nem érte el a szingifikancia hatarat (11. abra A).

4.2.2. Nyugalmi [Ca**]c, [Ca®*]m és nyugalmi A¥p,

4.2.2.1. Alacsonyabb [Ca?*]. ujsziilstt CD4+ T-sejtekben

A [Ca®*]. sszehasonlitasdhoz, nyugvd CD4+ és CD8+ sejteket Fluo-3-AM-mel, egy
citoplazmatikus Ca”*-ra specifikus fluoreszcens festékkel toltdttink. A stimulalatlan
Ujsziilott CD4+ sejtek [Ca*]. alacsonyabb volt a felnétt CD4+ sejtekhez képest, mig a
két csoport CD8+ sejtjei kozott nem volt kiilonbség (11. abra B). Hasonldan a nyugalmi
[Ca?*]-hoz, az Gjsziildttek CD4+ sejtjeiben a maximalis, farmakologiailag (ionomycin
hozzdadasaval) kivalthato Ca**-valasz is alacsonyabb volt a felndttek azonos
sejtcsoportjahoz képest (11. abra C). Ezzel szemben a két csoport CD8+ T-sejtjeiben

kivaltott Ca**-vélasz nagysaga azonos volt.

4.2.2.2. Hasonl6 [Ca®|m és AW Ujsziilstt és felnstt CD4+ és CD8+ T-sejtekben

Mivel a mitokondriumok fontos szerepet jatszanak a [Ca2+]C szabalyozasaban illetve a
Ca?* jelentdsen befolydsolja a mitokondriumok miikddését, megvizsgaltuk a
mitokondrialis Ca®* anyagcserét, valamint a mitokondrialis membranpotencialt (a
mitokondrium funkci6 egyik markere). Nyugalmi CD4+ és CD8+ T-sejtek Ca®* szintjei
azonosak voltak az 0jsziilott és a felndtt mintdkban (11. dbra D). Hasonl6an, a nyugalmi

AW, s azonos volt a vizsgalt mintdk CD4+ és CD8+ sejtcsoportjaiban (11. dbra E).
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11. abra: Nyugalmi allapotu ujsziilott (n=12) és felnétt (n=11) CD4+ valamint
CD8+ T-sejtek sejtélettani paramétereinek oOsszehasonlitisa. A mitokondrialis
tomeg vizsgalatara specifikus MitoTracker Green (MTG) median fluoreszcens érékei
(A); alapvonali és ionomycin indukalta citoplazmatikus Ca?*-szint (Fluo-3 AM) (B és
C); mitokondrialis Ca?* szint Rhod-2-vel mérve (D); mitokondrialis membranpotencial
TMRM-mel mérve (E). Az adatok median érékek, a hibasavok interkvartilist jeleznek. *

p <0,05

4.2.3. A fitohemagglutinin altal kivaltott aktivacios valasz 0jsziilott és felndtt T-

sejtekben

4.2.3.1. Csokkent citoplazmatikus Ca®*-jel CD8+ ujsziilott T-sejtekben
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A nyugalmi [Ca®]. mérését kovetben PHA-val stimulalt T-sejtekben vizsgaltuk a
citoplazmatikus Ca** szintek kezdeti valtozasat. A mérések adataira illesztett
figgvények AUC, Max vagy End és Slope paramétercit hasonlitottuk Ossze a két
csoportban. A T-limfocita aktivacio kezdeti fazisanak Ca2+-jele az ujsziiléttek CD8+ T-
sejtjeiben alacsonyabb volt a feln6tt CD8+ T-sejtekhez képest (az AUC és a Slope
paraméterek esetében), mig az 0jsziilott és felndtt CD4+ sejtek esetében azonos mértékil

volt (12. 4bra és 9. tablazat).
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12. abra: A fitohemagglutinin indukalta kinetikus valtozasok a [Ca']. ujsziilott és
felnétt CD4+ és CD8+ T-sejtekben. A) Reprezentativ mérések median-fiiggvényei. A
hisztogramok az Ujsziilott és felndtt mérésekre illesztett fiiggvények gorbe alatti
teriiletének (AUC) megoszlasat mutatjak a CD4+ (B) és a CD8+ (C) T-sejtek esetében.
Roviditések: A-CD4+ - felnétt CD4+ T-sejt; A-CD8+ - felndtt CD8+ T-sejt; N-CD4+ -
ujsziilott CD4+ T-sejt, N-CD8+ - ujsziilott CD8+ T-sejt.
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4.2.3.2. Fokozott mitokondrialis Ca** felvétel ujsziilottek CD4+ T-sejtjeiben

Ujsziilsttek T-sejtjeiben a PHA altal kivéltott mitokondrialis Ca®* felvétel mértéke és
kinetikéja eltérd volt a felndttek T-sejtjeihez képest (13. abra A). Az 0jsziilott CD4+ T-
sejtek mitokondriumai tobb (AUC, Slope ¢és End paraméterek), mig a CD8+ T-sejtek
kevesebb (End paraméter) Ca®*-ot szekvesztraltak az azonos felndtt sejtcsoportokhoz

képest (13. abra B és C valamint 9. tablazat).
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13. abra: A fitohemagglutinin indukalta kinetikus valtoziasok a [Ca’‘|n-ban
ujsziilott és felnott CD4+ és CD8+ T-sejtekben. A) Reprezentativ mérések median-
fliggvényei. A hisztogramok az 0jsziilott és felndtt mérésekre illesztett fiiggvények
gorbe alatti teriiletének (AUC) megoszlasat mutatjak a CD4+ (B) és a CD8+ (C) T-
sejtek esetében. Roviditések: A-CD4+ - felnétt CD4+ T-sejt; A-CD8+ - felndtt CD8+
T-sejt; N-CD4+ - ujsziilott CD4+ T-sejt, N-CD8+ - gjsziilott CD8+ T-sejt.
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4.2.3.3. Nagyobb mértékii mitokondrialis depolarizacio 0jsziilott CD4+ T-sejtekben,
mig csokkent mértéki Gjsziilott CD8+ sejtekben

A nyugalmi A¥Yy, azonos volt a vizsgalt mintdk CD4+ és CD8+ sejtcsoportjaiban.
Azonban, hasonldéan a mitokondrialis Ca* felvételhez, a PHA indukalta mitokondrialis
depolarizacid azonos iranyba valtozott az 0jsziilott T-sejtekben a felndttekhez képest
(14. abra A): megndvekedett depolarizacié a CD4+ T-sejtekben (AUC és Max), illetve
csokkent depolarizacio a CD8+ T-sejtekben (AUC, Slope és Max) (14. abra B, C és 9.
tablazat).
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14. abra: A fitohemagglutinin indukalta Kinetikus valtozasok a mitokondrialis
membranpotencialban Wjsziilott és felnott CD4+ és CD8+ T-sejtekben. A)
Reprezentativ mérések medidn-fliiggvényei. A hisztogramok az 0jsziilott és felndtt
mérésekre illesztett fliggvények gorbe alatti teriiletének (AUC) megoszlasat mutatjak a
CD4+ (B) és a CD8+ (C) T-sejtek esetében. Roviditések: A-CD4+ - felnétt CD4+ T-
sejt; A-CD8+ - feln6tt CD8+ T-sejt; N-CD4+ - qjsziilott CD4+ T-sejt, N-CD8+ -
0jsziilott CD8+ T-sejt.

4.2.3.4. Fokozott O, -termelés ujsziilottek CD4+ T-sejtjeiben

A mitokondriumok altal termelt szuperoxid fontos jelatviteli funkcioval bir a T-sejt

aktivacioban. A megvaltozott mitokondrialis Ca?" felvétel, illetve mitokondrialis
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depolarizacio hatassal lehet a szabadgyok-képzddésre. A vizsgalt mintdk CD4+ és
CDB8+ sejtjeit az O, specifikus DHE fluoreszcens festékkel toltottik és mértiikk a PHA
indukalta szuperoxid képzddést. Hasonloan az ujsziilott CD4+ T-sejtekre jellemzo
emelkedett Ca** felvételre és a nagyobb mértékii depolarizaciora, ezen sejtek tobb O -
ot termeltek (az AUC paraméter alapjan) (15. abra). Mig a CD8+ sejtek szuperoxid

termelésében nem volt kiilonbség (15. dbra valamint 9. tablazat).
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15. abra: A fitohemagglutinin indukalta Kinetikus valtozasok a szuperoxid
termelésben ujsziilott és felnétt CD4+ és CD8+ T-sejtekben. A) Reprezentativ
mérések median-fiiggvényei. A hisztogramok az 0jsziilétt és felndtt mérésekre illesztett
fliggvények gorbe alatti teriiletének (AUC) megoszlasat mutatjak a CD4+ (B) és a
CD8+ (C) T-sejtek esetében. Roviditések: A-CD4+ - felnétt CD4+ T-sejt; A-CD8+ -
feln6tt CD8+ T-sejt; N-CDA4+ - ujsziilott CD4+ T-sejt, N-CD8+ - ujsziilott CD8+ T-sejt.
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9. tablazat: A fitohemagglutinin hatasa az Gjsziilott és felnétt CD4+ és CD8+ T-sejt alcsoportokra.
A szamitott fliggvényparaméterek: AUC—gorbe alatti teriilet (U), Max—Maximum érték, relative parameter value (rpv), Slope—
Meredekség az 50%-os értéknél, End—Végso érték. Az adatok median [interkvartilis] formaban kifejezve.
2 Ujsziilott koldokzsinor mintak felndtt mintakkal Gsszehasonlitva (CD4+ T-sejtek), p < 0.05.
b Ujsziilott koldokzsinor mintak felnstt mintdkkal dsszehasonlitva (CD8+ T-sejtek), p < 0.05.

Fiiggvényparaméter

T-sejt alcsoport

Felnétt CD4+ (n=10)

| Ujsziilott CD4+ (n=11) |

Felnétt CD8+ (n=10)

| Ujsziilott CD8+ (n=11)

Citoplazmatikus Ca’*-szint [Ca®"]. (CD4+- dupla logisztikus fiiggvény; CD8+ logisztikus fiiggvény)

982 ° [726-1445]

AUC 1193 [799-2263] 1059 [789-1760] 1155 [791-1881]
Slope 0,0046 [0,0016-0,0177] 0,0030 [0,0014-0,0136] 0,0022 [0,0010-0,0080] 0,0015 ° [0,0006-0,0073]
Max or End 1,62 [1,06-3,26] 1,39 [1,02-2,53] 1,62 [1,16-2,58] 1,32 [0,96-2,01]

Mitokondrialis Ca®"

-szint [Ca”" | (logisztikus fiiggvény)

AUC 939 [691-1541] 989 2 [693-1582] 960 [687-1497] 899 [645-1377]
Slope 0,0009 [0,0004-0,0041] 0,0018 # [0,0009-0,0043] 0,0008 [0,0004-0,0060] 0,0024 ° [0,0007-0,0260]
End 1,37 [1,02-2,19] 1,46 2[0,94-2,43] 1,46 [1,04-2,11] 1,19 ° [0,85-1,79]

Mitokondrialis membranpotencial (A¥y, )(dupla

logisztikus fliggvény)

767 ° [357-1270]

AUC 797 [518-1101] 8802 [465-1507] 773 [358-1415]
Slope 0,0245 [0,0029-0,2203] 0,0061 [0,0010-0,0255] 0,0326 [0,0037-0,1707] o,ozggb [0,0036-0,1460]
Max 1,15 [0,78-1,53] 1,27 a [0,69-2,13] 1,13 [0,52-2,01] 1,10 b [0,60-1,77]

Szuperoxid keletkezés (O;) (logisztikus fliggvény)

AUC 1001 [634-1909] 1058  [676-2412] 955 [652-1474] 1008 [656-1960]
Slope 0,0010 [0,0006-0,0023] 0,0022 [0,0007-0,0082] 0,0008 [0,0005-0,0013] 0,0029 [0,0008-0,0175]
End 1,51 [0,99-2,89] 1,49 [0,96-3,68] 1,36 [0,94-2,06] 1,39 [0,89-2,94]
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5. MEGBESZELES

A doktori képzésem keretében arra kerestem a valaszt kisérletes modszereket
felhasznédlva, hogy a T-limfocitdk aktivalodasaban milyen funkcionalis -eltérések
tapasztalhatoak, amelyek hozzajarulhatnak az Wjsziilottek gyakoribb fert6zéses
megbetegedéséhez. Munkam elsd szakaszaban egy olyan dramlasi citométeres modszer
kifejlesztésén dolgoztam, amely lehetvé teszi a plazmamembran-potencial, a [Ca®]., a
A¥,, a mitokondridlis Ca’*-anyagcsere és a szabadgyok-képzOdés vizsgalatat
kiilonb6z6 sejtcsoportokon. A munkdm masodik szakaszaban a kifejlesztett modszer
segitségével Osszehasonlitottam az Ujsziilottek és felndttek CD4+ és CD8+ T-sejt

szubpopulacioiban a fenti paramétereket.

5.1. AZ ARAMLASI CITOMETERES VIZSGALATOK: MODSZERTANI
MEGFONTOLASOK

5.1.1. Az aramlasi citometria €s a felhasznalhat6 fluoreszcens vegyiiletek

Az aramlasi citométert a klinikai gyakorlatban és a kutatdsban elsdsorban sejtfelszini
markerek vizsgalatara, illetve egyes intracellularis fehérjék azonositasara hasznaljak
leggyakrabban (57). Emellett azonban lehet6ség van FCM segitségével egyes
sejtélettani folyamatok ,,real-time” jellemzésére is. Ennek lényege, hogy a specifikus
fluoreszcens  festékekkel kezelt sejtszuszpenzid  sejtjei  FCM  segitségével
szekvencialisan mérhetdk, a sejtek altal kibocsatott fluoreszcens jelek rogzithetdk és a
vizsgalt paraméter(ek) valtozasa jellemezhetd az id6 fiiggvényében.

Bér a technika adott volt, ezek az eljarasok eddig nem terjedtek el sem a kutatasban,
sem a Kklinikai gyakorlatban, mivel nem allt rendelkezésre olyan algoritmus, ami
alkalmas lett volna a mérési adatok objektiv kiértékelésére. Nemrégiben
munkacsoportunk kidolgozott egy olyan eljarast, amelynek segitségével az egyes
mérések soran kapott tobb milli6 mérési adat megoszlasa ¢és iddbeli valtozasa
jellemezhetd. Ez lehetdvé teszi kiilonbozo intracellularis folyamatok egyidejli, ,.real-

time” monitorozasat.
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Az aramlasi citometrias vizsgalatok lényege, hogy a vizsgalandd részecske egy
mikroszkopikus méretii vizsugarban athalad a gerjeszt6 fényforras fénynyalabjan, ennek
soran fényszorasi jelek, valamint kiilonb6zé hullamhosszi (a jeloléstol fliggden)
fluoreszcens emisszios jelek keletkeznek. A jeleket erdsités, majd analdg-digitalis
konverzié utan szamitogép gyiijti és dolgozza fel. Igy tehat a mérések soran a teljes
sejtet jellemz6 informéciot nyeriink. Egyes paraméterek esetében, mint pl. a [Ca®*]; és a
membranpotenciadl ez elonyds tulajdonsag. Azonban més folyamatok esetében, pl.
[Ca®*]m, ahol az egyes mitokondriumok kozott lokalizaciobol, méretbél,
polarizaltsagbdl eredden kiilonbségek adddhatnak, az informécio egy része elveszik. Az
aramlési citométer a vizsgalt sejtpopulaciok statisztikus leirasara ad lehetdséget. Ezért e
folyamatok preciz, szubcellularis szinten valo vizsgalatara a fluoreszcens mikroszkopia
javasolt.

Az FCM alkalmazasa a sejtfelszini, vagy intracelluldris antigének meghatarozasaban, a
diagnosztikdban ¢és a kutatasban tobb évtizedes multra tekint vissza (58). Az
intracellularis fluoreszcens jelforras lehet intrinsic, vagy extrinsic fluoreszcencidju
molekula. A sejtekben intrinsic fluoreszcenciaval rendelkezd anyagok (pl. NADPH) a
megfeleld hullimhosszusagl 1ézerrel valo megvilagitas hatasara jelet adnak. Specifikus
festékanyagok alkalmazésa, pl. ionophor festékek hasznalata, lehetévé teszi egyébkeént
autofluoreszcenciat nem mutatd intracelluldris anyagok szintjének vizsgalatat. A 10.
tablazat az Aaltalunk tesztelt, illetve méréseink soran is alkalmazott fluoreszcens

vegyiileteket foglalja 6ssze.
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0sszegzése.
o, L., Gerjeszto
NEV Excitaciés Emissios hullimhossz Alkalmazis
max. (nm) max. (nm)
(nm)
Kation mérék
Fluo-3 506 526 488
Ca?* szint mérés
Fura Red 436 655 488
Membranpotencial mérok
di-BA-C4-(3) 494 516 488
Membranpotencial mérés
di-BA-C4-(5) 590 616 488
Mitokondrium vizsgalata
DIOC6(3) 484 501 488 Mitokondrium & plazma-
membranpotencial mérés
JC-1 520 530, 590 488
Mitokondrialis
membranpotencial mérés
TMRM 543 567 488
Rhod-2, AM 552 581 488 Mitokondridlis Ca?* mérés
MitoTracker Green 490 513 488
Mitokondriumtomeg
MitoTracker Deep Red 644 665 633
ROS mérdk
DAF-FM diacetat 495 515 488 NO mérés
DHE 518 605 488 Oxidativ metabolizmus, O,
Dihidrorodamine 123 507 529 488 fmeres

5.1.2. A Jurkat-sejtek

A kisérleti modszer beallitasa soran human leukémias eredetii Jurkat T-sejteket

hasznaltunk. Ez egy immortalizalt, CD4+ sejtvonal, mely széles korben hasznalt példaul
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a T-sejt jelatviteli folyamatok vizsgalatara és modellrendszeriil szolgal akut T-sejtes
leukémia tanulmanyozasahoz is (59). Idealis modellsejtnek tlint stabilitasa, PHA-ra valo
érzékenysége miatt. A TCR-signalingrol szerzett ismereteink nagy része, a PHA
indukalta kalcium-jel leirasa e sejtvonal vizsgalatan alapul. Az altalunk is vizsgalt, PHA
indukalta sejtélettani valtozdsok reprodukalhatésdga miatt szerencsés valasztasnak

bizonyult.

5.1.3. A [Ca®]. és @ membranpotencial

A PHA okozta T-limfocita aktivacio korai szakaszara jellemz6 kalcium-influx FCM-
vizsgalatara az 1990-es évek elején dolgoztak ki egy modszert (54). Az ebben a
modszerben felhasznalt Fluo3-AM és Fura Red-AM a [Ca®]. valtozasait képesek
kévetni (a Fluo3-AM Ca?*-hoz kétddése kovetkeztében ndvekszik, mig a Fura Red-AM
esetében csokken a kibocsatott fluoreszcens intenzitas). A két molekula altal kibocsatott
jel hanyadosa megfeleltethetd a [Ca?*]c-nak. A kidolgozott mddszerben a Fura Red-
AM-et nem alkalmaztuk, hanem felcseréltiik a membranpotencial mérésére alkalmas di-
BA-C4-(5)-re. igy a kalcium-jel elemzése fejlesztésiinknek kdszonhetden egyiittesen
végezhetd a membranpotencial méréssel. A modszeriink érzékenységét mutatja, hogy az
altalunk hasznalt legalacsonyabb PHA koncentracié (2,5 pg/ml) okozta [Ca*']. —
emelkedést is kimutatta (4ltaldnosan ilyen jellegli publikalt kisérletekben 2-10-szer
magasabb PHA koncentracidt hasznaltak). A PHA magasabb koncentracioban valo
hozzaadasa egyértelmiien novelte a Ca2+-jel nagysagat és gyorsasagat. A gorbe alatti
teriilet (AUC) és a maximum érték (Max) linearis, mig a meredekség (Slope) négyzetes
emelkedést mutatott (8. dbra A és 6. tdblazat).

A membranpotencial meghatarozasa soran az aranystandard a patch-clamp technika,
ami nemcsak a potencialkiilonbség mérésére, hanem ionaramok, ioncsatorndk, ezen
keresztiil pedig farmakologiai vegyiiletek hatasainak vizsgalatara is alkalmas (60). A
modszer korlatai kozé tartozik, hogy egyszerre csak egyetlen sejten lehet mérést
végezni, nagyszamu, kiilonbozd sejttipusokat tartalmazod sejtcsoportok vizsgélata vele
nem lehetséges. Elonye azonban, hogy segitségével meghatirozhaté a

membranpotencial szabalyozasaban résztvevo egyes ioncsatornak szelektiv miikodése.
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A T-limfocitdkban a PHA okozta depolarizaciot mar az 1960-as évek végén vizsgaltak
aramlasi citométerrel (32), mara mar fejlesztettek olyan modszert aramlasi citométerre,
ami lehetéséget ad kvantitativ vizsgalatokra (29). Az altalunk hasznalt fluoreszcens
molekulak (di-BA-C4-(3) és di-BA-C4-(5)) elényei, hogy nem citotoxikusak, nem
blokkoljak az ioncsatorndkat és a glikoprotein efflux pumpdk nem pumpdljdk ki a
sejtbol.

A [Ca?*]c-val parhuzamosan mért membranpotencial-valtozasokhoz hasznalt di-BA-C4-
(5) fluoreszcens intenzitas valtozasa az 5 ug/ml-es PHA koncentracional haladta meg a
statisztikai szingifikancia szintjét. A plazmamembran depolarizacidjanak kovetkeztében
a negativ toltésti fluoreszcens molekuldk nagyobb mértékben akkumuldlodnak a
citoplazmaban, ami az egyes sejtekre lebontva nettd jelintenzitds-ndvekedéshez vezet
(8. abra C). Az illesztett logisztikus fiiggvény gorbe alatti teriilete (AUC) négyzetes,
mig a végsé ¢érték (End) linearis dozis-hatas Osszefiiggést mutatott a PHA-
koncentracioval (9. tablazat).

A T-sejtek aktivacios vélasza soran, azonnali [Ca?']. novekedés, majd a csucs elérése
utdn csokkenés figyelhetd meg. A legfontosabb mechanizmusok, melyek hozzéjarulnak
e folyamathoz 1) az ER Ca2+ raktaraibodl valo Ca®" felszabadulas, 2) a CRAC csatorna
kinyitasa, 3) a Kv1.3 és IKCal K" csatorndk nyitésa és 4) a kiilonbdzd Ca?* eltavolito
mechanizmusok (pl. plazmamembran Ca?*-ATPaz, szarko-endoplazmas retikulum
ATPaz) (25). Modszeriink segitségével lehetdség van egyes ionaramokat befolyasolo
vegyiiletek (csatornagatldo szerek, receptor blokkolok) membranpotencial-valtozas,
illetve kalcium-jelmodulalé hatasainak egyiittes vizsgalatara sejtpopulacios szinten. Az
aramlasi citométer tovabbi eldnye, hogy a vizsgalatok heterogén sejtkeverékben
torténnek, igy ugyanannak a hatdsnak kitett és egymassal potencialisan interakcidba
1€p6 sejtcsoportok egyidejli vizsgalata is lehetévé valik. Ennek kdszonhetden akar a T-
limfocita szubpopulacidk aktivacios karakterisztikai kozotti kiilonbségek jellemzésére is
mod nyilik. Ezt a lehetdséget egyidejiileg, egy masik kutatasi téma soran mi magunk is
kihasznaltuk. (Diabeteses betegek CD4+ és CD8+ sejtjein a PHA indukalta kalcium-

influx karakterisztika eltért az egészséges kontroll személyektdl nyert sejtekhez képest).
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5.1.4. Mitokondrialis kalcium-anyagcsere

A mitokondriumok kalciumhaztartdsanak vizsgalatara tobb modszert is kifejlesztettek,
igy fluoreszcens kalciumszenzitiv fehérjéken (aequorinok) (61, 62), valamint
kalciumszenzitiv fluoreszcens szarmazékok alkalmazasan alapuld technikakat (63, 64).
Intakt sejtben a pozitiv toltésli, mitokondriumban dusulo, ca®* érzékeny fluoreszcens
festékkel, Rhod2/AM-mel mértiik a [Ca®*]m-t (65). Ez a fluoreszcens festék alkalmas a
[Ca?*]y relativ szelektiv mérésére, hiszen nagyrészt a mitokondriumban duasul, pH
érzékenysége minimalis és 500-1000 nM koriili Kd értékének kdszonhetden a 0,1-10
uM-os [Ca®'] tartomanyban fluoreszcenciaja aranyos a [Ca?*]-val (66).

A PHA Kkivaltotta kalcium-influx a mitokondriumok Ca”* felvételét fokozzak T-
limfocitakban (67). A Rhod2/AM-et mar korabban is hasznaltak mitokondriumok
szerepének vizsgalatara T-sejtek kalcium-anyagcseréjével 0Osszefliggésben (50).
Fluoreszcens mikroszkép segitségével Jurkat-sejteket valamint human T-sejteket
felhasznalva kimutattak a mitokondriumok Ca** puffereld hatasat a citoplazmatikus
kalcium-jel alatt (68). Az altalunk hasznalt modszerrel mas sejtek mitokondrialis
kalcium jeléhez hasonl6 kinetikaju mitokondridlis kalciumjelet mértink (69-71). A
hatasara a [Ca2+]m maximuma valamelyest késésben van a [Ca2+]c maximumahoz képest
(8. 4bra B). Rotenon elékezelés hatasara csokkent a mitokondriumok Ca®* felvétele. Ez
ravilagit a mitokondridlis Ca® felvétel potencialfiiggd szabalyozasara. A rotenon
depolarizadlta a mitokondriumokat, melynek kovetkeztében a MCU nyitasi
valosziniisége lecsokkent, s ez a Ca®* csokkent bearamlasat eredményezte.

A mitokondriumok mikromolaris koncentracidban tartalmaznak Ca®*-ot, azonban ennek
nagy része komplexet képez foszfationnal és ATP-vel, vagy matrix proteinekhez
kotédik. Igy nyugalmi kériilmények kozott a szabad [Ca®*] Ssszemérhetd a [Ca®*].-val
(~0,1 pM). A mitokondriumokban tarolt Ca?* mennyisége azonban viszonylag kevés az
ER-ban tarolt, illetve aktivacid soran az extracellularis térbél bearamlé Ca®*-hoz képest.
fgy barmely valtozas a mitokondrialis Ca?" raktarakban sejtaktivacido soran gyorsan
érzékelhetdvé valik. A folyamat gyorsasagat eldsegiti a mitokondriumok athelyezdédése
az immunologiai szinapszis kozelébe (39). Ennek a mitokondridlis transzlokacionak

tovabbi fontos szerepe, hogy késlelteti a CRAC/Orail csatornak inaktivalodasat (47).
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Kovetkezményként befolyasolja a kalcium-dependens transzkripcids faktorok (pl.

NFAT) aktivalodasat.

5.1.5. Mitokondrialis membranpotencial (AY,)

A AY¥Yn mérésére hasznalt vegyliletek karakterisztikdja ¢és biofizikai jellemzdi
alapvetdéen kiilonboznek, alkalmazasuk nagymértékben fligg az adott kisérleti
rendszertdl (72). A méréseink soran ezért tobb vegyiiletet is kiprobaltunk kisérleti
rendszerliink beallitdsdhoz. Kideriilt, hogy a mitokondridlis membranpotencial
vizsgalatara ezek kozil a TMRM (73) a leginkabb megfelel6. A TMRM elonyei: a
mérés soran csak egy emisszids maximuma van (mig a JCl-nek kettd), igy
kombinalhaté egyéb fluoreszcens indikatorokkal, mikromolaris koncentracidban is
alkalmazhat6 (szemben a DiOCg-vel) és kevésbé citotoxikus (szemben a Rhodamin123-
mal). Hatranya, hogy aramlasi citométeren kvalitativ méréseket nem lehet vele végezni,
pontos fesziiltségérték meghatarozasara alkalmatlan.

A PHA altal kivaltott kalcium-influx a mitokondriumok Ca”" felvételét fokozzék T-
limfocitakban.  Ennek  rovidtavon  mitokondrialis ~ membrandepolarizacié  a
kovetkezménye, késObb azonban a T-limfocita mitokondriumok hiperpolarizacioja

figyelheté meg (50).

5.1.6. Szabadgyokok

Az intracellularis szabadgyok-képzédés mérésére is léteznek fluoreszcens technikak
(74). A H20; termelés meghatarozasara legelterjedtebben hasznalt vegyiilet a dikloro-
dihidro-fluoreszcein (DCFH) (75). Ezt a fluoreszcens mikroszkopiaban és az aramlasi
citometridban egyarant alkalmazzak. Az intracellularis O, képzddésének mérésre a
Klinikumban az nitroblue-tetrazolium redukcidjan alapuld eljarast hasznaljak, mig a
kutatasban a DHE terjedt el (53, 76). A DHE az O, -dal reagilva etidiumma (E*) alakul
és a DNS-hez kotddve 605 nm koriili hullamhossza fényt emittal (77). Meg kell
azonban jegyezni, hogy a leglijabb eredmények alapjan a HPLC alapii 2-OH-E’

detektalasa precizebb mérést tesz lehetdvé (78). A molekula kvantitativ mérésre
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azonban két ok miatt nem alkalmazhat6: egyrészt nagyon gyors a O, > H,0, atalakulas,
masrészt egyéb molekulak is reagalhatnak a DHE-vel (79). Kifejezetten a
mitokondrialis O,  termelés vizsgalatara fejlesztették ki a MitoSOX Red-et, ami
tulajdonképpen a DHE egy szarmazéka. A foszfonium csoport negativ toltése révén a
MitoSOX Red szelektiv mitokondrialis dusulasat eredményezi a mitokondrialis
membranpotencial fliggvényében. Itt oxidaciot kovetéen a mitokondrialis DNS-hez
kotodik és gerjesztés hatasara fluoreszcens fényt emittal (80).

Kimutattdk, hogy a TCR stimulaldsa azonnali ROS termeléshez vezet egér T-sejt
blasztokban, valamint (52), hogy human T-limfocitak aktivacidja soran az O, képz6dés
Ca’*-fiiggd (53). Ez az azonnali ROS képz6dés azonban a NADPH-oxidaztél fiiggetlen
képzddést Jurkat T-sejtekben (ez nem zérja ki, hogy hosszabb tdvon nem fokozodik a
O, termelés, ahogy azt korabban is kimutattak (50)). Ennek magyarazata lehet, hogy a
PHA okozta Ca**-jel nem elégséges a ROS-termelés fokozaséhoz (81).

Hogy a modszert validaljuk, egy altalanosan hasznalt mitokondrialis I-es komplex
inhibitort, rotenont hasznaltunk. Jol ismert a rotenon szabadgyok-képzd hatdsa. A
kisérlet soran megfigyeltik a rotenon azonnali hatisat a O, képzédésre. Aramlasi
citométeres Kkisérleti rendszeriink segitségével dozis-hatas Osszefiiggést tudtunk
kimutatni a hozzaadott rotenon koncentracidja €és a szabadgyok-képzdédés kozott (7.
tablazat). A folyamat kinetikdjat a logisztikus fliggvény jellemezte legjobban, a
csticsérték azonban a 12 perces mérési tartomanyunkon kiviil esett. Ami jelzi, hogy a
rotenon szabadgyok-képzd hatasat a sejt nem tudja antioxidansokkal kompenzalni. Ez is

hozzéjarul ahhoz, hogy a rotenon kezelés apoptozishoz vezet.

5.2. A LIMFOCITAK AKTIVACIOJA UJSZULOTT- ES FELNOTTKORBAN
5.2.1. A vizsgalt paraméterek klinikai jelentdsége
A kidolgozott &aramlasi citometrids technika kutatdsi célra (pl. a vegyiiletek

immunmodulans hatdsara), illetve diagnosztikus vizsgalatokra (pl. kiilonb6z6

betegségekben a limfocitaaktivacid valtozasanak a jellemzésére) hasznalhato, mivel a
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kivalasztott analitok mindegyike jelentds szerepet jatszik a sejtek fizioldgiai és

patoldgiai folyamataiban.

5.2.1.1. Intracellularis Ca** és membranpotencial

A T-limfocitdkban masodlagos hirvivoként, egyes enzimek kofaktoraként is szerepld
Ca’* ion citoplazmatikus szintjének valtozasa kiemelt jelentéségii az aktivacioban (24).
Az APC-k feldolgozott antigénekkel toltott MHC fehérjéi a T-sejteken talalhatod
TCR/CD3 komplexhez kétddnek. A bemutatott antigén és a TCR/CD3 komplex kozotti
specifikus koOlcsOnhatas szdmos sejtmembranon keresztiili jelatviteli utvonalat hoz
mikodésbe. PLC-y egy membranban elhelyezkedd foszfolipidet, a foszfatidilinozitol-
4,5-biszfoszfatot hasitja, melybdl DAG és IP3 keletkezik. Az IP3 az intracellularis tér
on talalhat6 receptorahoz kétédve Ca®*-ot szabadit fel e kompartment Ca®" raktaraibol.
A Ca?* szint emelkedés masodik, fenntartott fazisa az extracellularis térbél belépd Ca*
ionok kovetkeztében jon létre. Ez az un. CRAC-en keresztiil torténik. A CRAC-et a
sejten belili Ca?* raktarak kiiiriilése nyitja, igy az Un. ,,store-operated” csatornak kozé
tartozik.

Az 1jszilottek koldokzsindor mintdin  végzett méréseink, hasonléan egy kordbbi
vizsgalatunkhoz (82), arra mutatott ra, hogy CD8+ T-sejtek kalcium-jelének nagysaga
elmarad a felné6tt kontrollokhoz képest. A globalisan vett CD4+ T-limfocita
populdcidban nem volt kiilonbség az ujsziilott és felndtt csoport kozott. Azonban
korabban mar kimutattuk, hogy a helper T-sejt alcsoportok eltér6é kinetikat mutatnak
(83). Hasonl6 eredményre jutottak a koldokzsinér naive CD4+ T-sejtjei esetében is. A
TCR-keresztkotése specifikus antitest (OKT3) hatdsara csokkent [Ca2+]c detektaltak
aramlasi citométerrel (84). Habar ugyanezen csoport egy késobbi vizsgalat soran, ezzel
ellentétes megallapitast tett; naive koldokzsinor T-sejtekben emelkedett [Ca®*]. mértek
aktivacié hatasara (ugyancsak anti-CD3 antitesttel valo keresztkotés) (85). Ezen
tanulmany a mikroRNS miR-181a-t teszi feleldssé az fokozott citoplazmatikus kalcium-

bearamlasért.
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Kutatécsoportunk megvizsgalta a membranpotencidl szabdlyozasaban, igy indirekt a
kalcium-jel kialakitdsdban is résztvevé K' csatornak funkcionalis miikddését njsziildtt,
illetve feln6tt korban (82). Az eredmények arra utalnak, hogy a tanulmanyozott T-sejt
altcsoportokban (Thl, Th2, CD4+, CD8+) a K" csatornék funkcionalisan éretlenek és
ennek hatasara csokken ezen sejtek Ca?* felvétele.

A kalcium mérés potencialis diagnosztikus értékét az adja, hogy a Ca®* szignal
normalistol valo eltérését, stimulalt T-limfocitdkban szdmos velesziiletett és szerzett
immunbetegségben bizonyitottak (24). Kiilonboz6 vizsgalatok keretében korabban,
kiilsnbdz6 betegpopulaciokon mi is szamos eltérésre ravilagitottunk, illetve a Ca*
szignal modulécidjat, a kiilonbozé terapias kezelések hatasat kutatdcsoportunk is
tesztelte. [ 1) Egészséges varandds nékben a limfocitak kalcium-jelének kinetikaja és a
kalium csatorndk gatloszereire vald érzékenysége specifikus mintazattal bir, amely
hianyzik preeclampsiaban. 2) Sclerosis multiplexben (SM) elérhet6 a CD8+ T-
limfocitak szelektiv immunmodulacidja a Kv1.3 csatornak gatlasaval. SM-ben az IFNf
kezelés els6sorban a Thl sejttipus kalcium-bedramlési kinetikdjaban 1étrejovo
kompenzatorikus valtozasokkal ¢és e sejtek kalium csatornainak miikodésével all
Osszefiiggésben. 3) A Kvl1.3 csatornak gatlasaval befolyasolhato a limfocita aktivacio 1-
es tipusu diabetesben, ahol a T-sejtek fokozott reaktivitasat talaltuk. 4) Bechterew-
kérban infliximab (IFX) terapia hatasara a citoplazmatikus Ca?*-jel kialakulsa lassabb
volt. 5) Frissen diagnosztizalt reumatoid arthritiszes betegek CD4+ sejtjeiben a PHA
indukalta Ca2+-jel megegyezik az egészséges kontrollokéval, azonban 4 hét
gliikokortikoid terdpia hatdsara jelentds csokkenés figyelhetd meg. A terdpia

metotrexattal (MTX) valo kiegészitése viszont a Ca®*-jel normalizalodasahoz vezet. ]

5.2.1.2. Mitokondriumok

Az tjsziilottek T-sejtjeinek citoplazmatikus Ca**-jelében megfigyelt véltozasokat
kovetden a mitokondriumok szerepét kezdtiik vizsgalni a rovidtava T-sejt aktivacidban.
Ennek oka, hogy a mitokondriumoknak fontos szerepe van a T-sejt aktivacioban és az
intracellularis Ca®* anyagcserében (38, 39, 47). A Ca’* ionnak nemcsak a
citoplazmatikus folyamatok szabalyozisaban, hanem a mitokondrialis mikodés

befolyasolasaban is fontos szerepe van. Ezek kozott emlithetjiik a sejt anyagcsere
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folyamatait és az apoptozist. A sejt anyageseréje soran a gliikoz katabolizmusanak két
része kotddik a mitokondriumhoz; a Szentgyorgyi-Krebs ciklus a matrixban, a
terminalis oxidacid6 a bels0 membranhoz kotédd enzimek részvételével zajlik. A
Szentgyorgyi-Krebs ciklusban szerepld enzimek koziil a piruvat-, o-ketoglutarat- és az
izocitrat-dehidrogenaz enzimek szabalyozasaban van jelentdsége a Ca®* ionnak (48). A
Ca®* ezen enzimek aktivitasat fokozza, vagyis az ATP szintézis pozitiv regulatoranak
tekinthetd, mivel az elébb emlitett dehidrogendzokrol keriilnek az elektronok az
elektron-transzportlancba.

A citoplazmatikus és az intramitokondridlis Ca®* szint valtozas a sejt apoptotikus
elhalasa soran is megfigyelhetd. Tul nagyfoki mitokondrialis kalciumbearamlés esetén
a mitokondrium szétesik, ami apopt6zishoz vezethet (86).

Szignifikdnsan alacsonyabb mitokondriumtomeget mértiink 1jsziildttek CD4+ T-
sejtjeiben és hasonld tendencia volt megfigyelhetdé a CD8+sejtek esetében is. Egy
korabbi vizsgéalat is ramutatott mar arra, hogy a CD8+ memoria T-sejtek tobb
mitokondriumot tartalmaznak a naive CD8+ T-sejtekhez képest (a CD4+ T-sejtek
esetében erre még nincsenek adatok) (87). Az 1jsziilottek T-sejtjei kozott magasabb a
naiv T-sejtek aranya a felndttekhez képest (~90% és 55%). Habar mi nem kiilonitettiik
el a naiv és memoria T-sejteket, a naiv sejtek magas ardnya hozzajarulhat az
alacsonyabb mitokondriumtomeghez.

A mitokondriumtdmegnek fontos szerepe van T-sejtek Ca®* anyagcseréjében. A
mitokondriumok nem csak pufferelik a citoplazmatikus Ca**-ot, de Ca*'
csatornamodulalo hatasuk is van (47). A mitokondrialis Ca®* felvétel csokkenti a [Ca®'].
csucsat €s keslelteti a [(3212+]C alapvonali értékhez valo visszatérését. Ebben a tekintetben
jelentds kiilonbséget figyeltink meg az jsziilott és felnétt CD4+, CD8+ T-sejtek
kozott. A CD4+ T-sejtek alacsonyabb mitokondridlis tomegének ellenére tobb Ca?*
szekvesztraltak, mig a CD8+ T-sejtek kevesebbet a feln6tt kontrollokhoz képest. Ezen
eredmények j6l magyarazzak a [Ca**]. esetében leirt folyamatokat. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek azonban e folyamatok részletes felderitésére. A mitokondriumok sejten
beliili elhelyezkedése, aktivacid hatasara torténd transzlokacidja, csatorna-expresszios
mintdzata hozzdjarulhat az altalunk leirt valtozasokhoz. Ennek nagy jelentdsége lehet az
immunmoduldcidban, mivel a csokkent [Ca?']. felelés a NFAT-hez kapcsolt

génexpresszioért.
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A PHA indukélta mitokondrialis Ca** felvétel a mitokondriumok depolarizacidjahoz (a
AW, csokkenéséhez) vezet (49). Ujsziilott CD4+ T-sejtekben a fokozott mitokondriélis
Ca®* felvételhez tarsuldan a depolarizacio is nagyobb mértékii volt. Masrészrél a CD8+
T-sejtek mitokondrialis depolarizacioja alacsonyabb volt a felndttekéhez képest, mely a
csokkent Ca®* felvétellel magyarazhato.

A T-sejt mitokondriumok szerepét tobb kiilonb6zé korképben, a legrészletesebben a
szisztémas lupus erythematosusban (SLE), vizsgaltdk (88). Az SLE egy kronikus,
gyulladasos autoimmun betegség, melynek fobb jellegzetességei a T- és B-sejt
diszfunkcio és sejtmag ellenes antitestek. SLE-ben a T-sejtek nagyobb
mitokondriumtémeggel, hiperpolarizalt mitokondriummal, magasabb [Ca®']c és
[Ca?*]m-val rendelkeznek az egészséges kontrollokhoz képest. A nitrogén-monoxid
(NO), mint a mitokondridlis 1égzés ¢és biogenezis szabalyozdja, szerepet jatszhat a
betegség patogenezisében.

[Egy masik autoimmun betegségben, Bechterew-korban, mi is megfigyeltik a
mitokondriumok megvéltozott mitkodését. Aktivacié hatasara a CD8+ T-sejtek Ca’*
felvétele lassabb volt. Emellett mind a CD4+ mind pedig a CD8+ T-sejtek fokozott NO

termeléssel reagaltak PHA-aktivaciot kovetoen egészséges kontrollokhoz képest. ]

5.2.1.3. Szabadgyokok

A TCR stimuléci6 hatasara bekovetkezd korai ROS-termelés harom szakaszra bonthato.
Az elsd, a TCR-stimulalast kovet6 2. perc koriil kezdddik és a 4. percig tart. Erre a
szakaszra jellemz6, hogy DPI-vel (difenilén iodonium; falvin-fiiggd oxigenaz gatlo)
nem gatolhat6 és Fas valamint NADPH-oxid4z fliggetlen mechanizmus révén hidrogén-
peroxid keletkezik. A masodik szakaszban termelt H, O, NADPH-oxidaz fiigg6, DPI-vel
gatolhatd és FasL-Fas fliggd. A harmadik fazisban, az aktivaciot kovetd 8-10. perc
koriil, a O, képzddés DPI-szenzitiv, FasL-Fas fiiggé, azonban NADPH-oxidaztol
fiiggetlen (52).

T-sejt aktivacid soran megfigyelték a ROS részben Ca®*-fliggd képzOdését (53). A
mitokondrialis Ca?* felvétel fokozza a ROS-képz6dést. A keletkezett szabadgyokok
serkentik az oxidaciofiiggd NF-kB és AP-1 transzkripcios faktorok expressziojat (40).

Genetikailag modositott egérben (Ugcrfs”) a T-sejtek mitokondrialis ROS-termelése
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csokkent (35). Ezen egérmodell T-sejtjeiben kimutattak, hogy a mitokondrialis ROS-
termelés sziikséges az NFAT aktivalasahoz és a kovetkezményes IL-2 termeléshez.

A csokkent mitokondriumtomeg ellenére az ujsziilétt CD4+ T-sejtekben, fokozott ROS-
termelést figyeltink meg (15. &bra). Mindez a mitokondriumok ROS-terlmelésének
megvaltozott szabalyozasara utal a koldokzsinor CD4+ T-sejtjeiben, illetve ezen sejtek
elégtelen intracelluléris antioxidans kapacitasa is szerepet jatszhat. Tovabbd, kordbban
kimutattak, hogy ujsziilottek T-sejt aktivalasat kovetd 15. és 75. perc kozott fokozott a
ROS-képz6dés (ebben a kisérletben ionomycin + forbol-dibutiratot hasznaltak az
aktivalashoz) (89). Ezzel szemben, anti-CD3 és anti-CD28 antitestekkel torténd
aktivalas csokkent ROS-képzddéshez vezetett ugyanebben a tanulmanyban. Mi azt
gondoljuk, hogy a fokozott kezdeti ROS-képzddés is hozzajarul az 0jsziilott T-sejtek
megvaltozott aktivacios tulajdonsagaihoz.

A reumatoid arthritiszes (RA) betegeken végzett tanulmanyunk soran is vizsgaltuk a T-
sejtek szabadgyOk termelését. Mig a kezelést nem kapott betegek ROS termelése
hasonlo kinetikdt mutatott az egészséges kontrollokhoz képest PHA-aktivaciot
kovetden, addig mind a 4 ill. 8 hetes gliikkokortikoid mind pedig a 4 hetes anti-TNF-o
kezelés (adalimubab, etanercept, infliximab) jelentdsen csokkentette a ROS képzddést.
Ezzel szemben nem figyeltiink meg valtozast a Bechterew-koérban szenvedd betegek

ROS termelésében az infliximamb-terapia 2. és 6. hetében.
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Az é4ramlési citométerek egyik nagy eldnye a ,single-cell” technikakkal
szemben, hogy lehetdvé teszik tobb kiilonbdzd, nagyszamu sejtet tartalmazo
sejtcsoport egyidejii vizsgalatat. A disszertdcid6 moddszertannal kapcsolatban
végzett kisérletei igazoljak, hogy az altalunk kifejlesztett mérési eljaras alkalmas
az eddigi is alkalmazott [Ca?*]. vizsgalata (Flou-3 AM) mellett a mitokondrialis
Ca’*-anyagesere (Rhod2/AM), a plazmamembran potencial (di-BA-C4-(5)), a
mitokondrialis potencidl (TMRM) és a szabadgyokok (DHE) képzddésének

vizsgalatara.

2. A modszer bedllitasara modellrendszerként Jurkat-sejteket hasznaltunk, melyben
leirtuk a PHA okozta limfocita aktivacido korai szakaszaban bekovetkezd

valtozasok kinetikajat a fenti paraméterekben.

3. A Oy képzddés tovabbi vizsgalatara rotenont, egy jol ismert mitokondrialis I-es
komplex inhibitort is felhasznaltunk, amely dozisfiiggd novekedést okozott a

mitokondrialis O, képzddésben.

4. A modszert felhasznalva vizsgaltuk, hogy vajon e sejtélettani folyamatokban
van-e kiilonbség az ujsziilottek ¢és a felndttek CD4+ valamint CD8+
sejtcsoportjai kozott. Ennek hatterében az ujsziilottek adaptiv immunvalaszara
jellemzd éretlenség, ennek kovetkeztében pedig a fertézéseknek valo kitettség
all. A kisebb mértékli citoplazmatikus Ca®*-jel mellett alacsonyabb

mitokondrialis tomeget mértiink CD4+ T-sejtekben.

5. A PHA okozta mitokondrialis Ca®* felvétel illetve mitokondrialis depolarizécio
fokozott volt az ujsziilott CD4+, mig csokkent CD8+ T-sejtekben. Valdsziniileg
ezen véltozasok a mitokondridlis Ca?* anyagcserében, illetve funkcidoban
hozzéjarulnak a CD4+ sejtekre jellemz6 fokozott O, képzOdéshez. Adataink azt
sugalljak, hogy a T-sejt aktivacid bonyolult szabalyozasa jelentds kiilonbségeket
mutat felnbttek és Gjsziilottek kozott (16. abra), melyek szerepet jatszhatnak az

ujsziilottek adaptiv immunrendszerének éretlenségében.
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16. abra: Az ujsziilott CD4+ T-sejtek aktivaciojanak sematikus abrazolasa. Az dbra
bemutatja a fitohemagglutinin okozta aktivacio soran altalunk megfigyelt valtozasokat
felnétt CD4+ T-sejtekhez képest. A csokkent nyugalmi citoplazmatikus Ca®* szint
mellett alacsonyabb mitokondridlis tomeg jellemzd. Az alacsonyabb mitokondrialis
tomeg fokozott Ca® felvételre képes, mely hozzdjarul a nagyobb mitokondrilis
depolarizacidhoz valamint az emelkedett szintli szuperoxidképzéshez.

62



DOI:10.14753/SE.2015.1767

7. OSSZEFOGLALAS

Hattér: klinikai tapasztalatok és kisérletes adatok egyarant arra utalnak, hogy az
ujsziilottek T-sejtjei funkcidjukban elmaradnak a felndttekéihez képest. Az aktivaciot
kovetd gyulladasos citokin termelés kisebb mértékli ujsziilottekben, mint felndttekben.
A mitokondriumoknak meghatdrozo szerepe van a T-sejtek aktivacigjaban. Kisérleteink
soran tanulmanyoztuk, hogy vajon a mitokondrialis funkcié az 1jsziilott T-sejtekben
kiilonbozik-e a felndttekétdl. Ehhez egy olyan aramléasi citométeres modszert
dolgoztunk ki, amellyel vizsgalhat6 a rovidtava T-sejt aktivacio.

Modszerek: hogy validaljuk az aramlasi citométeres modszeriinket, elséként a PHA altal
indukalt T-sejt aktivaciot vizsgaltuk. 10 percen keresztiil kovettiik a citoplazmatikus
kalcium koncentracié mellett a plazmamembran-potencialban, a mitokondrialis kalcium
koncentracioban, a mitokondridlis membranpotencialban €s a szuperoxid-termelésben
bekovetkezd valtozdsokat a fitohemagglutinin indukélta aktivaci6 soran Jurkat-
sejtekben. Ezt kovetéen ugyanezen folyamatokat hasonlitottuk 6ssze 12 0jsziilott és 11
egészséges felnétt CD4+ és CD8+ T-sejtjeiben.

Eredmények: 1) Bemutattuk, hogy a citoplazmatikus kalcium-jel, a plazmamembran-
potencial valtozasa, a mitokondrialis kalcium-jel, a mitokondrialis depolarizacio
valamint a mitokondrialis szuperoxid-képzddés sikeresen vizsgalhat6 dramlési citométer
segitségével T-sejtekben. 2) A nyugalmi mitokondridlis tomeg alacsonyabb volt
ujsziilottek CD4+ és CD8+ T-sejtjeiben. A felndttekhez képest, ujsziilottek CD4+ T-
sejtjeiben a nyugalmi Ca**-szint alacsonyabb volt, mely normalis aktivacio indukalta
Ca®*-jellel tarsult. Mig, az ujsziilott CD8+ T-sejtek nyugalmi Ca®* szintje megegyezett a
felnbttekével, az aktivalas hatasara kialakult Ca®*-jel alacsonyabb volt. A
mitokondriumok Ca®* felvétele fokozott volt az ujsziilott CD4+, csokkent a CD8+ T-
sejtekben a felndttek azonos sejtcsoportjaihoz képest. Ezzel parhuzamosan nagyobb
mértékli volt az 0jszilott CD4+ sejtek és kisebb a CD8+ T-sejtek mitokondrialis
depolarizacioja a felndtt T-sejtekhez képest. A CD4+ T-sejtek mitokondrialis
szuperoxid-képzddése fokozott volt az Gjsziilottben a felnéttekhez képest.
Kovetkeztetések: kisérleteink igazoljdk, hogy az Aaltalunk kifejlesztett aramlasi
citométeres mérési eljards alkalmas az eddig is alkalmazott citoplazmatikus kalcium jel
vizsgalata mellett a plazmamembran potencial, a mitokondrialis kalcium-anyagcsere, a

mitokondrialis potencial és a szabadgyokok képzddésének vizsgalatira. Adataink azt
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sugalljak, hogy az 0jsziilott T-sejtek markans kiilonbséget mutatnak a mitokondrialis
funkcioban, valamint a szuperoxid-képzédésben. A kiilonbségek azonban eltéréek a
CDA4+ valamint CD8+ sejtek kozott.
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8. SUMMARY

Background: Clinical experience and experimental data support that neonatal T-cells are
immunologically less competent than those in the adult. Upon activation the production
of inflammatory cytokines in CD3+ T-cells is lower in the neonate than in the adult.
Mitochondrial functions have a major impact on T-cell functionality. We characterized
whether mitochondrial function in the neonatal T-cells differs from that in the adult T-
cells during short T-cell activation. In order to perform the experiments kinetic flow
cytometry methods were established for the characterization of short term T-cell
activation.

Methods: To validate our methods first we described the kinetic alterations upon PHA
induced activation in Jurkat-cells. We monitored plasma membrane potential,
mitochondrial Ca®* levels, mitochondrial membrane potential and superoxide generation
in parallel with cytoplasmic Ca** levels during 10 minutes of phythohaemagglutinine-
induced activation of Jurkat-cells. This was followed by the comparison of the same
parameters in CD4+ and CD8+ T cells of 12 term neonates (cord blood mononuclear
cells) and 11 healthy adults (peripheral blood mononuclear cells).

Results: 1) We demonstrated that the cytoplasmic Ca* signal, the kinetics of membrane
potential, mitochondrial Ca®*-levels, mitochondrial potential and superoxide generation
can also be successfully analyzed using flow cytometry. 2) Baseline mitochondrial mass
of CD4+ and CD8+ cells was lower in the neonate than in the adult. In comparison with
the adult, neonatal resting CD4+ T-cells had lower cytoplasmic Ca?*- levels and this
was associated with normal activation induced Ca?*-response. While, CD8+ neonatal T
cells showed similar baseline Ca?*- levels than adults’ and during short-term activation
cytoplasmic Ca®*-response was lower in neonatal than in adult CD8+ T-cells.
Mitochondrial Ca**-uptake was increased in CD4+ neonatal T cells while decreased in
CD8+ T-cells. Mitochondrial depolarization was increased in CD4+ and decreased in
CDB8+ neonatal T-cells compared to adults. Superoxide generation was higher and equal
in neonatal CD4+ and CD8+ cells, respectively, compared to the adult.

Conclusion: The present methodology provides an opportunity for monitoring and
characterizing cytoplasmic calcium levels, plasma membrane potential, mitochondrial

Ca®*-levels, mitochondrial membrane potential and superoxide generation in PHA-
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activated T-cells with flow cytometry. Our data suggest that neonatal T-cells exhibit
marked differences in mitochondrial function and superoxide generation compared to

adult T-cells. The differences are not consistent in CD4+ and CD8+ cells.
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Ko6szonom Tulassay Tivadar professzor urnak, hogy az éaltala vezetett MTA-SE
Gyermekgyogyaszati és Nefrologiai Kutatocsoportban dolgozhattam, lehet6séget adott
munkatervem ¢és kisérleteim megvalositasara. Személyes batoritasaval, tamogatasaval

nagyban hozz4ajarult e munka létrej6ttéhez.

Szerencsésnek érzem magam, hogy olyan csapatban dolgozhattam, ahol hosszutava
szakmai és barati kapcsolatokat szerezhettem. Halas vagyok ezért hallgatotarsaimnak,
Toldi Gergelynek, Kaposi Ambrusnak és Szalay Balazsnak. Az ¢ munkdjuk és

segitségiik nélkiil e munka nem johetett volna létre.

Az alkotomunkéhoz, igy a tudoméanyos kutatashoz is biztos hattérre és szilard alapokra
van sziikség. A doktori képzés sok lemondassal jar, amihez a csaldd és a baratok
tirelme, megértése nagyon fontos. Ezton kdszondm meg mindnydjuknak az elmult
évek folyamatos tamogatasat, az altalam valasztott iton valo el6rehaladashoz nyujtott

segitségiiket. Egyediil minden sokkal nehezebb lett volna.

Végiil halaval tartozom vizsgalatokban részt vevl betegeknek és oOnkénteseknek a
vérmintakért, valamint az Gjsziilottek sziileinek, akik hozzajarultak a koldokzsinorvér

felhasznalasahoz.
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