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1. BEVEZETES

Kalcium. Membranpotencial. Mitokondriummiikodés. Reaktiv oxigéngyokok. Alapvetod
sejtélettani jellemzok, melyek kozponti szerepet jatszanak a sejtek miikodésének
szabalyozasaban, megvaltoztatdsdban. A laboratoriumunk nyujtotta lehetdségeket
kihasznalva olyan vizsgalomodszer kifejlesztését tliztiik ki célul, amelynek segitségével
lehetéség van e sejtélettani folyamatok nyomon kovetésére. Ezek révén egyszerre
tobbféle limfocita-alpopulacioban kinetikus modon lehet kiilonb6zé immunmodulans
szerek hatasat jellemezni ex vivo, ami akar a preklinikai gyogyszerfejlesztésben is
hasznosithatd eredményeket hozhat. A technikat kiemelten kivantuk tesztelni
ujsziilottek vérmintain.

Klinikai megfigyelések ¢és kisérletes adatok egyarant azt mutatjdk, hogy a felndttekhez
képest az 1jsziilottek hajlamosabbak bakteridlis és virdlis fert6zésekre. Azonban az,
hogy az adaptiv immunvalaszért felelés T-limfocitdk aktivacios jellegzetességei
hozzédjarulnak-e a fertézéshajlamhoz, nem ismert. A doktori disszertaciomban
bemutatott munkdnk kapcsan olyan kisérletsorozatot végeztiink el, melynek soran
ujsziilottektdl és 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 képzoédésének vizsgalatara. Adataink alapjan a T-sejt
aktivacioval jar6 intracelluldris milieu-valtozas kinetikdja jelentds kiilonbségeket mutat

felnéttek és ujsziilottek kozott.



2. CELKITUZES

Munkank els6 szakaszdnak célja olyan aramlasi citométeres kisérleti rendszer
kidolgozasa volt, amelynek segitségével egyes sejtélettani folyamatok idobeli valtozasat
lehet mérni, kiértékelni és objektiv moédon Osszehasonlitani. Ehhez sziikség volt egy
sejtélettani folyamatok vizsgalatara alkalmas mérési modszer Osszeallitdsara,

fejlesztésére.

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

¢s a mitokondriumok I-es komplexét gatlo rotenon jelenlétében.

Munkank harmadik szakaszdban kidolgozott moddszeriinket klinikai alapkutatasban
hasznositottuk. Azt elemeztiikk, hogy az ujsziilotteknél a T-sejtek intracellularis

jelatvitele eltérd lehet-e a felndttekétol.



3. MODSZEREK

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

A kiértékeléshez sziikséges algoritmus létrehozasat kovetden olyan kisérleti
modszereket dolgoztunk ki, amelyekkel egy idében lehet kétféle sejtcsoporton (pl.
CDA4+ ¢és CD8+ sejteken) kiilonb6zo sejtélettani folyamatokat monitorozni. A mddszer

o) a

sejtmembran-potencial, a mitokondridlis kalcium ([Ca?*]n), a mitokondrialis

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

membranpotencial (A%¥n) €s a reaktiv oxigéngyok képzddés kinetikajanak vizsgalatara.

3.1.1. Citoplazmatikus Ca®*-szint és membranpotencial-mérés

A [Ca*]. kinetikus méréshez Fluo-3-AM-et hasznaltunk (En 526 nm, detektalas
0,02% Pluronic F-127-tel toltottiik 30°C-on 30 percig, melyet mosas kovetett.

A membranpotencial mérésére di-BA-C4-(5)-6t hasznaltunk (E; 616 nm, detektalas
610/20-as BP sziir6 segitségével). A sejteket 300 nM-0s koncentracioja di-BA-C4-(5)-
tel toltottiik 37°C-on 8 percig.

3.1.2. Mitokondrialis [Ca®*] mérése

A mitokondrialis Ca®*-koncentracid valtozasanak nyomon kévetésére Rhod2/AM-et
hasznaltunk (En 581 nm, detektalas 575/26-as BP sziir6 segitségével). A sejteket 2,5
uM-os koncentracioji Rhod2/AM és 0,02% Pluronic F-127-tel toltottiik 30°C-on 20

percig, melyet mosas kovetett.

3.1.3. Mitokondrialis membranpotencial mérés

A mitokondrialis membranpotencial valtozasanak nyomon kovetésére TMRM-et

hasznaltunk (En, 567 nm, detektalas 575/26-as BP sziir6 segitségével). A sejteket 1 uM-

crer



3.1.4. Szabadgyok képzddés (O;) mérése

A dihidroetidium (DHE) a sejtekbe passzivan bejutdé molekula, ahol a szuperoxid

gyokkel reagalva etidiumma alakul (En 605nm, detektalas 610/20-as BP sziird

crer

3.2. A KLINIKAI VIZSGALATHOZ HASZNALT MODSZEREK

3.2.1. A vizsgalat alanyai

Az Tjsziilottek limfocitdinak aktivacios tulajdonsagait jellemzé vizsgalathoz 11
egészséges felnodttdl vettliink periférids vérmintat, és 12 érett, egészséges Ujsziilottol
gyijtottiink koldokzsinorvért kozvetleniil per vias naturales sziilés utan. Az alanyok

adatait az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: Az ujsziilottek limfocitainak aktivaciés tulajdonsagait jellemz6

vizsgalatunk résztvevéi

Alanyok Alanyok Sziiletési Gesztacios kor (ujsziilott)
szama neme (F/N) tomeg és életkor (felnétt)
P 3375 (2510- ,
Ujsziilott 12 10/2 4040) g 39 (38-40) hét
Felnétt 11 3/8 N.A. 25 (22-44) év

3.2.2. A mononuklearis sejtek izolalasa

Heparinnal alvadasgétolt, periférids vénas vérbdl, illetve koldokzsinorvérbdl gradiens
centrifugalassal Fiqoll-Paque Plus segitségével PBMC-t (peripheral blood mononuclear
cells) illetve CBMC-t (cord blood mononuclear cells) izolaltunk (27 perc, 2000 RPM),
1800 RPM). Ezt kovetéen a sejteket
reszuszpendaltuk és felvettik 2 mM hozzéaadott Ca®*-ot tartalmazdo RPMI 1640-

majd mostuk kétszer PBS-ben (7 perc,

médiumban. A mérések elott a sejteket tripan kékkel festettiik, csak azokon a mintdkon

végeztiink mérést, ahol az €16 sejtek aranya 90% felett volt.



3.2.3. Sejtfelszini markerek

A sejteket 30 percig, sotétben, szobahémérsékleten inkubaltuk a kovetkezé konjugalt
anti-human monoklonalis antitestek kombinacidjaval a gyartd javaslatainak

megfelelden: anti-CD4 phycoerythrin-Cy7, anti-CD8 allophycocyanin-Cy7.

3.2.4. A sejtek aktivacioja

A mérések kezdetén 2 perces alapvonal rogzitését kovetéen fitohemagglutininnal (PHA)
aktivaltuk mind a Jurkat-sejteket, mind pedig a human mintakat. Az aktivalashoz,
amennyiben az masként nem jelzett a tovabbiakban, 15 pg/ml koncentraciot

hasznaltunk. Az intracellularis fluoreszcens jel valtozasat 12 percig kovettiik.

3.2.5. Kinetikus méréssel nyert FCM adatok jellemzése

A mérések soran nyert adatokat a laboratériumunkban fejlesztett, FacsKin elnevezési

szamitogépes program segitségével értékeltiik: http://facskin.bitbucket.org/index.htmi.

Ennek lényege, hogy egy matematikai algoritmus segitségével linearis, logisztikus és
dupla-logisztikus fliggvényeket illeszt a mérési adatokra. A linearis és logisztikus
fliggvények a folyamatosan novekvd fluoreszcens jelintenzitdsok jellemzésére, mig a
dupla-logisztikus fiiggvény olyan mérések jellemzésére hasznalhato, ahol a kezdeti
intenzitas-novekedést a csucspont elérése utan jelintenzitas-csokkenés kovet. A program
a fuggvények kovetkezd paramétereit szamitja ki: a maximum értékét (Max), a maximum
eléréséhez sziikséges idot (tmax), a gorbe felszalld aganak meredekségét a maximum
értékének 50%-anal (Slope), a gorbe alatti teriilet értékét (AUC) valamint a végsd értéket
(End). Az AUC egy egysége (U) egyenld az egy masodpercre esO relativ intenzitas értékkel.

3.2.5. 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

értekeket vettiik szignifikansnak.


http://facskin.bitbucket.org/index.html

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

Méréseink soran a PHA (egy aspecifikus T-sejt aktivalo) okozta korai aktivacios
valtozasokat monitoroztuk 12 percen keresztiill Jurkat-sejteken. Az elsé kisérletben
val és monitoroztuk a szekvencialisan mért sejtek altal 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 szignifikdns Osszefliggést
allapitottunk meg a PHA koncentracigja valamint a fiiggvények 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. Szignifikdns plazmamembran
depolarizaciot az 5 ug/ml-es PHA valtott ki.

Vizsgalatunk soran PHA hatasara nem valtozott a szuperoxid-termelés Jurkat-sejtekben.

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 fliggvényt illesztettiink. A Hettmansperger-Norton trendanalizis szignifikans
Osszefliggést mutatott a rotenon dozisa valamint az AUC, End paraméterek kozott.

Ezen tulmenden megvizsgaltuk a 15 perces rotenon elékezelés hatasat a mitokondrialis

Ca®* felvételre. Jurkat-sejtekhez 10 nM, 100 nM, 1uM, 10uM, 100 uM

--------



aktivaltuk a sejteket (n=3 minden koncentracidban). Dozis-hatast Osszefiiggést
mutattunk ki a hozzaadott rotenon koncentraciéja és a mitokondridlis Ca®* felvétel
kozott. A rotenon elékezelés csokkentette a mitokondrialis Ca®* felvételt (Max érték p <

0,05).
4.2. UJISZULOTT ES FELNOTT T-LIMFOCITAK AKTIVACIOJA

4.2.1. Kisebb mitokondrialis tomeg ujsziilottek T-sejtjeiben

A mitokondriumtomeg vizsgalatara CD4+ és CD8+ T-sejteket izolaltunk ujsziilottek
koldokzsinor és feln6tt kontrollok periférias vénas vérébol. A MitoTracker Green,
potencial-inszenzitiv, mitokondrium specifikus fluoreszcens festék segitségével mértiik
ezen T-sejt alcsoportok mitokondriumtomegét. Az jsziilott CD4+ T-limfocita
alcsoportban szignifikansan alacsonyabb mitokondriumtomeget mértiink a feln6ttek
azonos sejtcsoportjahoz képest. A CD8+ sejtek esetében hasonld iranya eltérést

figyeltiink meg, bar a kiilonbség nem érte el a szingifikancia hatarat.

4.2.2. Nyugalmi [Ca*]., [Ca®"]m és nyugalmi AW,

4.2.2.1. Alacsonyabb [Ca?']. ujsziilstt CD4+ T-sejtekben

A [Ca®*]. 6sszehasonlitaséhoz, nyugvd CD4+ és CD8+ sejteket Fluo-3-AM-mel, egy
citoplazmatikus Ca”*-ra specifikus fluoreszcens festékkel toltdttink. A stimulalatlan
Gjsziilott CD4+ sejtek [Ca*]. alacsonyabb volt a felndtt CD4+ sejtekhez képest, mig a
két csoport CD8+ sejtjei kozott nem volt kiilonbség. Hasonloan a nyugalmi [Ca?*]e-hoz,
az Ujsziilottek CD4+ sejtjeiben a maximalis, farmakologiailag (ionomycin
hozzdadasaval) kivalthato Ca**-valasz is alacsonyabb volt a felnéttek azonos
sejtcsoportjahoz képest. Ezzel szemben a két csoport CD8+ T-sejtjeiben kivaltott Ca’*-

valasz nagysaga azonos volt.

4.2.2.2. Hasonl6 [Ca*Tm és AP tjsziilott és felnstt CD4+ és CD8+ T-sejtekben

Mivel a mitokondriumok fontos szerepet jatszanak a [Ca®"]. szabalyozasaban illetve a
Ca?* jelentdsen befolydsolja a mitokondriumok miikddését, megvizsgaltuk a
mitokondrialis Ca2+-anyagcserét valamint a mitokondridlis membranpotencialt (a

mitokondrium funkcié egyik markere). Nyugalmi CD4+ és CD8+ T-sejtek Ca**-szintjei



azonosak voltak az Gjsziilott és felndtt mintakban. Hasonldan, a nyugalmi AY¥p, is

azonos volt a vizsgalt mintak CD4+ és CD8+ sejtcsoportjaiban.

4.2.3. A fitohemagglutinin altal kivaltott aktivacios valasz ujsziilott és felnott T-

sejtekben

4.2.3.1. Csokkent citoplazmatikus Ca®*-jel CD8+ ijsziilott T-sejtekben

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 paramétereit hasonlitottuk Ossze a két
csoportban. A T-limfocita aktivacio kezdeti fazisanak Ca2+-jele az Ujsziilottek CD8+ T-
sejtjeiben alacsonyabb volt a feln6tt CD8+ T-sejtekhez képest (az AUC és a Slope
paraméterek esetében), mig az 0jsziilott €s felndtt CD4+ sejtek esetében azonos mértékii

volt.

4.2.3.2. Fokozott mitokondrialis Ca** felvétel ujsziilottek CD4+ T-sejtjeiben

Ujsziilttek T-sejtjeiben a PHA altal kivéltott mitokondrialis Ca®* felvétel mértéke és
Kinetikaja eltér6 volt a felndttek T-sejtjeihez képest. Az ujsziilott CD4+ T-sejtek
mitokondriumai tobb (AUC, Slope és End paraméterek), mig a CD8+ T-sejtek kevesebb

(End paraméter) Ca**-ot szekvesztraltak az azonos felnétt sejtcsoportokhoz képest.

4.2.3.3. Nagyobb mértékii mitokondrialis depolarizacio Gjsziilott CD4+ T-sejtekben,
mig csOkkent mértékii ujsziilott CD8+ sejtekben

A nyugalmi A¥Yy, azonos volt a vizsgalt mintdk CD4+ és CD8+ sejtcsoportjaiban.
Azonban, hasonléan a mitokondrialis Ca® felvételhez, a PHA indukalta mitokondrialis
depolarizacid azonos irdnyba valtozott az 0jsziilott T-sejtekben a felndttekhez képest:
megnovekedett depolarizacio a CD4+ T-sejtekben (AUC és Max), illetve csokkent
depolarizacio a CD8+ T-sejtekben (AUC, Slope and Max).

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 megvéltozott mitokondridlis Ca?* felvétel illetve mitokondrialis
depolarizacio hatassal lehet a szabadgyOk-képzddésre. A vizsgalt mintdk CD4+ és
CDB8+ sejtjeit a O, specifikus DHE fluoreszcens festékkel toltottiik és mértilk a PHA
indukalta szuperoxid képzdodést. Hasonléan az 1jsziilott CD4+ T-sejtekre jellemzo
emelkedett Ca?* felvételre és a nagyobb mértékii depolarizaciora, ezen sejtek tobb Oy
termeltek (az AUC paraméter alapjan). Mig a CD8+ sejtek szuperoxid termelésében

nem volt kiilonbség.

10



5. KOVETKEZTETESEK

1. Az aramlasi citométerek egyik nagy elénye a ,single-cell” technikékkal
szemben, hogy lehetové teszik tobb kiilonb6zo, nagyszamu sejtet tartalmazo sejtcsoport
egyidejii vizsgalatat. A disszertacid modszertannal kapcsolatban végzett kisérletei
igazoljak, hogy az altalunk kifejlesztett mérési eljards alkalmas az eddigi is alkalmazott
[Ca?"]. vizsgalata (Flou-3 AM) mellett a mitokondrialis Ca**-anyagcsere (Rhod2/AM),
a plazmamembran potencial (di-BA-C4-(5)), a mitokondrialis potencial (TMRM) és a
szabadgyokok (DHE) képzddésének vizsgalatara.

2. A modszer beallitasara modellrendszerként Jurkat-sejteket hasznaltunk, melyben
leirtuk a PHA okozta limfocita aktivacid 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 doézisfiiggd novekedést okozott a

mitokondrialis O, képzddésben.

4. A moddszert felhaszndlva vizsgaltuk, hogy vajon e sejtélettani folyamatokban
van-e kiilonbség az tjsziilottek és a felndttek CD4+ valamint CD8+ sejtcsoportjai
kozott. Ennek hatterében az 0jsziilottek adaptiv immunvélaszara jellemz6 éretlenség,
ennek kovetkeztében pedig a fertézéseknek valo kitettség all. A kisebb mértékii
citoplazmatikus Ca?*-jel mellett alacsonyabb mitokondrialis tomeget mértiink Gjsziiltt
CDA4+ T-sejtekben.

5. A PHA okozta mitokondrialis Ca?* felvétel illetve mitokondriélis depolarizacio
fokozott volt az 0jsziilott CD4+, mig csokkent CD8+ T-sejtekben. Valdsziniileg ezen
valtozasok a mitokondridlis Ca®* anyagcserében, illetve funkcidban hozzajarulnak a
CD4+ sejtekre jellemzé fokozott O, képzOddéshez. Adataink azt sugalljak, hogy a T-sejt
aktivacid bonyolult szabalyozasa jelentds kiillonbségeket mutat felnéttek és ujsziilottek
kozott (1. abra), melyek szerepet jatszhatnak az Gjsziilottek adaptiv immunrendszerének

éretlenségében.

11



TCR-CD3-CD4-komplex | | Ca+ .t

—/) PLOY  _ CRAC -

csatorma  _

InsP, B =

Ca2+, * Mitokondrialis témeg ‘

. / \ Ca

InsP,R q b B’ \

cal+ / ;
SERCA
ﬁqf’ Ma*-Ca®* exchanger

MNFAT (’/_

\ Sejtmag
\

NFAT

1. dbra: Az ujsziillott CD4+ T-sejtek aktivaciojanak sematikus abrazolasa. Az abra
bemutatja a fitohemagglutinin okozta aktivacio soran altalunk megfigyelt valtozasokat
felnétt CD4+ T-sejtekhez képest. A csokkent nyugalmi citoplazmatikus Ca?*-szint
mellett alacsonyabb mitokondrialis tomeg jellemz6. Az alacsonyabb mitokondrialis
tomeg fokozott Ca?*-felvételre képes, mely hozzdjarul a nagyobb mitokondrialis
depolarizacidhoz valamint az emelkedett szintli szuperoxidképzéshez.
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