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1 Bevezetés

A Crohn-betegség (CD) gyermekkori el6fordulasa az elmult 10-
15 évben a fejlett orszdgokban megduplazodott. A betegség és a korai
manifesztacid okat egyeldre nem ismerjiik, bar az ma mar evidencia
hogy a patogenezis multifaktoridlis. Az immunrendszer szerepe
vitathatatlan, éppen ezért igen nagyszamu vizsgalat célozta mar meg
a betegség immunoldgiai hatterének megismerését, és az esetleges
terapids célpontok azonositdsat. Ezen vizsgéalatok tobbsége vagy
valamilyen allatmodellt hasznal (pl.: Knock-out egerek), vagy human
biopszids mintakkal dolgozik. A genetikai vizsgalomodszerek
fejlédésével és térhoditasaval az immungenetikai hattér is mindinkabb
ismertté valik. Ugyanakkor kevés olyan tanulmany érhet6 el, mely az
immunsejtek funkcionalis vizsgalataval foglalkozna.

Az  MTA-SE  Gyermekgyogyaszati és  Nefrologiai
Kutatoécsoport, melynek munkajaba négy éve lehetdéségem volt
bekapcsolddni, kifejlesztett egy olyan eljarast, mely lehetdvé teszi
egyszerre tobb immunsejt szubpopulacid kinetikus folyamatainak
valds idejli monitorozasat aramlasi citométeren. Ehhez egy olyan
algoritmust is kidolgozott a csoport, mely lehetdvé teszi a kinetikus
adatok objektiv elemzését a fliggvényillesztés moddszerének
segitségével. Ezzel egyediilallo modon kutatjuk a sejtek élettani
folyamatait.

Ezen eljardsok segitségével mar eddig is tobb patologias
folyamat soran (pl. 1-es tipusii diabetes, rheumatoid arthritis)
vizsgaltuk a bifazisos kalcium jelet, mely a korai T sejt aktivacio soran
kovetkezik be, és amely nélkiil az adaptiv immunvalasz nem johetne
lére. A megvaltozott kalciumjel koros immunfenotipushoz, illetve -
funkcidhoz vezethet.

Munkacsoportunk masik, nagy vizsgalati teriilete a T sejteken
talalhatd kalium csatorndk szerepének vizsgalata az egyes
korképekben. Szintén tobb autoimmun eredeti megbetegedésben
igazoltuk  ezen  csatorndk  részvételét a = megvaltozott
immunfunkcidban. Adataink arra is ravilagitottak, hogy a csatornak
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szelektiv gatlasa megoldhato kisérletes koriilmények kozott anélkiil,
hogy a normal miikddésti szubpopulaciok funkcidjat befolyasolnank.
A Crohn-betegség kapcsan szintén zajlottak olyan korabbi
vizsgalatok, melyek felhividk a K'-csatorndk lehetséges terapias
szerepére a figyelmet.

A képet tovabb bonyolitja, hogy az immunolégia fejlédésével
egyre tobb, kisebb aranyban képviselt T sejt szubpopulaciot fedeznek
fel, melyekrél igen kevés adat all rendelkezésre. Kiemelkednek
koziiliik a Th17 és regulatoros T (Treg) sejtek, melyek a korabbrol
ismert Th1 és Th2 altipusokkal egyetemben fontos szerepet jatszanak
a gyulladdsos folyamatok egyenstlyanak szabalyozasidban. Ezek
vizsgalata dltaldban nem a t6bbi altipussal egyiittesen torténik, hanem
izolalva. Ez azért probléma, mert a kiilon-kiilon, eltéré idében,
gyakran mas moddszerrel vizsgalt szubpopuldciok eredményeit
Osszevetve, legjobb esetben is csak részben helyes kovetkeztetéseket
vonhatunk le, és a szubpopuléciok sejtjei kozotti kolcsonhatast sem
latjuk ily modon.

A munkacsoport korabbi, sokéves tapasztalatat felhasznalva
lehetéségem nyilt, hogy részt vegyek azon vizsgéalatokban, melyek
jelen értekezés témajaul is szolgalnak.

Ezekben a vizsgalatokban célul tliztiik ki, hogy leirjuk a korai T
sejt aktivacio soran bekovetkezé kalcium bearamlas kinetikajanak
gyermekkori Crohn-betegségben torténd valtozasait, a kalium
csatornak szerepének megitélésével. Késdbb pedig, mikdzben ez a
vizsgalat zajlott, a tudomany aktudlis irdnyvonalai mentén, az
egyszerre négy szubpopulacid vizsgdlatdnak lehetdségét vizsgald
kutatdsunkat terveztik meg ¢és hajtottuk végre, mely egyben
eldretekintés is jovobeni vizsgalatokra nézve.



Célkitiizések

Vizsgalataink sordn célunk volt, hogy:

. Megvizsgaljuk a gyermekkori Crohn-betegségben a korai T sejt
aktivacio soran végbemend kalcium bedramlés kinetikat azonos
kora, egészséges kontrollokkal Gsszehasonlitva azt. Ezaltal az
esetleges eltéréseket szerettiik volna felmérni.

. Célunk volt még, hogy a hagyomanyosan kezelt Crohn-betegek
mellett, az infliximab kezelés hatasat is megitéljik a kalcium
bearamlas kinetikara.

. Szerettiik volna tovabba a fent nevezett vizsgalatokat T sejt
szubpopulacid szinten mérni, igy nem csupéan a lymfocitdk jelét
detektalni, de a Th1, Th2, Tc sejtek jelvaltozasat szimultdn mérni.
. Szerettiik volna tesztelni a korabbi vizsgalatainkban igéretesnek
tlind kalium csatorna gatld szereket, a margatoxint és a TRAM-
34—t az esetleges kalcium bearamlas kinetika modositasa
szempontjabol.

. Szerettiik volna mérni az egyes szubpopulaciok Kv1.3 csatorna
expresszidjat is.

. Munkank masodik részében arra voltunk kivancsiak, hogy
egyszerre négy szubpopulacidé mérése is lehetséges-e gy, hogy
kozben a kisebb, szofisztikaltabb valtozasokat tovabbra is
nyomon tudjuk kovetni a kinetikus mérések soran. Ennek kapcsan
célul tliztiik ki, hogy a Th1, Th2, Th17 és Treg sejtek jelolésével,
és kalcium szenzorral valé feltoltésével, majd a sejtek
stimulalasaval detektaljuk a kalcium jelvaltozast, és megitéljiik a
koztiik esetlegesen fennallo kiilonbségeket egészséges személyek
periférids vérmintdiban. Ezekbdl a mérésekbdl nem csak arra
szerettiink volna valaszt kapni, hogy a mérések 1ényegi jelvesztés
nélkiil elvégezhetéek-e, hanem arra is, hogy a fent nevezett
sejtpopulaciok korai T sejt aktivacidja soran a Kkalcium
bearamlédsban tapasztalhato-e kiilonbség,



. illetve hogy ennek kinetikdja moddosithaté-e a korabbi
vizsgalatokban is alkalmazott kalium csatorna gatloszerekkel.
. Szerettliik volna tovabba a négy szubpopulacié Kv1.3 csatorna
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3 Maodszerek

3.1 A Crohn-betegséggel kapcsolatos vizsgalat betegei

A vizsgalatba bevont betegek a SE I. szamu
Gyermekgyogyaszati Klinika Gasztroenterologiai osztalyarol vagy
szakrendelésérdl keriiltek bevalasztasra. A bevalogatas soran a
klasszikus moddszerekkel (endoszkopia, hisztopatologia, vérkép)
diagnosztizalt Crohn-beteg gyermekeket vontunk be. A colitis
ulcerosa és egyéb, GIT-et érinté gyulladasos/autoimmun eredetli
diagnozissal rendelkezoket kizartuk a vizsgalatbol. A klasszikusan
kezelt Crohn-betegek csoportjaba azon gyermekek keriiltek, akiket
azathioprin, 5-ASA, mesalazine kezelésben részesitettek, ugyanakkor
szisztémas szteroidkezelést nem kaptak. A sulyos Crohn-betegek
csoportjaba azok kertiltek, akik nem reagaltak a hagyomanyos
kezelésre, PCDALI értékiik >30 volt, és ezért inflixmab (Remicade®)
indukci6 valt indokoltta esetiikben. Ezen betegek elsé kezelés eldtti,
illetve 4. kezelés utdni mintéit elemeztiik. Kontrollmintaként azonos
kor és nem megoszlasu gyermekeket valasztottunk, akik aspecifikus
panaszokkal jelentkeztek a szakrendelésen, de gyulladasos elvaltozas
nem igazolddott a kivizsgalasok soran. A bevalogatas kritériumainak
valé megfelelést minden esetben gyermekgasztroenteroldogus
ellendrizte, csakigy, mint a periférias vérmintak begytijtését is.

3.2 A Thl7-es vizsgalat alanyai

A 4 T sejt szubpopulacié vizsgalatahoz 14 egészséges, felnott
alanyt (6 férfi, 8 nd, atlag életkor: 23,9) valogattunk be, tekintettel
arra, hogy jabb gyermekmintdk beszerzése nem lett volna indokolt,
hiszen az adott sejtcsoportok felndtt, periférids vérmintakban
ugyanugy jelolhetdek és vizsgalhatoak, ugyanakkor a mintavétel joval
Kisebb ,,traumat” jelent a felnétt alanyoknak. A betegek személyes
ismeretségi  korbol, oOnkéntes jelentkezés alapjan  keriiltek
kivalasztasra. Csak olyan egyénektdl gyiijtottiink mintat, akiknél
gyulladasos vagy egyéb, immunmedialt folyamat nem meriilt fel.




3.3 A periférids vérmintak begyiijtésének mddszertana

A mintavétel soran a betegek/alanyok konyok/karvéndjabol a
rutineljarasok szerint 2x 9ml vért gyijtottiink Na-heparinos csovekbe
(BD Vacutainer, BD Biosciences, San Diego, CA, USA). A mintak
feldolgozasa valamennyi esetben 8 oOran belill megtortént. A
feldolgozasig hlités nem tortént. Az alanyok kivalasztasakor, a mintak
gyljtésekor és feldolgozasakor a Helsinki Deklaracié legujabb
modositasaiban foglaltak szerint jartunk el.

3.4 A Crohn-betegek kalcium bearamlas kinetikajat mérd

protokollja

A periférias vért Ficoll-ra (Ficoll Paque, Amersham Biosciences
AB, Uppsala, Sweden) rétegeztilk, majd 400 x g-n, 27 percig
centrifugaltuk. Ezaltal standard slirliség gradiens elvalasztast
alkalmaztunk. Az igy szétvalt periférias vér mononuklearis sejtréteget
(PBMC) 6vatosan levalasztottuk, majd két ismétlésben PBS-el (2 mM
KH2PO4, 9.5 mM Na:HPO4.2H.0, 136.7 mM NaCl) 7 percig
centrifugalva, kimostuk a sejtek koziil a Ficoll maradékat. Ezt
kovetden a pelletet modositott RPMI-1640-es médiummal (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) reszuszpendaltuk. Az RPMI-1640

ey

mM-ra allitottuk, hogy a fiziologids viszonyoknak megfeleld
kortiilményeket biztositsunk a sejtek szamara.
A sejtszuszpenziot négy részre osztottuk az alabbiak szerint:
e 650ul-Kontroll csd, nem tartalmazott gatloszert
e 650ul-TR cs6, 240 nM TRAM-34-et (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) adtunk hozza késébb
e  650ul-MG cs6, 4 nM margatoxint (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) adtunk hozza késdébb, illetve
e 100ul-VD cs6, anti-Kv1.3 FITC-csatorna antitestet adtuk
hozza késébb.
Valamennyi cs6h6z hozzaadtuk az alabbi sejtfelszini jeldléshez
sziikséges fluoroforokkal konjugalt antitesteket: anti-CD4 PE-Cy7
(BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CD8 APC-Cy7 (BioLegend,
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San Diego, CA, USA), anti-CXCR3 APC (BioLegend, San Diego,
CA, USA), anti-CCR4 PE (BD Biosciences). A VD cs6h6z anti-Kv1.3
FITC poliklonalis antitestet (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
adtunk.

Ezt kdvetden a mintdkat 30 percig sététben inkubaltuk 24°C-on,
majd a nem kotodott antitestek eltdvolitasa céljabol 7 percig
centrifugdltuk, majd modositott RPMI-1640-es médiumban
reszuszpendaltuk a sejteket és hozzaadtuk az i.c. kalcium
detektalasara szolgald festékkeveréket. A kalciumjel mérésére 1:2
aranya Fluo-3 AM : Fura Red (Biotium, Hayward, CA, USA)
keveréket és 0.02%-0s Pluronic F127 szurfaktanst (Molecular Probes,
Karlsbad, CA, USA) alkalmaztunk. A két kalcium szenzor egyidejii
alkalamzésa azért elényos, mert mig a kalcium kotés hatdséara a Fluo-
3 fluoreszenciaja nd, addig a Fura Red-¢é csokken, igy az aranymérés
megvalosithatd. Ha a két szenzor jelaranyat detektaljuk, akkor pedig
az olyan apré kiilonbségek, melyek a sejtek eltérd alap
kalciumszintjébdl, alap fluoreszenciaszintjébdl vagy a sejtek
szenzorral vald feltoltésének  kiilonbéségbdl adddnak,
csOkkenthetdek.

A mintakat a keverék hozzaadasatol szamitva 30°C-on 20
percig sotétben inkubaltuk.

Ezt kdvetden 7 percig centrifugaltuk a mintakat, majd a sejteket
modositott RPMI-1640 médiumban vettiik fel, mely egyben a mérési
médiumot is jelentette. Az egyes gatloszereket 15 (MgTX) és 10
(TRAM-34) perccel az adott minta mérését megelézden adtuk hozza
a csovekhez.

A mérések soran a 2 perc alapvonalat rogzitettiink, majd 20 pl
1mg/ml es phytohemagglutinin (PHA)-t adtunk a mintahoz és azonnal
folytattuk a jeldetektalast 15 percig. A PHA egy lektin, mely a TCR
keresztkotésén keresztiil valtja ki a sejtaktivaciot.

A kalium csatorna expresszid6 mérése soran nem kinetikus
mérést végeztiink. Egységesen 500.000 sejt detektalasa tortént meg az
ehhez sziikséges 1d6tdl fiiggetleniil.



3.5 A T helper szubpopulaciok mérésének protokollja

Ezen protokoll esetében a mononuklearis sejtek izolalasa és a
sejtszuszpenzidba vitel, szétosztas a fent leirt mddon tortént.

A sejtfelszini festés soran az alabbi fluoroférokkal konjugalt
antitesteket alkalmaztuk:

anti-CD4 PE-Cy (BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CD25
APC-Cy7 (BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CXCR3 APC
(BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CCR4 PE (BD Biosciences),
anti-CCR6 PerCP (BD Biosciences).

A mintakat 30 percig sotétben inkubaltuk 24°C-on, majd a nem
kotodott antitestek eltavolitdsa céljabol 7 percig centrifugdltuk a
mintakat, ezt kovetden pedig modositott RPMI-1640-es médiumban
reszuszpendaltuk a sejteket és hozzdadtuk az i.c. kalcium
detektdladsdra szolgald festéket. Ezen vizsgdlat esetében az
egyidejileg alkalmazott nagyszamu fluorofér miatt nem volt
lehetdségiink a kordbban leirt Fluo3 — Fura Red keveréket alkalmazni,
csupan a Fluo-3 AM festéket 0.02% Pluronic F127-jelenlétében.

A kalcium indikéator hozzaadasat kovetéen 30°C-on 20 percig
sOtétben inkubaltuk a mintakat, majd ismét centrifugaltuk azokat 7
percig. Ezt kovetden a sejteket modositott RPMI-1640 médiumban
vettiik fel, mely egyben a mérési médiumot is jelentette. Az egyes
gatloszereket a korabban mar ismertetettek szerint, 15 illetve 10
perccel a meérés eldtt adtuk hozza a megfelelé mintakhoz.

3.6 Az adatok értékelése

Az adatok értékelésére a kinetikus mérések sordn a
munkacsoportunk altal kordbban kidolgozott, és tobb korabbi
vizsgalat soran sikeresen alkalmazott algoritmust, a FACSKin
software-t alkalmaztuk. Ez az alkalmazas az id6t, mint mérési
paramétert is figyelembe veszi, és a kivalasztott paraméter (jelen
esetben az i.c. kalcium szint) értékeire az id6 fiiggvényében illeszt
kiilonboz6 fiiggvényeket. Ezek kozil a fiiggvények koziil (konstans,
logistic+, logistic-, double logistic+, double logistic-) az F-teszt
segitségével kivalaszthatjuk azt, amelyik a legjobban illeszkedik a
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mérési adatokra. Ezutan a kivalasztott fliggvény paramétereinek
felhasznalasaval, a klasszikus statisztikai probak segitségével az
egyes mintacsoportok objektiven Gsszehasonlithatok. Az algoritmus
egyik eldénye, hogy a kinteikus paraméterek esetén is képes eloszlast
szamolni az egyes mérések esetében. A Crohn-betegek adatainak
esetében a double logistic+ fliggvényt alkalmaztuk az adatelemzésre.
A négy T sejt szubpopulacio szimultan vizsgalat esetében a logistict+
fliggvényt alkalmaztuk. Az eltérd fliggvényhasznalat oka abban rejlik,
hogy az F-teszt az egyes vizsgalatok esetén ezeket talalta a legjobban
illeszkedének. Ennek oka lehet a kalcium indikator(ok) eltérd
alkalmazaésa.

3.7 A statisztikai elemzések mddszertana

A statisztikai elemzésekkor az adatok normalitdsdnak
vizsgalatara a Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztuk. Mivel
adataink nem kovették a Gaussi eloszlast, igy nem paraméteres
statisztikai probakat hasznaltunk. A gyermekkori Crohn-betegség
kalcium bedramlads kinetikai vizsgalatanak paraméterenkénti
eredményeit csoportonként szubpopulacios szinten a Kruskal-Wallis
teszttel hasonlitottuk Ossze. A gatloszerek hatdsanak megitélésére
Wilcoxon probat alklamaztunk. A Kv1.3 expresszio eredményeinek
Osszehasonlitasara a Mann-Whitney U-probat alkalmaztuk. A
korrelacidos vizsgalatokra a Spearman rangkorrelacids tesztet
hasznaltuk. A T sejt szubpopulaciés vizsgalatok eredményeit
paraméterenként, az egyes szubpopulaciok kozott a Mann-Whitney
U-probaval hasonlitottuk dssze. A gatloszerek hatdsdnak megitélésére
Wilcoxon probat alkalmaztunk. A Kv1.3 expresszié eredményeinek
Osszehasonlitaisaira a  Mann-Whitney  U-probat  alkalmaztuk.
Valamennyi statisztikai elemzést 5%-0s szignifikancia szinten
elemeztiink a GraphPad Prism 5.0 Software segitségével (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA 92037 USA).
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4  Eredmények

4.1 A gyermekkori Crohn-betegséggel kapcsolatos vizsgalatok
eredményei

411 A vizsgalt sejtpopuldaciok megoszlasaval — kapcsolatos
eredmények

A vizsgalatok soran értékelt adatok alapjan a Tc, Thl és Th2
sejtek lymfocitdkon beliili %-0s megoszlasa sem egymashoz képest,
sem az egyes csoportok kozott nem mutat szignifikdns eltérést.
Ugyanakkor az adatok alapjan lathatoé, hogy mig az egészséges
kontroll és a hagyomanyosan kezelt csoportok kozott csak minimalis
eltérés van, és ugyanez igaz a hagyomanyosan kezelt és elsd IFX-
kezelés el6tti csoportra is, addig az els6 elotti és a negyedik IFX-
kezelés utani csoportok kozott a Thl és Th2 sejtcsoportok szédzalékos
megoszlasa jelentésen eltér. Mindkét szubpopulaciéo esetében a
negyedik IFX-kezelés utani adatok a magasabbak. Ha a Th1/Th2
aranyt vizsgaljuk, akkor jol lathato, hogy a betegcsoportok az
egészséges kontroll alanyokhoz képest jelentdsen magasabb értéket
mutatnak. Ez dontéen a Thl-es sejtek szdmdnak emelkedésébol
adodik. Erdekes modon az ardnypar nem mutat tovabi emelkedést az
IFX-kezelés elotti mintak esetében, illetve az indukcids kezelés sem
mérseékli azt.

4.1.2 A kalcium bedramlas kinetikdaval kapcsolatos eredmények
Eredményeink alapjan az egészséges, kontroll alanyok gatloszer
mentes mintdiban az egyes mérési paraméterek esetében szignifikdns
kiilonbség nem mutathato ki a vizsgalt T sejt szubpopulaciok kozott.
Ez azt jelenti, hogy az aktivalas eldtti, nyugvo allapota sejtek i.c.
kalcium szintje azonos a cytotoxikus, Th1 és Th2 sejtekben, ahogyan
azt a Starting value értékek 1s mutatjak. Az aktivacio hatasara kivaltott
kalcium influx altal el6idézett csticskoncentracio (Maximum value)
szintén nem kiilonbozik lényegesen a 3 szubpopulacio kozott. Az
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iddébeni valtozasok mindségére leginkabb utald két paraméter, a Time
to reach maximum ¢és a Slope érték sem mutat szignifikéns
differenciat, tehat a kalcium bearamlas idobeni lefutasa is hasonlo az
egyes sejtek kozott. Az AUC érték, mely a mérési id0 alatt detektalt
teljes kalcium mennyiséget reprezentalja, szintén hasonlé volt a
szubpopulaciok kozott, igy a sejtek altal, a korai aktivacido soran
bearaml6 kalcium mennyiség is egységesnek tekinthetd.

A MgTX és TRAM-34 kezelés hatdsa ezen paraméterekre nem
volt jelentds. A cytotoxikus sejtek esetében egyaltalan nem volt
szingifikans kiilonbség kimutathat6, mig a MgTX hatdsdra a Th2
sejtek Slope értékei enyhe csokkenést mutattak. A TRAM-34 altal
torténd kalium csatorna gatlas a Thl-es sejtekben a Start- és AUC
értékeket csokkentette, mig a Th2-es sejtekben a MgTX-kezeléshez
hasonldan, a Slope értékek csokkentek. Ezek a kiilonbségek azonban
a késobb ismertetésre keriild, betegcsoportokban  kivaltott
modositashoz képest elhanyagolhatdak.

A hagyomanyosan kezelt Crohn-beteg alanyok gatloszermentes
mintaiban jelentds eltérés igazolddott, mind az egyes szubpopulaciok
kozott, mind az egészséges, kontroll alanyok értékeihez képest. Bar a
Tc és Thl sejtek értékei nem valtoztak szignifikansan, a Th2 sejtek
Starting, Maximum ¢és AUC ¢értékei a Tc sejtekhez képest
szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak. A Maximum ¢és AUC
értékek a Thl-es sejtekhez képest is szignifikdnsan magasabbnak
bizonyultak, mig a Starting, Slope és AUC értékek az egészséges,
kontroll alanyokhoz képest voltak szingifikansan magasabbak, ezzel
a Th2 funkcionalis predominanciat sejtetve. A kalium csatorna gatlo
kezelések hatasara a Th2 sejtekben megfigyelt fokozott kalcium
bearamlas jelentdsen mérséklodott, az egészséges, kontroll alanyok
szintjének kozelébe csokkentve az értékeket. A MgTX altali gatlas a
Time to reach maximum paramétert leszamitva valamennyi, mig a
TRAM-34 kezelés az Osszes vizsgalt paraméter esetében szignifikans
csokkenést eredményezett. A gatlas szelektivitasara utal, hogy a
betegég altal kevésbé érintett Tc és Th1 szubpopulaciok értékeit nem
modositottak Iényegesen a vizsgalt farmakonok.
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A hagyomanyos kezelésre nem reagélo, elsé IFX-kezelés elott
allo betegek gatloszer mentes mintaiban azt tapasztaltuk, hogy a Tc és
Thl sejtek kalcium bearamlas kinetikai paraméterei tovabbra sem
valtoztak Iényegesen az egészséges, kontroll alanyokban mért
értékekhez képest, illetve a hagyomanyos kezelésre reagald
betegekben tapasztalt értékekhez képest sem. Ezzel szemben a Th2
sejtek esetében szinte valamennyi paraméter szignifikansan magasabb
értéket mutatott a Tc és Thl sejtekhez képest. Ezzel gyakorlatilag
igazolodott az a fokozott Th2 sejt miikodés, mely a hagyomanyosan
kezelt betegcsoportra is jellemz6é volt. A betegség sulyossaganak
novekedésével azonban a mért értékek itt is magasabbak voltak
(hagyomanyosan kezelt csoport AUC: 338 vs. Els6 IFX-kezelés el6tti
csoport AUC: 709).

Ezt a kiugréan magas kalcium bedramlés kinetikat a gatloszerek
— a MgTX ¢és TRAM-34 kezelés egyarant — szignifikdnsan
csokkentették. Ennek hatasara a szubpopulaciok kozotti kiillonbség a
gatloszerek alkalmazasat kovetden mar nem volt igazolhato.

A negyedik IFX-kezelést koOvetd mintdk esetében azt
tapasztaltuk, hogy az indukciéo hatdsara a korabban emelkedett
kalcium bearamlas kinetikai paraméter értékek normalizalodtak, igy a
tovabbiakban a szubpopulaciok kozott szignifikans kiilonbséget nem
tudtunk igazolni. A MgTX és TRAM-34 kezelés ezen mintak esetében
tovabbi lényeges csokkenést nem tudott kivaltani, egyediil a TRAM-
34 kezelés csokkentette a Time to reach maximum érétkeket a Thl és
Th2 sejtekben, ugyanakkor a kiilonbség a korabban ismertetett
valtozasokhoz képest minimalisnak mondhato.

4.1.3 A Kvl.3-csatorna expresszio mérésének eredményei

Meérési eredményeink alapjan lathatd, hogy az egészséges,
kontroll alanyok mintaiban a T sejt szubpopulaciok kozott nem volt
kimutathat6 szignifikans kiilonbség a Kv1.3-csatorna
expresszigjdban. A hagyomanyosan kezelt Crohn-betegek esetében
szignifikdnsan magasabb expressziot mértiink a Th2 sejtek felszinén,
mely a kalium csatorna fokozott szerepére utal ezen korképben.
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A hagyomanyos terapidra nem reagalo betegek esetében szintén
sokkal magasabb értékeket mértiink a Th2 sejteken, ugyanakkor a
mintankénti nagy variabilitds miatt itt statisztikai kiilonbséget nem
tudtunk igazolni. Az azonban lathatd, hogy a negyedik IFX-kezelés
igen jelent6sen csokkentette ezen értéket- gyakorlatilag a harmadara
mérsékelte a Kv1.3 expressziot.

4.2 A négy 6, T helper szubpopulacié szimultan vizsgalatanak
lehet6ségét vizsgalo kutatas eredményei

4.2.1 A vizsgalt sejtpopuldaciok megosziasaval — kapcsolatos
eredmények
A négy szubpopulacidé egészséges alanyokbol mért, CD4+
sejteken beliili megoszlasa jelentds eltéréseket mutat. A legkisebb,
4.7%-os értéket a Th17-es, mig a legmagasabb, 27.2%-0s prevalenciat
a Th2 sejtek mutatjak. A Thl, Th17 és Treg sejtek is szignifikansan
alacsonyabb mennyiségben vannak jelen, mint a Th2 sejtek.

4.2.2 A kalcium bedramlas kinetikai pramétereinek eredményei

A szubpopuléacid szintli mérési eredményeink alapjan lathato,
hogy bar az alap kalcium szinteket vizsgalva a négy T sejt tipus kozott
szignifikdns kiilonbség nem volt kimutathatd, a Thl17-es sejtek
mutattak a legalacsonyabb értéket. Az AUC értékek esetében a Thl-
es sejtekhez képest, a Th2, Th17 és Treg sejtek mind szignifikansan
alacsonyabb 0ssz kalcium értékeket vettek fel a mérések 15 perce
soran. Az end érték, mely a mérések végén detektalt kalcium
koncentraciot reprezentalja szintén a Thl-es sejtek esetében a
legmagasabb. Erdekes modon a Time to reach 50% value érték
azonban nem a Thl-es, hanem a regulatoros T sejtek esetében volt a
legmagasabb, igy tehat ezen sejteknek tart a legtovabb, hogy a
maximalis kalcium c.c. érték felét elérjék.
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A kalium csatorna gatloszerek alkalmazasaval jelentds
valtozasokat sikeriilt elérniink. A Thl-es sejtekben a MgTX ¢és a
TRAM-34 egyarant szignifikansan csokkentette az AUC értékeket. A
Th2 sejtekben a TRAM-34 kevésbé mutatott erételjes hatast, ellenben
a MgTX az AUC ¢s End értékeket is szignifikansan csokkentette.

A Th17-es szubpopulacioban mindkét kaliumcsatorna gatloszer
szignifikansan csokkentette az AUC ¢és End paramétereket a
gatloszermentes, kontroll mintakhoz képest. A regulatoros T sejtek
esetében egyediil a MgTX volt képes csokkenteni és csak az End
érétket.

4.2.3 A Kvl.3-csatorna expresszio meérésének eredmeényei

Jelentés  kiilonbség mutatkozott a 4  szubpopulacid
kaliumcsatorna expressziojaban. A legkisebb mértékben a Thl-es
sejtek expresszaltak, mig leginkabb a Th17-es sejtek felszinén gyakori
ez a csatorna. Valamennyi szubpopulécio szignifikansan magasabb
értékeket mutat, mint a Thl-es sejtek.
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Kovetkeztetések

A gyermekkori Crohn-betegségben a periférian emelkedett Thl
sejtmennyiség mutatkozik meg.

A gyermekkori Crohn-betegségben a periférias Th2 sejtek korai
aktivacioja soran fokozott kalcium bearamlas figyelheté mega Tc
¢s Thl sejtekhez képest.

A margatoxin és TRAM-34 kaliumcsatorna gatloszerek in vitro
hatékonyan és szelektiven képesek csOkkenteni a Th2 sejtek
gyermekkori  Crohn-betegségben  tapasztalhato  fokozott
aktivitasat.

Az infliximab kezelés hat a fokozott korai T sejtaktivaciot mutatd
periférias Th2 sejtekre.

Az infliximab altal normalizalt Th2 kalcium bedramlas kinetikat
a margatoxin és a TRAM-34 mar nem képes tovabb modositani.

A Kvl.3 csatorna megvaltozott expresszidja legalabb részben
felelés 1lehet a gyermekkori Crohn-betegségben kapcsan
megfigyelt modosult korai T sejt aktivacioért.

Egészséges felndttekben a Th1, Th2, Th17 és Treg sejtek kalcium
bearamlas kinetik4ja jelentdsen eltér.

Egészséges felndttek Thl, Th2, Thl7 és Treg sejeiben a
kaliumcsatorndk jelentdsége eltér.

Az éltalunk bedllitott modszer segitségével a Thl, Th2, Th17 és
Treg sejtek aktivacidjanak szimultdn kinetikus mérése
megoldhato a koztiik 1évd kis kiilonbségek kimutatdsara valod
képesség elvesztése nélkiil.
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