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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. BEVEZETES

A T limfocitdk rovidtava aktivacidgja donté jelentdéségli az immunvalasz
hatékonysaganak szabalyozasaban. Ezek a sejtek fontos szerepet jatszanak az
autoimmun korképek pathogenezisében is. A rovidtavi limfocita aktivacio
kinetikdjanak vizsgalata ezért nélkiillozhetetlen az immunstatusz jellemzésében mind
fiziologias koriilmények kozott, mind autoimmun betegségekben. Az aramlasi
citometria az egyik legelterjedtebb vizsgaloeljaras az immunologiai kutatasok terén. Ez
a nagy ateresztOképességii, széles korben hasznalt vizsgalati modszer azonban ezidaig
nem volt megbizhatéan alkalmazhat6é kinetikus mérések végzésére, idében valtozod
folyamatok pontos nyomon kovetésére. A mérések elemzése ugyanis nem volt
kell6képpen objektiv, ami megnehezitette az eredmények statisztikai értékelését.
Kutatoécsoportunk évek 6ta dolgozik egy olyan eljaras fejlesztésén, mely lehetdséget
nyujt a kinetikus aramlasi citométeres mérések matematikai alapu, objektiv, megbizhato
értékelésére. Modszeriink 1ényege, hogy éaramlasi citométerrel legalabb tiz percen
keresztiil kovetjiikk nyomon egy adott folyamat kinetikus valtozasat a vizsgalt sejtekben.
Ezt kovetéen a folyamatot leird fluoreszcens jelekre FacsKin elnevezésti szoftveriink
(www.facskin.com) elére meghatdrozott matematikai fliggvények sorozatat illeszti,
melyeknek adott paramétereit is kiszamitja. Az egyes kiilonalld6 mérések ezen értékei
igy egymassal 0sszehasonlithatoakké valnak.

Az elmult években kidolgozott eljarasunkat sikerrel alkalmaztuk sejtélettani vizsgalatok
soran, tovabba kiilonboz6, a T limfocitdk aktivaciojat érintd megfigyeléseink
elemzésére ujsziildttkorban, terhességben, preeclampsidban, sclerosis multiplexben,
valamint 1-es tipusi diabetesben. Behatdéan tanulmanyoztuk tovabba a limfocitak
kalium csatorndinak a sejtaktivacio folyamataban betoltott szerepét is. Ertekezésemben

ennek kapcsan nyert eredményeinket ismertetem.
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3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. A T LIMFOCITA AKTIVACIO SZABALYOZASA

A citoplazmatikus szabad kalciumszint ([Ca2+]cyt) megemelkedése 1étfontossagu
szerepet tolt be a limfocita aktivacioban, valamint az autoreaktiv limfocitak koros
milkodésében. Az antigén prezentald sejtek (APC-K) feldolgozott antigénekkel toltott
major histocompatibility complex (MHC) fehérjéi a T sejteken talalhato T sejt
receptor/CD3 (TCR/CD3) komplexhez kotddnek. A bemutatott antigén és a TCR/CD3
komplex kozotti specifikus kolcsonhatas szamos, sejtmembranon keresztiili jelatviteli
utvonalat hoz miikodésbe. A kiilonb6zé miikodésbe 1épo foszforilacidés kaszkadok
tobbféle kindz enzimet aktivalnak. Bizonyos protein kindz utvonalak, igy példaul a
Ras/MAP tutvonal, direkt modon jarulnak hozza a T sejt proliferaciohoz sziikséges
géntranszkripcid iranyitasahoz [1].

Egy masik enzim, a tirozin kindz aktivicidja azonban mas kovetkezménnyel jar,
nevezetesen a foszfolipaz C-y (PLC-y) aktivalodéasaval. Ez az enzim egy membranban
elhelyezkedd foszfolipidet, a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP;) hasitja, melybdl
diacil-glicerol (DAG) és inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3) keletkezik. Ezen a ponton
kettévalik a jelatviteli utvonal. A DAG aktivalja a protein kinaz C-t (PKC), ami tobb
lépésen keresztiil a nuclear factor kappa B (NFxB) transzkripcios faktor aktivacidjahoz
vezet — ez szamos gén transzkripcidjahoz elengedhetetlen [2].

Ezzel egy id6ben az IP; a [Ca2+]cyt kétfazisu novekedéséhez jarul hozza (1. abra). A
kalcium jel egy masik transzkripcios faktor, a nuclear factor of activated T cells (NF-
AT) aktivacigjahoz vezet. Ezt a folyamatot a kalcium-kalmodulin komplextdl fiiggd
foszfataz, a kalcineurin katalizalja. A kalcineurin defoszforilalja az NF-AT-t, amely
kotodik. Az IL-2 gén aktivalodasat kovetden a T sejtek akar antigén jelenléte nélkiil is
képesek proliferalni. Az emlitett kétfazisi Kkalciumszint ndvekedés az IP3
keletkezéséhez kapcsolt, az IP3 ugyanis az endoplazmas retikulumon (ER) talalhato
receptordhoz kotddve kalciumot szabadit fel e kompartmentbdl. Az IP3; receptor

tulajdonképpen intracellularis ligand-vezérelt ioncsatornaként is felfoghato [3].
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1. abra: A citoplazmatikus szabad kalciumszint szabalyozasanak vazlata

A vékony nyilak a citoplazmatikus szabad kalciumszint emelkedéséért, mig a vastag
nyilak az annak csokkenéséért felelés mechanizmusokat jelzik. A szaggatott nyilak a
mitokondrialis kalcium felvétel CRAC csatornara kifejtett szabalyoz6 szerepére utalnak.
CRAC - calcium release activated calcium csatorna, DAG — diacil-glicerol, ER —
endoplazmas retikulum, IP3 — inozitol-1,4,5-triszfoszfat, MC — mitokondrium, PLC —
foszfolipaz-C, PMCA — plazma membran kalcium ATP4az, SERCA -
szarko/endoplazmas retikulum kalcium ATPaz, TCR/CD3 — T sejt receptor/CD3
komplex

A kalciumszint emelkedés masodik, fenntartott fazisa az extracellularis térbdl belépd
kalcium ionok kovetkeztében jon létre. Ez az un. calcium release activated calcium
(CRAC) csatornan keresztiil torténik. A CRAC-et a sejten beliili kalcium raktarak
kitiriilése nyitja, ezért az un. store-operated csatornak kozé tartozik. A csatornat 6vezo
tudomanyos érdeklddés ellenére miikodési mechanizmusa egyelére nem ismert
egészében. Legfontosabb biofizikai jellemzdje, amely a tobbi kalcium csatornatol
elkiiloniti, hogy extrém mértékben szelektiv kalcium ionokra nézve [4]. A CRAC
csatornak masik jellegzetessége, hogy aktivacid utdn az ionaramot elsdsorban a

kalciumra vonatkozo6 elektrokémiai hajtoerd hatarozza meg, a csatorna kapuzasa tehat
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fesziiltségtdl fliggetlen, de az ionaram nagysdga a sejtek membranpotencidljara
érzékeny lesz. Ez a tulajdonsag, a befelé¢ rektifikacidoval egylitt, nagyobb kalcium
aramhoz vezet, ha negativabb a membranpotencial. A depolarizaldo hatast befelé
iranyul6 kalcium aramot ezért kationok kidramldsaval sziikséges ellenstilyozni ahhoz,
hogy fenntarthaté legyen az elektrokémiai hajtéeré6 a kalcium ionok tovabbi
bearamlasadhoz, és igy a transzkripcidés folyamatok hatékony miikodéséhez sziikséges
kalcium jel fennmaradasahoz. Ennek jelentéségét alabb részletezem.

A kalcium eloszlasat a sejten beliill olyan finoman szabalyozott mechanizmusok
Osszjatéka szabja meg, melyek a [Ca2+]cyt emelkedéséért és csokkenéséért felelosek. A
[Ca2+]cyt emelkedését biztositdé f6 mechanizmusok az ER-bol valo kalcium felszabadulas
[5], a kalcium belépése az extracellularis térb6l a CRAC csatornan keresztiil [6], és a
mitokondrialis kalcium felvétel. A mitokondriumoknak kett6s szerepiik van a kalcium
jel alakitdsdban. A sejthartya alatt, a CRAC csatornak kozelében elhelyezkedve a
mitokondriumok bels6 membranjan talalhaté mitokondrialis kalcium uniporter (MCU)
segitségével lokalisan kalciumot szekvesztralnak a CRAC csatornak mikddése soran.
gy megakadalyozzak a CRAC csatornak Kalciumfiiggd negativ feedback gatlasat, és
hozzajarulnak az extracellularis kalcium bearamlasanak fenntartasdhoz [7-9]. A
limfocita aktivacié egy késobbi fazisaban azonban a citoplazmaban barhol elhelyezkedd
mitokondriumok képesek nagy mennyiségli kalciumot felvenni és tarolni, és igy a
[Ca2+]cyt szintet csokkenteni [10]. A f6 mechanizmusok, amelyek limfocitdkban az
emelkedett [Ca2+]cyt csokkentésében részt vesznek: a szarko/endoplazmas retikulum
kalcium ATPaz (SERCA) [5] és a plazma membran kalcium ATPaz (PMCA) [11]. A
mitokondrialis kalcium felvételnek kisebb szerep jut, elsdsorban igen magas [Ca2+]cyt
szint esetén 1ép mikodésbe [10] (1. abra).

A limfocita aktivaci6 1épései mind Thl, mind Th2 sejtekben a [Ca’]ey
megemelkedésével kezdddnek. Annak ellenére, hogy aktivacidjuk ugyanolyan
hatdsokra kovetkezik be, a Thl és Th2 sejtek eltérd citokineket termelnek. Mivel egyes
citokinek génjeinek az expresszidjat a kalcium bearmalas kinetikajanak sajatossagai
eltéré mértékben befolyasoljak, a Thl €s Th2 sejtek kalcium haztartasanak kiilonbségei
nagyban hozzajarulhatnak az eltérd tipusu citokinek termelédéséhez [12].

Fanger ¢és mtsai. kordbban leirtdk, hogy egér eredetli Thl és Th2 limfocitdk eltérést

mutatnak a [Ca2+]cyt kinetikajat illetéen [13]. Kimutattak, hogy a kalcium bearamlast



DOI:10.14753/SE.2012.1749

szabalyoz6 mechanizmusok, mint példaul a limfocitak kalium csatorndinak mitkodése
(Id. aladbb) kiilonbozik a két sejttipusban: a kalciumdependens IKCal csatorndk
aktivabban miikédnek Thl sejtekben. Leirtak tovabba, hogy a Th2 sejtekben
gyorsabban csokken a [Ca2+]cyt, mint Thl sejtekben. Arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a gyorsabb kalcium {irités és a kisebb mértékii Kalciumfiiggd kalium kiaramlas
egyiittesen feleldsek a Th2 sejtekben tapasztalhatdo alacsonyabb kalcium valaszért.
Felvetették, hogy a limfocitak kalcium jelének kinetikajat szabalyozo mechanizmusok
feltehetdleg eltéroek Thl és Th2 sejtekben. Vizsgalataik azonban nem szolgéltak
tovabbi részletekkel a [Ca2+]cyt emelkedéséért és csokkenéséért felelds mechanizmusok

specifikus szerepét illeten.

3.2. A LIMFOCITAK KALIUM CSATORNAINAK SZEREPE A LIMFOCITA
AKTIVACIO SZABALYOZASABAN

A kalcium jel fenntartasahoz sziikséges, intra- és extracellularis terek kozotti
elektorkémiai potencialkiilonbséget (A W) a kalium ionok kidramlasa biztositja. Ez a
limfocitak esetében alapvetden kétfajta kalium csatornan keresztiil valdésul meg: a
fesziiltségfiiggd Kv1.3 jelzésti [14] és a kalciumdependens IKCal jelzésti [15]
csatorndkon keresztiil. A CRAC csatorndkon keresztiili ionaram és a kalium csatornak
csatornak aktivitdsanak farmakologiai befolyasolaséra, és specifikus immunmoduléci6

lehetéségét is felveti (2. abra).
3.2.1. A Kv1.3 csatorna biofizikai és biokémiai jellemzdi

A fesziiltségfiiggd kalium csatornak jelenlétét human T sejteken eldszor tobb mint két
évtizede igazoltak elektrofiziologiai modszerekkel [14]. Az akkor leirt csatornat n-
tipust (normal) kalium csatornaként osztalyoztak. A csatorna génjének klonozésa [16]
lehetdvé tette, hogy a csatornat a fesziiltségfiiggd csatornak Shaker csalddjaba soroljak

(Kv1), és Kv1.3 jelzéssel kezdtek ra hivatkozni [17].

10
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CRAC

[ Caz*

2. abra: A limfocitdk kalium csatornainak szerepe a limfocita aktivacio
mechanizmusaban

CRAC - calcium release activated calcium csatorna, DAG — diacil-glicerol, A ¥ —
elektrokémiai potencialkiilonbség, ER — endoplazmas retikulum, IP3 — inozitol-1,4,5-
triszfoszfat, PLC — foszfolipaz-C, TCR/CD3 — T sejt receptor/CD3 komplex

Ezt a csatornat négy azonos, porusképzé alfa alegység alkotja (3. abra). Minden
alegység hat transzmembran a-hélixbdl all, melyeket intra- és extracellularis hurkok
kotnek Ossze. Minden alegységbdl az 6tddik és hatodik (S5 és S6) transzmembran
szakasz kozotti extracellularis hurok, valamint az S6 alegység alkotjak a porust,
amelyen keresztiil a kdlium ionok &tjutnak a sejtmembranon. A poérus fo strukturalis
elemei koziil a legfontosabb a szelektivitasért felelds filter, ami a permeacid iranyat
figyelembe véve legkiviil helyezkedik el. A filter kritikus helyein talalhaté aminosavak
karbonil oxigénjei a vizmolekulat helyettesitve segitik e¢l6 a kalium ionok atjutasat a
csatorna legsziikebb pontjan [18]. Kv1.3 csatornak esetében az alabbi ionszelektivitasi
sorrenddel szamolhatunk: K* > Rb™ >> NH,;" >> Cs™ >> Na’. Osszességében a Kv1.3

csatorna kb. ezerszer szelektivebb kalium ionokra nézve, mint a natriumra.
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Egy masik fontos strukturalis elem az S4 hélix, ami pozitiv toltésli aminosav-
oldallancokat tartalmaz é&s fesziiltség-szenzorként mukodik. A Kv1.3 csatorndk
aktivacios tartomanya -50 és -60 mV kozott van, €és a nyitasi valoszinliség meredeken
né a depolarizacidval aranyosan. A Kvl.3 biofizikai tulajdonsigai tehat olyan
membranpotencial-tartomanyt hataroznak meg, ahol a csatorna steady-state allapotban
nyitva lehet [19]. Ez a tartomany atfedésben van a T sejtek nyugalmi
membranpotencialjaval, ami -50 és -70 mV kozé esik. Ez a tény is kiemeli a Kv1.3
csatornak fontossagat a T sejtek membranpotencialjanak fenntartasaban. Depolarizacio
hataséara a Kv1.3 csatornak gyorsan kinyilnak.

A kalium csatorndk Shaker csaladjanak tagjai két kiilonb6zé inaktivécios
mechanizmussal képesek inaktivalodni: az N-tipusa gyors és az un. ,lassi”
inaktivaciéval. Az elébbi mechanizmus nevét arrdl kapta, hogy a poérust egy N-
terminalison elhelyezkedd citoplazmatikus ,,golyd” zarja el, mig az utdbbi annak a
kovetkezménye, hogy a porus extracellularis oldaldnak kozelében a filter dsszesziikiil
vagy kollabal. A Kv1.3 csatorndk esetében azonban az N-tipust inaktivacio hidnyzik, és
csak a ,,lassu” tipustt mitkddik, melynek id6konstansa kb. 200 ms [20]. Tébb tényez6rol
IS bebizonyosodott, hogy befolyasolja a Kv1.3 inaktivacidés kinetikajat, igy a
hémérsékletrél [21], a tirozin-kinazok altali foszforilaciorol [22], a gatloészerekkel valo
kolcsonhatasokrol [23], és az extracellularis tér ionos Osszetételérdl [24], valamint az

extracellularis pH-rol [25].

Kvl.3 IKCal

extracellularis tér

alegység alegység

funkcionalis ioncsatorna funkcionalis ioncsatorna

intracellularis tér

3. abra: A Kv1.3 és IKCal csatornak szerkezete [2]

CaM — kalmodulin
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3.2.2. Az IKCal csatorna biofizikai és biokémiai jellemzoi

A human T sejteken fellelheté IKCal csatornat a hKCa4 gén kodolja [26]. A csatorna
felépitése hasonld a fesziiltségfliggd kalium csatornaéhoz (3. abra): négy, nem
kovalensen kotott alegységbdl all, és minden alegység hat transzmembran régidval
rendelkezik. A porus szerkezete is hasonlé a Kv1.3 csatorna poérusahoz. Az ionok
szelektivitasi sorrendje a kovetkezd: K™ > Rb* > NH;" > Cs* [15]. Bar az ionaram befelé
rektifikalé, a csatorna aktivacioja nem fesziiltségfliggd. Az utobbi tulajdonsag
Osszhangban 4ll azzal a ténnyel, hogy a fesziiltség-szenzorként miikkodé S4 hélixnek
megfeleld helyen kevesebb pozitiv toltésii aminosav talalhato [26].

Az IKCal csatornat a [Ca2+]cyt 100 nM érték felé emelkedése aktivalja [15]. Ez azt
jelenti, hogy ezek a csatorndk nem miikddnek a sejtek nyugalmi allapotaban, a [Caz+]cyt
valtozasara azonban aktivalédnak. 1 pM-0s [Ca2+]cyt mar teljesen aktivalja a
csatornakat. Tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy az IKCal csatorna kalcium szenzora a
kalmodulin (CaM) [27]. Erdekes modon a csatorna és a CaM kozotti kolcsonhatashoz
nem sziikséges kalcium jelenléte, ami arra utal, hogy a CaM permanensen a csatornahoz
kotott. Minden alegységhez egy CaM molekula kotodik az S6 helikalis szakaszon.
Mivel ez a szakasz a poérus alkotasaban is részt vesz, a CaM/IKCal csatorna
komplexben a kalcium kotédése altal 1étrehozott konformaciovaltozas direkt modon
jarulhat hozza a csatorna nyilasahoz [27].

Az IKCal biofizikai tulajdonsagai alatamasztjak a feltételezést, mely szerint a T
sejtekben ezek a csatornak egy fontos pozitiv feedback mechanizmus elengedhetetlen
részei, melyet a kalcium jel iranyit. A CRAC csatornan keresztiili kalcium bearamlas
aktivalja az IKCal csatornat, és a megnovekedett kalium kidramlas tovabbi kalcium

ionok belépését segiti eld az extracellularis térbol.
3.3. AKv1.3 ES IKCal CSATORNAK GATLOSZEREI

Kémiai szerkezetiik alapjdn a Kv1.3 és IKCal csatorndkat gatld molekuldak harom
osztalyba sorolhatok: szervetlen ionok, kismolekuldju inhibitorok, és peptid szerkezetli
gatloszerek. Mas ioncsatorndkhoz hasonldan e két csatorna gatld peptidjeit is allatokbol,

els@sorban skorpié venombol izolaltak. A kalium csatornat felismerd skorpidtoxinok
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23-64 aminosavbol allnak. Szerkezeti jellegzetességiik a cisztein altal stabilizalt o/f
motivum, melyben diszulfid-hidak kotik 0Ossze kovalensen a toxin csatornaval
kapcsolatba keriilo felszinén elhelyezkedd antiparallel B-redoket a molekula ellentétes
oldalan talalhato a-helikalis szakasszal [28]. A skorpidtoxinok altal kifejtett gatld
mechanizmus igen egyszeri: a peptidek szorosan kotdédnek a csatorna kiilsd jarataba, és
elzarjék az ionok eldl a porust.

A Kv1.3 csatorna leghatasosabb természetes eredetii gatloszereit a nano- €és pikomolaros
tartomanyba es6 disszociacios konstansok (Kg) jellemzik. Kozéjik tartozik a
charybdotoxin (CHTX, 0,5-1 nM), a noxiustoxin (NTX, 1 nM), a margatoxin (MGTX,
50 pM), a kaliotoxin (KTX, 650 pM), a Pandinus imperator toxinjai (Pil, 11nM; Pi2,
44 pM; Pi3, 795 pM), a hongotoxin (HGTX, 86 pM), és a nemrég leirt anurotoxin (730
pM). Az egyik leghatdsosabb és legtdbbet vizsgalt toxin azonban nem skorpid eredetd,
hanem egy tengeri anemdnabol, a Stichodactyla helianthusbol izolaltak (ShK, 11 pM).
Bar ennek szerkezete eltér a skorpiotoxinokétol, hatasmechanizmusa nagyon hasonlo.

A peptid szerkezetli gatloszerek koréb6l az imént felsoroltak koziil tobb az IKCal
csatornat is képes gatolni. Természetesen egy-egy gatldszer esetében a kétfajta kalium
csatorna iranti affinitas jelent6sen eltérhet.

A peptid szerkezetii gatloszerek altalanosan rossz oralis biohasznosulasa miatt a nagy
affinitdsu és szelektivitasu, kis molekuldju, nem peptid inhibitorok is a kutatés
kozéppontjaban allnak. Szamos eltérd kémiai szerkezetli ilyen gatldszert azonositottak.
Ezek a molekuldk altalaban kisebb felszinen és kevésbé specifikus moédon 1épnek
kapcsolatba a csatornakkal, mint a peptid szerkezetli gatloszerek, minek kdvetkeztében
altalanossagban véve azokénal kisebb az affinitasuk €s szelektivitasuk. A klasszikus kis
molekulaju gatloszer, a tetraetil-ammonium (TEA), tobb fajta kalium csatornat képes az
extracellularis oldal fel6l blokkolni. Affinitdsa kicsi, és gyors kinetikdval gatolja a
csatornakat. A kalcium csatorna gatlok koziil a nifedipin, a diltiazem és a verapamil a
limfocitak kalium csatornait is blokkoljak kis affinitassal €s szelektivitassal.

A Kv1.3 csatorna eddigi leghatasosabb kis molekulaja inhibitorat, a PSORA-4-et az 5-
fenilalkoxi-pszoralének egy sorozatanak a vizsgalata soran fedezték fel (4. abra).
Rendkiviili hatasossagan kivil (Kq = 3 nM) masik elény6s tulajdonsaga, hogy
patkanyokon val6 alkalmazéasa sordn nem mutatatta akut toxicitas jeleit, még napi 6t

subcutan adag esetében sem [29].
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PSORA -4 clotrimazol TRAM - 34

4. abra: A limfocita kalium csatornak kis molekulaju gatloszereinek kémiai

szerkezete [2]

A gombaellenes clotrimazol hatékonyan gatolja a T sejtek IKCal csatornait. A gombak
citokrom P450 enzimeinek gatlasa mellett azonban emberben is blokkolja ezeket az
enzimeket, igy terdpids hasznosithatdsaga korlatozott [30]. Ezért olyan triarilmetidn
molekulakat kezdtek tervezni, amelyek imidazol gylirijét szubsztitualva elvész a
citokrom P450-et gatlo hatés. E vegyiiletek koziil a pirazol-szubsztitualt triarilmetant, a
TRAM-34-¢t talaltdk a human IKCal csatornak leghatasosabb gatloszerének (Kq = 20-
25 nM). A clotrimazol és mas triarilmetan vegytiletek (4. abra), igy a TRAM-34 is egy,
az intracellularis tér feldl megkozelithetd helyen fejtik ki hatasukat [31]. Ezek a
molekulak egy olyan hidrofob zsebbe kotddnek, amit a csatorna vizzel teli liregének
oldallancai alkotnak. A nagy affinitast kotdédés abbol kovetkezik, hogy a ligand alakja
az ureg falanak komplementere [32].

Osszefoglalva tehat a kdlium csatornak gatloszerei — néhany kivételtél eltekintve — az
alabbi kozos tulajdonsagokkal jellemezhetéek (5. abra): a peptid szerkezetii gatloszerek
altalaban a kiilsd jarathoz, mig a legtobb kis molekuldju inhibitor a szelektivitasért
felelos filter ald, a vizzel teli iiregbe kotddik. A peptid toxinok nagy feliileten
érintkeznek a csatorndkkal, és tobb helyen alakitanak ki kolcsonhatdst, ami nagy
affinitashoz vezet. A kis molekuldju inhibitorok atjutnak a sejtmembranon, és az
intracellularis oldal feldl tomitik el a szelektivitasért felelds filtert. Ebben joval kisebb
szamu kolcsonhatasnak van szerepe, mint a peptid toxinok esetében, igy e molekulak

affinitasa Iényegesen alacsonyabb.
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5. abra: A kalium csatornak gatloszereinek hatasmechanizmusa a kalium
csatornak fobb strukturalis elemeinek tiikrében [18]

A peptid szerkezetli gatloszerek a kiilsd jaratot eltomitve fejtik ki hatdsukat, mig a kis
molekulaju gatlészerek a sejtmembranon atjutva, az intracellularis tér feldl zarjak el a
szelektivitasért felelds filtert.

3.4. A GATLOSZEREK POTENCIALIS TERAPIAS HASZNOSITHATOSAGA

Mivel kétfajta kalium csatorna is talalhato a T sejtek plazmamembranjan, egyéni
szerepiik elkiilonitéséhez olyan gatloszerekre volt sziikség, amelyek specifikusan
gatoljak a fesziiltségfiiggd (Kv1.3), illetve a kalciumdependens (IKCal) csatornat. A
természetes eredetil toxinok egyik nagy hatranya, hogy — bar igen nagy mértékben
szelektivek vagy a fesziiltségfiiggd, vagy a kalciumdependens csatornakra — nem
kizarolagosan specifikusak a Kv1.3 vagy az IKCal tipusokra. Mas, szintén a Kvl
csaladba tartozo, illetve az IKCal-tdl eltérd kalciumfiiggd kalium csatornat is képesek
gatolni kiilonbozo, de szdmottevd mértékben. A poérusok szerkezetét alapul véve a
kozelmultban szintetikus tton eldallitottdk e két csatornatipus abszolut specifikus
inhibitorait. Az IKCal csatorna esetében ilyen modon jutottak a fentebb ismertetett
TRAM-34 nevii molekuldhoz. A Kv1.3 esetében az ShK toxin szerkezetét modositottak:

egy lizin (Lys22) molekulat cseréltek le egy rovidebb, pozitiv t6ltésii, nem természetes

16



DOI:10.14753/SE.2012.1749

eredetli aminosavval, a diamino-propionsavval (ShK-Dap22), s ez o6riasi mértékben
megnovelte a ligand specificitasat a Kvl csaldd mas tagjaival és az IKCal csatornaval
szemben [3].

Miért valt oly sziikségess¢é a Kvl.3 csatorna inhibitorok szelektivitasdnak és
affinitdsanak novelése? Erre a kérdésre az a felfedezés adott valaszt, amely leirta, hogy
a T sejtek egyik alpopulaciojanak, a CCR7- CD45RA- effektor memoria T sejteknek
(TEM) a proliferacioja elsésorban a Kv1.3 csatorna aktivitasatol fiigg, illetve, hogy ez a
limfocita alpopulacio fontos szerepet jatszik az autoimmun korképek patogenezisében
[33].

A CCR7+ CD45RA+ naiv (tehat antigénnel még nem talalkozott) és a differenciacio
kozbenso szakaszaban 1€vo, az effektor allapot elérése elotti CCR7+ CD45RA- centralis
memoria T sejtekkel (TCM) szemben a TEM sejtek nem vandorolnak a lymphoid
szervekbe, hogy ott APC-k aktivaljak 6ket. Ezzel szemben azonnali effektor funkciot
fejtenek ki a periférids szervekben, nagy mennyiségi citokint (IFN-y, TNF-a)
termelnek, és azonnali citotoxicitdst mutatnak. Kideriilt, hogy specifikus antigénnel
torténd aktivacio hatasara a TEM sejtek megnovelik a Kv1.3 csatornak expresszidjat
(sejtenként 250-r8l 1500 csatornara), mig az IKCal csatornak expresszidja nem valtozik
szamottevéen. Igy a TEM sejtek Kv1.3"%" [KCa1"" csatorna fenotipusuak lesznek [33].
Ezzel szemben a naiv és TCM sejtek az antigénstimulaciora az IKCal csatornak
expresszidjanak fokozasaval valaszolnak (sejtenként 30-r6l 500 csatornara), mig a
Kv1.3 csatornak expresszidja csak szerény mértékben nd. Ez az IKCal csatorna
upregulacio legnagyobb valoszinliség szerint transzkripcids szinten kovetkezik be, €s
gyorsan, akdr a TCR ingerlését kovetd harom oran beliil lejatszodik. Ilyen modon e
sejtek csatorna fenotipusa Kv1.3'" IKCa1"" |esz (6. abra).

A Kvl.3 és IKCal csatorndk aranyaban észlelhetd kiilonbség feltehetéleg hozzéjarul a
limfocitakban kialakuld kalcium jel amplitiddjanak és alakjanak variabilitasahoz [34].
A [Ca2+]cyt megnohet dtmenetileg, oszcillalhat, €s tartosan is emelkedett lehet. Azokban
a limfocitdkban, ahol az IKCal csatorna domindns, az ingerlés hatdséra 1étrejovo
kalcium aram inkabb oszcillalo jellegii. A kalcium jelek mintdzataban lathato
kiilonbségek, melyek az egyik vagy masik fajta kalium csatorna nagyobb ardnyabol
adodnak, fontos funkcionalis  kovetkezményekkel  jarhatnak, hiszen az

antigénstimulaciora adott valaszt er6sen befolyasolja a kalcium jel természete [35].
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6. abra: Az egyes limfocita altipusok sejtfelszinén megtalalhaté Kv1.3 és IKCal
csatornak mennyisége [33 alapjan modositval]

TCM — centralis memoria T sejt , TCR — T sejt receptor, TEM — effektor memoria T sejt

A Kvl1.3 csatorna gatldsanak terdpids hatdsait elsdsorban sclerosis multiplexben
vizsgaltak, ezért az ezzel kapcsolatos irodalmi adatokat a sclerosis multiplex
jellegzetességeit bemutato részben (6.5. fejezet) ismertetem.

Az IKCal csatorna gatlasa a naiv és TCM sejtek esetében lehet hatasos. Ezek a sejtek
részt vesznek a transzplantalt szervek ellen indulé akut immunreakcidban és a graft-
versus-host reakcido patomechanizmusaban is. Az IKCal csatorna inhibitorai tehat a
klinikumban elsdsorban ezen a teriileten keriilhetnének alkalmazasra. Bebizonyosodott,
hogy a széles korben hasznélt immunszuppresszans, a cyclosporin A a T sejtek
szerek kombinalasaval csokkenteni lehetne a cyclosporin A terapidban jelentkezd
mellékhatasok sulyossagat. Ezen tilmenden a TRAM-34 mellett mas kis molekuldju

IKCal csatornagatlok is Fazis II. klinikai vizsgalatok részét képezik a sarldsejtes

crer
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3.5. A T LIMFOCITAK JELLEMZOI UJSZULOTTKORBAN

Az jsziilottek immunvalaszat magasabb foku plaszticitas jellemzi a felnéttekével
Osszehasonlitva. A fert6z6 4agensek ellen sziikséges protektiv immunvalaszok
kifejlédése mellett azonban az Ujsziilott olyan Uj kornyezeti antigének széles
spektruméval is taldlkozik, amelyek ellen nem sziikséges immunologiai valaszreakciot
inditani, ehelyett a megfeleld tolerancianak kell kialakulnia. Ebben az ¢letszakaszban
kell tovabba kialakitani a sajat periférias szoveti antigének elleni immuntoleranciat az
autoimmun reakciok elkeriilésének érdekében. Ennek megfelelden a T limfocitdk
funkcidinak a feln6ttétdl eltéréknek kell lenniiik, hogy meg tudjanak felelni a korai
¢letszakasz kihivasainak.

Az ujsziilottek T limfocitdinak csokkent funkcidja kétségteleniil klinikailag és kisérletes
koriilmények kozott is gyakran tapasztalt jelenség. Ezt a csokkent mitkddést a citokinek
alacsonyabb szintli termelése jellemzi a felndtt T sejtekhez képest. Kiilondsen a pro-
inflammatorikus citokinek szintje (pl. IFN-y) alacsonyabb 1jsziilottekben, amiért
szamos tényezd lehet felelds. Ujsziilottek limfocitiiban alacsonyabb az IL-2 és IL-4
citokinek termelése is feln6tt limfocitakkal Osszehasonlitva. Ez a jelenség részben
magyarazhatja azt a tényt, hogy hematologiai megbetegedésekben human
koldokzsinorvér (HUCB) transzplantacidja esetén joval kisebb a graft-versus-host
reakcio (GVHD) el6fordulasa, mint csontveld transzplantaciojakor [38, 39].

Korabbi vizsgalatokban kimutattak, hogy az 0jsziilott T sejtek csak gyengén reagalnak
fiziologias stimulusra, példaul APC-k altali aktivaciora a TCR/CD3 komplexen
keresztiil. Mindazonaltal képesek felndtt szintli IL-2 termelésére és proliferaciora a
TCR/CD3 komplex kikeriilése esetén, TCR-fiiggetlen hatasokra, igy valdsziniileg nincs
intrinsic csokkenés az jsziilott T sejtek ezen képességében [40]. Tovabba az Gjsziilott T
sejtek  képesek feln6tt mennyiségli citokin termelésére egyes TCR-dependens
stimulusok hatdsara is, amennyiben fokozzuk a Thl sejtfunkciot eldsegitd kostimulalod
faktorok szamat [41]. Feln6tt APC-k jelenlétében az ujsziilott T sejtek proliferacidja
szintén eléri a felnétt szintet [42]. Kovetkezésképpen az ujsziilott T sejteknek fokozott a
kostimulalo faktorok iranti igénye a felndtt T sejtekhez képest. Amint a megfeleld
kostimulacio biztositott, az 0jsziilott T sejtek felndtt szinten kezdenek funkcionalni. Ez,

legalabbis részben, az 0jszilott T sejtek felszinén kifejez6dé6 TCR/CD3 komplexek
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szamanak csokkenésére vezethetd vissza, ami valdszintileg Kisebb intenzitasu szignal
transzdukcidt eredményez. Tovéabba, cellularis adhézidés molekuldk, tobbek kozott a
leukocyta funkcionalis antigén-1 (LFA-1) és a CD2 kisebb mennyiségben
expresszalodnak az jsziilott T sejtek felszinén, hozzajarulva ezzel a kisebb mértékii
aktivaciohoz [43].

Ujsziilottekben a kisebb mértékii citokin termelés részben a korabbi antigén expozicio
hidnyanak, és igy a legtobb sejt éretlenségének tudhato be. A sejtek dontd tobbsége naiv
(CD45RA+) limfocita, szemben a felndttekkel, ahol a memodria (CD45RO+) sejtek
dominalnak [39]. Tovabba egy érdekes vizsgalat soran Hassan és mtsai. felvetették,
hogy a koldokzsindrvérbdl illetve feln6ttdl nyert periférids vérbdl izolalt CD45RA+
populaciok citokintermelése kiilonbozik, mivel a koldokzsindrvérbol szarmazo, tisztitott
CD4+ CD45RA+ sejtek stimulalo hatasra nem termelnek IL-2-t, mig a tisztitott felndtt
CD4+ CD45RA+ sejtek igen, tehat felmeriil, hogy a koldokzsinorvérbdl nyert naiv
CD45RA+ sejtek éretlenebbek a felnétt sejteknél [44].

3.6. A T LIMFOCITAK JELLEMZOI TERHESSEG SORAN ES
PREECLAMPSIABAN

Az egészséges terhesség biztositasa érdekében az anyai immunrendszernek
alkalmazkodnia kell azokhoz az 1j élettani sziikségletekhez, amelyeket a fejl6dé magzat
jelenléte tamaszt. Mivel a magzat félig idegen eredetli, hiszen apai antigéneket is
prezentdl, az anyai szervezetre nézve immunoldgiai szempontbdl félig allograft.
Kovetkezésképpen egyfajta immuntolerancidnak kell kialakulnia a foetus immunolégiai
rejekcigjanak elkeriilése érdekében. Az egészséges terhesség soran, 40 héten keresztiil
az anyai immunrendszer kiterjeszti a ,,sajat”-rol alkotott fogalmat a magzat idegen
antigénjeire is. Ezen tolerancia karosodéasa koros immunvalasz kifejlodéséhez vezethet,
¢és igy dontd szerepet jatszik a terhesség soran fellépd szovodmények, tobbek kozott a
preeclampsia (PE) kialakulasaban [45].

Ezt a rendellenességet hipertenzio, proteinuria, 6dema és endotél diszfunkcio jellemzi,
¢s altalaban a terhesség harmadik trimeszterében alakul ki, bar kordbban is megjelenhet.
Annak ellenére, hogy a PE gyakorisaga 5-8% vilagszerte, a pontos ok és a

mechanizmusok, amelyek az immunolédgiai eltérések kialakulasdhoz vezetnek, még
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tisztazasra varnak. A PE évente megkozelitleg 70 000 anyai haldlozasért felelds
vilagszerte [46]. A HELLP szindréma (amely a hemolysis, emelkedett majenzimek,
alacsony thrombocytaszdm roviditése) és az eclampsia ugyanezen eltérés tovabbi
megnyilvanulasi formai. Bar ezek az 4allapotok 4altalaban szamos egyéb tiinettel
tarsulnak (gymint fejfajas, hasi fajdalom, hanyinger, hanyas, lataszavarok, 1égszomj,
szorongas, zavartsag, rohamok), ezek a manifesztaciok klinikailag nem feltétleniil
jelentenek sulyosabb allapotot a preeclampsianal. Az anyai szisztémas gyulladasos
reakcid6 mellett a szisztémas vasoconstrictio jelei is megfigyelhetok ezekben a
terhességre jellemz6 korképekben [47].

A terhesség-specifikus immuntolerancia kialakuldsdnak szdmos Iépését irtak le az
utobbi idében. Kezdetben az anyai és magzati sejtek kozott kialakuld kapcesolat helyi
szinten zajlik és a deciduara korlatozodik, majd a masodik trimeszter sordn az anya
teljes szervezetére kiterjed. Mind a velesziiletett és szerzett, mind pedig a cellularis és
humoralis immunrendszer részt vesz ezekben a folyamatokban.

Sok éven keresztiil azt feltételeztek, hogy az egészséges terhesség soran az anti-
inflammatorikus, Th2-tipustt immunitas felé valo eltolodas figyelhetd meg. Mara
azonban bebizonyitottak, hogy egyes Thl specifikus citokinek szintje nem csdkken,
hanem megemelkedik egészséges terhesség soran a nem terhes allapothoz képest. A
jelenlegi eredmények alapjan a terhesség egyszerre pro-inflammatorikus ¢és anti-
inflammatorikus allapot, a gesztacié stadiumatol fliggéen. A terhesség durvan harom
kiilonalld immunologiai fazisra oszthatd. A bedgyazodas és az elsd trimeszter erds
inflammatorikus valaszt igényel a méhnyéalkahartya megfelel¢ atalakulasdhoz és a
bedgyazodast kovetden a sejttormelék eltakaritasdhoz. Az elsé trimeszterben tehat a
gyulladdsos folyamatok dominédlnak. A terhesség masodik immunologiai fazisa a
masodik és harmadik trimesztert jelenti. Ebben a szakaszban kovetkezik be a magzati
novekedés, fejlodés, amikor anti-inflammatorikus allapot, Th2 talstly alakul ki. Végiil a
sziilés alkotja a legrovidebb, harmadik immunologiai fazist, amikor ismét a pro-
inflammatorikus folyamatok keriilnek tulstilyba, meginditva a méhkontrakciokat [48,
49]. Egészséges varandossagban ezen feliil a Th17 és regulatoros T sejtek (Treg) aranya
1s megvaltozik: nem terhes allapothoz képest nd a Treg sejtek, és csokken a Th17 sejtek

periférias aranya [50].
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Patologias allapotokban, amikor az immuntolerancia nem alakul ki megfelelden, igy
PE-ban is, a masodik és harmadik trimeszter alatt varhatd anti-inflammatorikus allapot
elmarad, igy a pro-inflammatorikus citokinek keriilnek talsulyba, ahogy azt szamos
korabbi vizsgalati eredmény igazolja [51-53]. Emellett a Th17 és Treg sejtek egészséges
terhességre jellemzd ardnyvaltozasa sem alakul ki, egészséges terhességhez képest

emelkedett Th17 és csokkent Treg arany jelenik meg [50, 54, 55].
3.7. AT LIMFOCITAK JELLEMZOI SCLEROSIS MULTIPLEXBEN

A sclerosis multiplex (SM) a kozponti idegrendszer myelin allomanyat pusztitd korkép,
amelynek hatterében autoimmun folyamat all. A betegségre jellemzd, hogy fiatal
felnétteket érint, a diagndzis idopontja leggyakrabban a 25. és 50. életév kozé esik. A
korkép sokféle tiinetben nyilvanulhat meg, Ggymint faradékonysag, iziileti és
izomfajdalmak, az emlékezoképesség zavara, vagy akar bénulds. Sulyos tiinetei miatt
nagymértékben rontja az ¢letminéséget. Hazankban kb. 8000 beteget tartanak nyilvan,
¢és évente kb. 300 0j beteget diagnosztizalnak [56]. A Klinikai tiinetek alapjan biztos
diagnézist MR-vizsgalat, valamint liquorvizsgalat nyujthat. A korkép terdpiaja
alapvetéen kétféle lehet: tlineti kezelés fajdalomcsillapitokkal ¢s izomlazitokkal,
valamint immunmodulans terapia, amelynek célja a koros immunvalasz erdsségének
csokkentése.

A T limfocitak dontd szerepet jatszanak a SM pathogenezisében. Szabalyozzak a
kozponti idegrendszerben zajlé autoimmun gyulladasos folyamatot, amely a
myelinhiively és az axonok karosodasahoz vezet. A T limfocitdknak azonban csak egy
kisebb hanyada myelinspecifikus autoreaktiv sejt. Ezen, a kdzponti idegrendszerben
megtalalhat6 sejtek demyelinizalé hatdsa mellett a periférids limfocitdk aktivacioja
szintén nagyban hozzajarul a betegség pathogeneziséhez és sulyosbodasahoz [57]. SM-
ben a myelinre specifikus T sejtek funkcionalis szempontbdl terminalisan differencialt
TEM sejtek, melyek a Kv1.3 expressziojanak novelésével Kv1.3"9" IKCal1'™ fenotipust
vesznek fel myelin antigénnel torténd in vitro stimulacido hatasara [58]. Az alabbi
kisérletek szintén a TEM sejtek koroki szerepe és ioncsatorna expresszidja kozotti
kapcsolatra hivjak fel a figyelmet. SM betegek T sejtjeit irrelevans antigénnel (pl.

insulinnal, ovalbuminnal) stimuldlva nem tapasztaltak a Kv1.3"%" |[KCal"" fenotipus
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megjelenését. Rovid ideig tartd myelin antigénnel torténd aktivalds (haromszori
stimulaci6) SM betegek T sejtjein szignifikdnsan nagyobb Kv1.3 csatornaszam-
novekedéshez vezetett, mint ugyanilyen modon aktivalt egészséges kontroll személyek
T sejtjeinél. Kontroll sejtek ismételt stimulacidja (7-10 alkalommal) azonban mar a
Kv1.3"" [KCal™ TEM fenotipus megjelenéséhez vezetett. Hasonld fenotipusi T sejt
altipus figyelheté meg kisérleti autoimmun encephalomyelitisben (EAE), a SM ragcsalo
modelljében, melynek kialakulasat kronikusan aktivalt myelinre specifikus T sejtek
okozzak [59].

SM-ben a Kv1.3-ra specifikus gatloszerek terapias potencialja tehat azért jelentds, mert
sejtek az IKCal expresszidjanak novelésével kivédik a Kvl1.3 gatlasa okozta
proliferacidos akadalyozast. A limfocitdk kalium csatorndinak specifikus gatloszerei
elméletileg tehat teljesitik az idealis immunszuppressziv szerekkel szemben tamasztott
gatoljdk, melyek az autoimmun reakcidt kozvetitik, mig a tobbi, normalis
immunvalaszhoz sziikséges T sejt miikodését nem befolyasoljak.

Ezeket az in vitro eredményeket extenziv in vivo patkanykisérletek is igazoljak. Beeton
¢s mtsai. kimutattdk, hogy az EAE tiinetei szignifikdnsan javultak szelektiv Kv1.3
gatlok hatasara, tovabba az EAE adaptiv atvitele egészséges allatokra
megakadalyozhato volt az aktivalt T sejtek in vitro Kv1.3 inhibitoros kezelésével [59].
Ezek az eredmények, valamint az a tény, hogy a szelektiv Kv1.3 csatornagatloknak
elenyész0 a toxicitasa [59], nagy reményt ébresztenek klinikailag is alkalmazhat6

szelektiv immunszuppresszansként valo felhasznéalasukra.
3.8. AT LIMFOCITAK JELLEMZOI 1-ES TiPUSU DIABETESBEN

Az autoimmun eredetli 1-es tipust, vagy mas néven inzulin dependens diabetes mellitus
(TIDM, IDDM) kialakuldsdban a pancreas P sejtjein talalhatd autoantigéneknek,
dendritikus sejteknek, makrofagoknak, B és T limfocitdknak van szerepe. A T1DM az
Osszes diabeteses eset mintegy 7-10 %-at teszi ki. Prevalencija 0,3-0,5 %, hazankban
évente kb. 1500 4j beteget diagnosztizalnak [60]. A betegség altalaban gyermekkorban,
leggyakrabban a pubertas koriil alakul ki, de el6fordulhat barmely életkorban. A f sejt
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autoantigének koziil a legjobban a glutaminsav-dekarboxildz (GAD) ismert. Ez az
enzim felelés a gatld hatdsu neurotranszmitter, a gamma-amino-vajsav (GABA)
szintéziséért. A GAD foként mikrovezikulumokban fordul el6 a B sejtekben. Szamos
mas szovetben, igy példaul a herében, ovariumban, thymusban is megtaldlhato. Két
eltéré forméjat, a GADG67-et és a GADO65-6t kiilonitik el, melyeket eltérd gének
koédolnak. Aminosav szekvencidjuk kb. 70%-ban azonos. A human szigetsejtek
els6sorban GADG65-6t expresszalnak. Non obese diabetic (NOD) egereket vizsgalva,
ami a TIDM egyik legjobb allatmodellje, arra a megallapitasra jutottak, hogy az
allatokat tisztitott GAD-dal immunizalva né a GAD-reaktiv T sejtek irdnti tolerancia, és
az egyéb B sejt antigénekkel szembeni T sejtes valasz is gatlas ala kertil, igy nem alakul
ki insulitis és diabetes [61, 62]. A GAD szerepe a TIDM kialakulasaban egyel6ére nem
teljesen tisztazott, de tobb kisérleti eredmény is arra utal, hogy a GAD a T1DM
kialakuldsat triggereld autoantigénként jelenik meg az autoimmun reakcid
kialakulasakor [63]. A GAD ellen képz6dé autoantitestet (GADA) a klinikai
gyakorlatban is alkalmazzak a T1DM-ben kialakul6é autoimmun reakcid intenzitasanak
laboratoriumi meghatdrozasara (referencia értéke: 1,5 U/ml alatt). Egy masik
kézenfekvo autoantigén maga az inzulin molekula. Anti-inzulin autoantitesteket (IAA) a
frissen diagnosztizalt TIDM betegek tobb mint 59%-aban mutattak ki [64]. Az IAA
patogén szerepének pontosabb megértéséhez azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A dendritikus sejtek és a makrofagok sziirik be el6szor a pancreas szigeteit a
pathogenezis soran. A makrofagoknak alapvetd szerepiik van a 3 sejt ellenes citotoxikus
T sejtek fejlodésében ¢€s aktivacidjaban. A T sejtek makrofagmentes kdrnyezetben nem
képesek citotoxikus T sejtekké differencialodni, sem a pancreas P sejtjeit karositani
[65]. Ha azonban ezeket a sejteket olyan kornyezetbe helyezték at, ahol jelen voltak a
makrofagok, visszanyerték P sejt pusztitdo képességiiket. Makrofagok hidnyaban az
immunvalasz egyensulya a Th2 irdnyba tolodott el, mivel csokkent a makrofagok altal
termelt 1L-12 citokin szintje. Az IL-12-nek jelentds szerepe van a Thl sejtek
aktivalasaban. Ezek a sejtek IL-2-t és IFN-y-t termelnek, amelyek hozzéjarulnak a CDS8
sejtek maximalis aktivaciojahoz. A T sejtek aktivitasara gyakorolt hatasukon kiviil a
makrofagok 4ltal termelt citokinek (IL-1B, TNF-a, IFN-y) és oxigén-szabadgyokok

direkt modon is karositjak a B sejteket. A szigetsejteknek nagyon alacsony a szabadgyok
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kot képessége, ezért a szuperoxid anion és a hidrogén-peroxid jelenléte kiilondsen
karos rajuk nézve [66, 67].

A makrofagok és T sejtek altal termelt citokinek Thl vagy Th2 sejtes, illetve
citotoxikus effektor vagy szuppresszor sejtes dominancia fel¢ iranyithatjdk az
immunvalaszt. Az aktivalt makrofagok ¢és T sejtek, valamint az altaluk termelt citokinek
szinergista moédon pusztitjak a B sejteket, ami TIDM kialakuldsdhoz vezet. A NOD
egérmodellben egyértelmiivé valt, hogy a T sejteknek kritikus a szerepiik az autoimmun
diabetes kialakulasdban. NOD egerek anti-CD3 kezelése megakadalyozza a diabetes
kialakulasat. A citotoxikus CDS8 sejtek a CD4 sejtek segitségével karositjak a B sejteket
[68], és végso effektorként vesznek részt a B sejtek destrukciojaban. Mind a CD4, mind
a CDS8 limfocitdk termelnek olyan proinflammatorikus citokineket (TNF-a, IFN-y),
amelyek fokozzik a Fas expressziojat a szigetsejteken. Igy a CD8 sejtek citotoxikus
perforin termeld hatasa mellett a B sejt karositas egy masik maddja is 1étrejohet, amikor a
Fas ligandot expresszald Thl és CD8 T sejtek indukaljak a B sejtek apoptosisat.

A T sejtek 4ltal termelt citokineknek szintén fontos szerepik van a T1DM
patomechanizmusaban. Altalanossagban véve a Thl citokinek (IL-2, IFN-y) a betegség
kialakulédsat segitik, mig a Th2 citokinek (IL-4, IL-10, TGF-B) inkédbb akadalyozzak. A
citokinek szerepe azonban ennél Osszetettebb. NOD egereket IL-4 vagy IL-10
citokinekkel szisztémasan kezelve példaul megeldzhetd a diabetes kialakuldsa, az 1L-10

lokalis expresszidja a szigetsejtekben azonban felgyorsitja a betegség kialakulasat [69,
70].
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4. CELKITUZES

Vizsgalataink soran célunk volt, hogy kinetikus aramlasi citométeres modszeriinket
alkalmazva jellemezziik a Thl és Th2 sejtek kalcium haztartdsdnak szabalyozéasaban
fennallo kiilonbségeket. Célul tliztiik ki, hogy gatloszerek segitségével vizsgaljuk az ER
kalcium tritésének, a CRAC csatorndknak, valamint az MCU, a SERCA és a PMCA
transzport mechanizmusoknak a szerepét a [Ca2+]cyt szabalyozasaban a limfocita
aktivacio korai szakasza (els6 10 perce) soran Thl és Th2 limfocitakban.

Ezen tilmenden célul tiiztiikk ki, hogy jellemezziik az aktivacid altal kivaltott kalcium
bearamlas kinetikajat a fobb limfocita alcsoportokban (igy a Thl, Th2, CD4, CD8
sejtekben) ujsziilottekben, egészséges varandosokban, preeclampsiaban, sclerosis
multiplexben, valamint 1-es tipust diabetesben, egészséges, nem terhes felnéttekhezhez
hasonlitva. Célunk volt tovabba leirni azokat a valtozasokat, melyeket a Kv1.3 illetve
IKCal limfocita kalium csatornak szelektiv gatlasa hoz 1étre a limfocita aktivacio

kinetikdjaban.
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5. ALANYOK ES MODSZER

5.1. ARAMLASI CITOMETRIA A LIMFOCITA AKTIVACIO ROVIDTAVU
VIZSGALATARA

Egészen a kozelmultig féként Gin. single-cell technikakat (pl. patch clamp, fluoreszcens
mikroszkopia) alkalmaztak a limfocita aktivacio folyamatanak a vizsgalatara, és nem
allt rendelkezésre nagy ateresztOképességii modszer a limfocita aktivacio kinetikajanak
tanulmanyozasara egyidejiileg tobb sejttipusban. A single-cell technikak korlatozo
tényezdje az, hogy nem alkalmasak a folyamat komplex sejtes kornyezetben torténd
jellemzésére, ezaltal figyelmen kiviil hagyva a kiilonb6z6 immunsejt altipusok egymas
kozti interakciojat. Ezért fejlesztettiink Ki egy olyan uj megkdzelitést, amely lehetévé
teszi a kiilonb6zo limfocita alpopulaciok aktivacidjanak szimultan vizsgalatat, egyazon
mérés soran.

Ujonnan fejlesztett modszeriink elénye az tn. single-cell technikdkhoz képest, hogy
azaltal, hogy egyszerre képes tobb sejttipust vizsgalni egy adott mintdban, a kiilonbdzd
Immunsejt altipusok egymas kozti interakcidjanak esetleges modositd hatasa nem vész
el a mérések soran. A limfocita aktivacio soran az egyes sejtek altal termelt jeltovabbito
molekulak (pl. citokinek, kemokinek, stb.) befolyasoljak ugyanis a tobbi sejt miikodését
is. A sejtek aktivacidja tehat nem csupan egyetlen sejt miikodésére, hanem kozvetve a
mintaban talalhato tobbi sejt funkcidjara is hatassal van. Igy egyfajta halozatként is
szemlélhetjiik a limfocita altipusokat, amelyek kapcsolatban allnak az dket koriilvevo
mas sejttipusokkal is. Mddszeriink elénye tehat, hogy a vizsgalat soran fennmaradnak a
fiziologias sejt-sejt kolcsonhatasok, melyek magukat a mérési eredményeket is
befolyasolhatjak.

A mérések soran nyert adatokat a laboratoriumunkban fejlesztett, FacsKin
(www.facskin.com) elnevezésii szamitogépes program segitségével értékeltiik (7. abra).
Ennek Iényege, hogy a mérés soran Gn. dot-plotban abrazolédo adathalmazbol (ahol
minden pont egy-egy sejtnek felel meg), mely onmagaban nehezen értékelhetd és
Osszehasonlithato, a program olyan gorbét szamit, melynek paraméterei azutdn a tobbi
gorbével szamszerlien is Osszevethetdek, igy lehetdség nyilik az adatok kvantitativ

vizsgalatara. Ehhez a miivelethez a kulcslépés egy un. kettés logaritmikus (,,dlogist+”)
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fliggvény illesztése minden egyes mérésre, egy tovabbfejlesztett algoritmus alapjan

[77].
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7. abra: A Kinetikus aramlasi citométeres mérések értékeléséhez hasznalt, FacsKin
elnevezésii szamitogépes program

A: a kinetikus mérések soran kapott un. ,,dot-plot”. [Ca] rel — a kalciumkoto festékek (a
Fluo-3 ¢és Fura-Red hanyadosa) relativ fluoreszcenciaja, t (s) — az eltelt id6
masodpercben. B: a FacsKin program ablaka a szamitott ,,dlogist+” fiiggvénnyel és a
hozza tartozd paraméter értékekkel. A ,relative parameter value” megjelolés a
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kalciumkoté festékek (a Fluo-3 és Fura-Red hanyadosa) relativ fluoreszcencidjara utal.
C: a kontroll, valamint a triarilmetannal (TRAM) és margatoxinnal (MGTX) kezelt
mintak Kalcium bearamlasi kinetikdajanak kiszamitott ,dlogist+” fliggvényei. A
gatldszerek hatasa egyértelmiien lathatd a gorbe alatti teriiletek csokkenésébdl.

A limfocita aktivacio mértéke szoros Osszefiiggésben all a [Ca2+]cyt valtozasaval. A
dolgozatban ismertetett méréseink soran ezért olyan fluoreszcens festékekkel jeloltiik a
sejteket, melyeknek intenzitasa a [Ca2+]cyt fliggvényében valtozik. A limfocita aktivacio
soran a [Ca2+]cyt eloszor megemelkedik, majd egy csucsértéket elérve fokozatosan
csokken. Ezt a folyamatot legjobban a kettds logaritmikus fiiggvény (,,dlogist+”) irja le.
Ez a fliggvény olyan mérések jellemzésére hasznalhato, melyeknél az intenzitas az 1d6
eldérehaladtaval novekszik, majd csokken.

A FacsKin program a fiiggvény kovetkezd paramétereit szamitja ki: @ maximum értékét
(Max), a maximum eléréséhez sziikséges 1dot (tmax), a gorbe felszalld aganak
meredekségét a maximum értékének 50%-anal (Slope), valamint a gorbe alatti teriilet
értékét (AUC). Ezek a paraméterek a limfocitak Kkalcium bearamlasi kinetikajanak
kiilonféle jellemzobit irjak le (8. abra). Az AUC érték a kalcium valasz nagysagat irja le.
Egy egysége egyenld az egy masodpercre esd egy relativ intenzitas értékkel. A relativ
intenzitas érték megegyezik az aktudlis intenzitas érték és a nulla masodpercben mért
intenzitas érték hanyadosaval. Az AUC értékek aranyosak a [Caz+]cyt szintjével, melyek

pedig a limfocita aktivaco szintjével allnak aranyban [2].
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8. abra: A kettds logaritmikus fiiggvény Kiszamitott paraméterei

AUC — gorbe alatti teriilet, Max — a kalcium bearamlas legnagyobb értéke (X), Slope —
a gorbe meredeksége a Max érték felénél (X/2), tmax — @ Max érték elérésének ideje (Y)
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5.2. A VIZSGALATOK ALANYAI

A Thl és Th2 sejtek kalcium haztartasanak szabalyozasat leird vizsgalatunkhoz 10
egészséges Onkéntest6l vettiink periférias vérmintat (5 n6tél és 5 férfitdl, életkor: 24
[23-25] év (median [tartomany])).

Az ujsziilottek limfocitdinak aktivacios tulajdonsdgait jellemz6 vizsgalatunkhoz 9
egészséges felnottdl vettiink periféridas vérmintat, és 9 érett, egészséges ujsziilottol
gytjtottiink koldokzsinorvért kozvetleniil per vias naturales sziilés utan. A vizsgalat

résztvevoinek adatai az 1. tablazatban szerepelnek.

1. tablazat: Az ujsziilottek limfocitainak aktivaciéos tulajdonsagait jellemz6
vizsgalatunk résztvevéi

Adatok: median [tartomany]

Felnott Ujsziilott
n=9 n=9
Fit/lany 4/5 5/4
Eletkor (év) 27 [24 - 52] -
Gesztacios kor (hét) - 40 [38 — 41]
Sziiletési stly (g) - 3450 [3050 — 3900]

Az egészséges varandosok és PE-s betegek limfocitdinak aktivacids tulajdonsagait
jellemzd vizsgalatunkhoz 9 egészséges nem varandos asszonytol, 9 egészséges
varandostol, valamint 9 PE-s betegdl vettiink periférias vérmintat. A fertilis, nem
varandos nok esetében a vérvétel a menstruacios ciklus lutedlis fazisdban tortént. A
vizsgalat résztvevOinek adatai a 2. tablazatban szerepelnek. A PE-s betegek a korkép
klinikailag enyhe formajat mutattdk. A PE diagnozisat nemzetkozi standard kritériumok
alapjan allitottak fel [78].

SM-ben végzett vizsgalatainkhoz 10 egészséges 6nkéntestdl, valamint 11 olyan SM-ben
szenvedd betegtdl vettiink periférids vérmintat, akik a korkép relapszalo-remittald
formajat mutattdk és csupan tiineti kezelésben részesiiltek, immunmoduléns terapiat
azonban nem kaptak. A vizsgéalatban részt vett tovabba 6 olyan, relapszalo-remittald
SM-ben szenvedd beteg, aki atlagos dozisti IFN béta kezelésben részesiil (vagy IFN
béta-l1a, heti 30 pg im. injekcié formajaban (Avonex®), vagy IFN béta-la, heti

30



DOI:10.14753/SE.2012.1749

haromszori 44 pg sc. injekcid forméjaban (Rebif®), vagy IFN béta-1b, méasnaponkénti
250 pg sc. injekcid formajaban (Betaferon®)).

2. tablazat: Az egészséges varandésok és preeclampsids betegek limfocitainak
aktivacios tulajdonsagait jellemzoé vizsgalatunk résztvevoi

Adatok: median [kvartilis]. PE — preeclampsia

Fertilis, nem Egészséges Preeclampsias
varandos nék varandosok varandosok
n=9 n=9 n=9
Eletkor (év) 30 [25-33] 35,5 [34-37] 32 [27-35]
Gesztacios kor (hét) - 35 [34-37] 36 [30-38]
Szisztolés vérnyomas (Hgmm) | 102 [90-115] 109 [100-110] | 150 [145-160]
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 70 [60-80] 66 [60-70] 90 [90-100]
Proteinuria (g/24 6ra) - - 1,4 0,85-2,9]
PE kezdete (gesztacios hét) 36 [28-37]

A vizsgalat résztvevOinek adatai a 3. tablazatban lathatéak. A SM diagnozisat
nemzetkozi standard kritériumok alapjan allitottak fel [79], és vérvételkor mindannyian
remisszioban voltak. A mintagyiijtés el6tti legutolsdé IFN béta kezelés ota legalabb 24
ora telt el a vérvételig. Az egészséges személyek neuroldgiai anamnézise negativ volt,
¢és részletes fizikalis és neuroldgiai vizsgalat sordn statuszukat negativnak taldltuk. A
SM-es betegek esetében mas betegség nem allt fenn rutin laboratdriumi vizsgélat és

fizikalis betegvizsgalat alapjan.

3. tablazat: Sclerosis multiplexben végzett vizsgalatunk résztvevoi

Adatok: median [tartomany]. EDSS — expanded disability status score, SM — sclerosis
multiplex

Egészséges SM IFN béta | SM IFN béta
onkéntesek kezelés nélkiil kezeléssel
n=10 n=11 n==6
Eletkor (év) 35 [23-44] 44 [24-51] 39 [32-56]
Férfi/nd 4/6 4l7 2/4
SM fennallasa (év) - 4 [1-20] 7 [1-18]
EDSS pont - 2[1-3] 4.5 [2-5]

31




DOI:10.14753/SE.2012.1749

T1DM-ben végzett vizsgalatainkhoz 9 egészséges onkéntestdl és 9 TIDM-ben szenvedd
betegtdl gyljtottiink periférids vérmintat. A vizsgalat résztvevdinek adatai a 4.

tablazatban lathatoak.

4, tablazat: 1-es tipusu diabetesben végzett vizsgalatunk résztvevoi

Adatok: median [tartomany]. GADA — glutaminsav-dekarboxilaz elleni antitest, TLDM
— 1-es tipusu diabetes mellitus

Egészséges T1DM
onkéntesek betegek
N=9 n=9
Eletkor (év) 27 [24-52] 35 [27-55]
Férfi/n6 5/4 5/4
T1DM fennallasa (ho) - 12 [1-120]
GADA (U/ml) nem kimutathat6 | 51 [16-105]

A T1DM diagnodzisat nemzetkozi standard kritériumok alapjan allitottak fel [80]. Az
egészséges személyek cukorhdztartassal kapcsolatos anamnézise negativ volt, ¢és
részletes fizikalis vizsgalat soran statuszukat negativnak talaltuk. TIDM-re specifikus
autoantitestek vérmintaikbdl nem voltak kimutathatéak. A TIDM-es betegek esetében
mas betegség nem allt fenn rutin laboratoriumi vizsgalat és fizikélis betegvizsgalat
alapjan. Minden résztvevé BMI és vérnyomas értéke a normal tartomanyba esett.

A vizsgalatokban résztvevd alanyoktol, illetve ujsziilottek esetén a sziiloktdl a
vérmintdk levétele elott tajékozott beleegyezést kértliink €s kaptunk. A vizsgélatokat a

Helsinki Deklaracio eléirasaival 6sszhangban végeztiik.

5.3. A MONONUKLEARIS SEJTEK IZOLALASA

A mononuklearis sejteket standard siirliség gradiens centrifugéaldssal (Ficoll Paque,
Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden, 27 perc, 400 g, 22 °C) valasztottuk el 9
ml frissen, lithium heparinos csébe (BD Vacutainer, BD Biosciences, San Diego, CA,
USA) vett periférids vénas vérbdl, illetve koldokzsinorvérbol. Ezt a sejtszuszpenziot
kétszer mostuk PBS-ben (phosphate buffer saline). A sejteket a tovabbiakban a
fluoreszcens markerekkel valo jelolés, a gatloszerekkel vald el6kezelés és az dramlasi

citométeres mérés teljes ideje alatt modositott RPMI médiumban (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, MO, USA) taroltuk. A modositott RPMI kalcium koncentracidjat kristalyos
CaCl, hozzaadasaval 2 mM-osra allitottuk be. A Thl és Th2 sejtek kalcium

haztartdsanak szabalyozasat leird vizsgalat esetében a sejtek egy részét a moédositott

RPMI médium helyett PBS-ben taroltuk.

5.4. A SEJTFELSZINI MARKEREK ES AZ INTRACELLULARIS KALCIUMSZINT
MEGHATAROZASA

crer

kiilonitettiik el a mononukledris sejtek koziil az aramlési citométeres mérések soran. A
sejtfelszini markerek festéséhez a mononuklearis sejteket 500 pl modositott RPMI-ben
vagy PBS-ben szuszpendaltunk. A sejteket 30 percig, sotétben, szobahémérsékleten
inkubaltuk a kovetkezd konjugélt anti-human monoklonalis antitestek kombindcidjaval
a gyartd javaslatainak megfeleléen: anti-CD4 phycoerythrin-Cy7, anti-CD8
allophycocyanin-Cy7, anti-CXCR3 allophycocyanin (a Thl alpopulacio elkiilonitésére),
anti-CCR4 phycoerythrin (a Th2 alpopulacio elkiilonitésére) (az Osszes PharMingen,
San Diego, CA, USA), valamint kiilon mérés soran anti-Kv1.3 channel FITC (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). A Thl és Th2 sejtek kalcium haztartasanak
szabalyozasat leird vizsgalat esetében az alabbi sejtfelszini monoklonalis antitesteket
hasznaltuk: anti-CD4 allophycocyanin-Cy7 (BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-
CXCR3 allophycocyanin (PharMingen), and anti-CCR4 PerCP (BioLegend). A sejteket
ezutan mostuk.

A [Ca2+]cyt monitorozasdhoz Fluo-3 és Fura-Red festékeket tartalmazo keveréket adtunk
a sejtszuszpenzidhoz. A Thl és Th2 sejtek kalcium haztartdsdnak szabalyozasat leird
vizsgalat esetében csupan Fluo-3 festéket hasznaltunk. A keveréket a gyartd (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) ajanlasa szerint készitettiik: a festékeket 1:2 aranyban Pluronic F-
127-ben oldottunk. A sejteket 20 percig, sotétben, 30 °C-on inkubaltuk a keverékkel,
majd mosast végeztiink. A sejteket ezutdn a mérésig szobahdn, sotétben taroltuk. A
[Ca2+]cyt szintet a Fluo-3 és Fura-Red fluoreszcencidjanak fix hanyadosa alapjan

szamitottuk.
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5.5. A SEJTEK GATLOSZERES KEZELESE

Az egy-egy alanytol szdrmazd mononukledris sejt szuszpenziokat tobb, megegyezo
sejtszami  mérési mintara osztottuk. Egy mintat gatloszeres kezelés nélkiil
(kontrollként), két mintat pedig MGTX, és TRAM-34 gatloszerekkel kezelve mértiink
(mindkettd Sigma-Aldrich). A gatlészereket 60 nM-0s, telitd koncentracioban
alkalmaztuk. MGTX esetében legalabb 15, TRAM-34 esetében legalabb 10 percig
hatott a gatloszer a mérések megkezdése eldtt. A Thl és Th2 sejtek kalcium
haztartasanak szabdlyozasat leird vizsgalat esetében az MCU miikodését ruthenium red
(RR) hozzaadaséaval [71-73], a SERCA csatornat thapsigarginnal (TG) [74], mig a
PMCA-t caloxin 2A1 (CLX) segitségével gatoltuk [75, 76]. A RR-et (Sigma-Aldrich,
1,25 mM) legalabb 10 perccel a mérés el6tt adtuk a mintahoz, a TG-t (Sigma-Aldrich,
750 nM) kozvetleniil a mérés el6tt hozzaadva, a CLX-t (AnaSpec, Fremont, CA, USA,
750 uM) pedig legalabb 5 perccel a mérés eldtt hozzaadva alkalmaztuk. Minden
mintahoz 20 pg PHA-t adtunk kozvetleniil a mérés megkezdése eldtt aktivalas céljabol
(Sigma-Aldrich). Az intracellularis kalciumkotd festékek bazalis fluoreszcenciajat
(melyet a Fluo-3 és Fura-Red hanyadosat alapul véve szamitottunk) minden mérés
legelején (nulla masodpercnél) allapitottuk meg. Vizsgalatainkhoz BD FACSAria
aramlasi citométert (BD Biosciences) hasznaltunk. A méréseket kinetikus jelleggel

folyamatosan végeztiik, 10 percen keresztiil.

5.6. STATISZTIKAI ELEMZES

A mérési eredmények Osszehasonlitasat Wilcoxon, Mann-Whitney és Kruskal-Wallis
tesztek segitségével végeztiik, mivel az el6zetesen elvégzett Kolmogorov-Smirnoff teszt
az adatok nem normal eloszlasat tarta fel. A 0,05-nél kisebb p értékeket vettiik
szignifikansnak. A statisztikai szdmitdsokat GraphPad InStat programmal végeztiik

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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6. EREDMENYEK

6.1. A KALCIUM HAZTARTAS SZABALYOZASA EGESZSEGESEKBEN ROVID
TAVU LIMFOCITA AKTIVACIO SORAN

Vizsgalataink soran a CD4+ CXCR3+ sejteket tekintettiik a Thl alpopulacionak, a
CD4+ CCR4+ sejteket pedig a Th2 alpopuléacionak. El6szor a PHA hataséra kialakulo
kalcium bearamlas mértékét hasonlitottuk 6ssze Thl és Th2 sejtekben. Az AUC, Slope
és Max értékek mind alacsonyabbak voltak Th2 sejtek esetében, mint Thl sejteknél (5.

tablazat). A thax érték esetén nem talaltunk kiilonbséget.

5. tablazat: A limfocita aktivacio paraméterei Thl és Th2 sejtekben extracellularis
kalcium jelenlétében (ER+CRAC hozzajarulasa) és anélkiil (ER hozzajarulasa)
mérve

A CRAC hozzajarulasat a két tényezd kivondsaval kaptuk meg. Adatok: mediadn
[tartomany]. * p < 0,05 vs. Thl sejtek megfelel paramétere. AUC — gorbe alatti teriilet,
CRAC - calium release activated calcium csatorna, ER — endolpalzmas retikulum, rpv —

relative parameter value, tnax— a maximum elérésének ideje

Sejt- | Paraméter | ER + CRAC ER CRAC CRAC/ER
tipus hozzajarulasa hozzajarulasa | hozzajarulasa arany
_ AUC 460 08 362 37
+ (V) [201-779] [65-218] [136-561] :
X Slope 0,006 0,002 0,004 )
= X P [0,002-0,011] | [0,001-0,003] | [0,001-0,008]
o, Max 2,130 1,238 1,892 37
=3 (rpv) [1,486-2,636] | [1,199-1,459] | [1,287-2,177] :
o e 473 358 115 03
(s) [281-600] [267-600] [14-600] *
AUC 312* 93 219 24
= (U) [211-454] [58-114] [153-340] :
XX Slope 0,003* 0,001 0,002 )
=8 P [0,002-0,005] | [0,001-0,002] | [0,001-0,003]
é + Max 1,732* 1,262 1,470 18
F (rpv) [1,492-2,209] | [1,226-1,435] | [1,266-1,774 :
e tmax 425 314 111 0.4
(s) [285-600] [235-600] [50-600] :

Az ER-bdl valé kalcium felszabadulds és a CRAC csatornan valé kalcium bedramlas
egyéni hozzajarulasat a [Ca2+](;yt emelkedéséhez ugy allapitottuk meg, hogy méréseinket
extracellularis kalciumot nem tartalmazd kozegben is elvégeztik. Igy az ER

hozzéjarulasat tudtuk meghatarozni, hiszen a CRAC csatornan keresztiil kalcium nem
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aramlott be a sejtekbe. A CRAC csatornan keresztiili kalcium bedramlas egyéni
mértékét ezutan ngy dallapitottuk meg, hogy ezen mérések értékeit kivontuk az
extracellularis kalcium jelenlétében végzett mérések eredményeibdl. Végiil minden
vizsgalt paraméter esetében meghataroztuk a két tényezo aranyat (CRAC/ER arany). Az
eredményeket a 5. tablazat tartalmazza.

Az RR mindkét limfocita altipusban csokkentette az AUC értéket (6. tablazat, 9. abra).
A Thl sejtekben ezen feliil a Slope ¢és Max értékek is csokkentek, a tmax €rték pedig
emelkedett a Th2 sejtekben. Az RR tehat a kalcium bedramlasnak mind a nagysagat,
mind a kinetikéjat befolyasolja. Eredményeink alapjan a mitokondrialis kalcium felvétel
Th1 sejtekben a limfocita aktivacid kezdeti €s csucs szakaszaban is jelen van (amire a
Slope és Max értékek valtozéasa utal az MCU gatlasanak hatdsara), mig Th2 sejtekben

csupan a kalcium bedramlas csticsan van szerepe (amit a tmax €rték valtozasa jelez).

CD4+ CXCR3+ CD4+ CCR4+

w
w 3] =
w
w 3] =

relative Intensity
]

o
relative Intensity
]

o

]
]

2]
2]
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time (s)

[=]

— No inhibitor time (s)
—— Thapsigargin
— Caloxin 2A1
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9. abra: Az alkalmazott gatloszerek hatisa a kalcium bearamlasra Thl és Th2
sejtekben, reprezentativ mintaban

A fiiggbleges tengely az intracellularis kalciumkotd festék (Fluo-3) fluoreszcencidjanak
relativ intenzitasat jelzi. A kontroll (gatloszer nélkiili) mérést a fekete vonal jelzi. CD4+
CXCR3+ — Thl sejtek, CD4+ CCR4+ — Th2 sejtek

A TG az AUC, Slope ¢és Max értékeket is megnovelte mind a Thl, mind a Th2
sejtekben (6. tablazat, 9. abra). A TG tehat mind a kalcium eltavolitas mértékét és
kinetik4jat befolyasolja Thl és Th2 sejtekben. A Slope érték kétszer akkora mértékben
emelkedett Th2 sejtekben, mint a Th1 alpopulédcioban a TG hataséara. Ez arra utal, hogy
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az ER kalcium felvétel hamarabb indul meg Th2 sejtekben. A tovabbi kalcium felvétel
azonban (a kalcium bearamlas csticsan) mar hasonl6é Thl és Th2 sejtekben, mivel a TG

hatasara a Max érték azonos mértékben no.
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6. tablazat: A thapsigargin, a caloxin 2A1 és a ruthenium red hatasai a kalcium bearamlas kinetikdjanak paramétereire egészséges
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onkéntesek limfocitaiban extracellularis kalcium jelenlétében

Adatok: medidn [tartomdny]. A gatloszerrel kezelt mintdkat a kezeletlen mintakhoz hasonlitottuk. p < 0,05. AUC — gorbe alatti teriilet, ns —

nem szignifikans, rpv — relative parameter value, tnax— a maximum elérésének ideje

Sejttipus | Paraméter Kezeletlen Thapsigargin Caloxin 2A1 Ruthenium Red
AUC 460 1105 504 123
0 L) [201-779] [691-2411] +140% [373-828] +10% [63-544] "13%
K Slone 0,006 0,011 +83% 0,008 S 0,002 ~66%
g% P [0,002-0,011] | [0,007-0,021] | (+0,005) | [0,003-0,018] [0,001-0,009] | (-0,004)
a Max 2,130 3,599 2,645 1,321
= (pv) | [1486-2,636] | [2.525-7.602] | TO9% | r1.800-3.168] | X% | [1155-2.286] | 0%
o frax 473 516 S 316 S 515 S
(s) [218-600] [225-600] [194-600] [145-600]
AUC 312 889 323 180
= L) [211-454] [602-2057] +184% [190-537] ns [122-450] -42%
x5 Slope 0,003 0,008 +166% 0,003 S 0,002 S
=9 P [0,002-0,005] | [0,006-0,022] | (+0,005) | [0,002-0,006] [0,001-0,005]
o+ Max 1,732 3,017 1720, 1,748 1,601
£ (rpv) [1,492-2,209] | [2,266-6,737] ° | [1,600-2,412] ns [1,310-2,092] ns
e tax 425 491 o 582 o 600 +41%
() [285-600] [309-600] [328-600] [486-600]
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CLX hatasara a Thl sejtekben mutattunk Ki valtozast a kalcium haztartasban. Itt a Max
értek 24 %-kal emelkedett a gatloszer hatasara (6. tablazat, 9. abra). A CLX kezelés
tehat a kalcium bearamlas csucsan eredményez valtozasokat. Erdekes modon a CLX a

Th2 sejtekre nem volt hatassal.

6.2. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
EGESZSEGESEKBEN

Egészséges onkéntesek mintain a Kv1.3 és IKCal csatornak specifikus gatloszerinek
alkalmazasa (MGTX és TRAM) jelentds hatassal volt a limfocitak kalcium
bearamlasanak AUC, Max ¢és tmax értékeire. Az eredmények a 7. tablazatban lathatok.
A TRAM gatloszerrel torténd kezelés csokkentette az AUC és Max értékeket minden
vizsgalt limfocita altipus esetén. A MGTX szintén minden esetben csdkkentette az AUC
és Max értékeket, kivéve a Thl sejteket. A tmax értékekben nem taldltunk szignifikans
eltérést. A vizsgalt paraméterek csokkenésének mértéke karakterisztikus volt a vizsgalt

sejttipusra és a gatolt kalium csatornara.

6.3. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
UJSZULOTTKORBAN

Ujsziilotteknél az AUC értékek kisebbek voltak a teljes limfocita populécioban, a Thi
alpopulacioban, ¢s a CDS8 alpopulacidban felndttekhez viszonyitva. A Max értékek
alacsonyabbak voltak 1jsziilottekben felndttekhez képest a teljes limfocita
populacidban, a Thl és Th2 sejtekben, valamint a CD8 sejtekben. Felnéttekhez képest
Kisebbek voltak a tmax értékek ujsziildttek esetén a Thl és a Th2 alpopulaciokban (7.
tablazat, 10. abra). Ujszilottek CD8 sejtieiben az AUC és Max értékeket mind a
MGTX, mind a TRAM csokkentette. A TRAM csokkentette tovabba a teljes limfocita
populacid tmax értékét. Ujsziilottek esetében a tobbi vizsgalt alpopulacioban sem a
MGTX, sem a TRAM nem csokkentette a kalcium bearamlast.

Megvizsgaltuk a Kvl1.3 csatorna elleni antitest median fluoreszcencia értékeit
ujsziilottek limfocitain felndttekhez hasonlitva. A Th2, CD4 és CDS sejtek esetében ezt

az értéket magasabbnak talaltuk ujsziilottek esetén, mint felndtteknél.
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7. tablazat: A margatoxin (MGTX) és a triarilmetan (TRAM) hatasai a kalcium bearamlas Kinetikajanak paramétereire egészséges
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felnéttek és ujsziilottek limfocitaiban (folytatas a kdvetkezo oldalon)

Kezeletlen MGTX (60 nM) TRAM (60 nM)
Sejttipus Felnétt (n=9) Ujsziilott (n=9) Felnétt (n=9) Ujsziilstt (n=9) Felnétt (n=9) Ujsziilott (n=9)
Ly AUC 891 653* 710** -20 653 ns 657** -26 632 ns
(9)] [684-1338] [616-839] [608-878] % [607-787] [338-887] % [595-789]
Max 1,661 1,204* 1,267** -24 1,203 ns 1,163** -30 1,139 ns
(rpv) [1,199-2,748] [1,045-1,516] [1,058-1,627] % [1,028-1,526] [1,003-1,723] % [1,016-1,454]
tmax 567 362 490 ns 185 ns 280 ns 165 -54
(s) [201-1356] [126-602] [172-866] [93-649] [142-810] [107-277] %
Thl AUC 880 705* 770 ns 645 ns 699** -21 643 ns
(9)] [650-1092] [613-831] [626-1008] [593-765] [569-882] % [598-775]
Max 1,669 1,225* 1,416 ns 1,220 ns 1,262** -24 1,175 ns
(rpv) [1,173-2,214] [1,037-1,473] [1,108-1,848] [1,009-1,542] [0,979-1,774] % [1,018-1,477]
tnax 562 209* 319 ns 181 ns 373 ns 148 ns
(s) [162-1398] [105-683] [160-613] [88-457] [36-1147] [75-215]
Th2 AUC 777 724 644** -17 690 ns 653** -16 642 ns
(V) [667-1603] [632-1117] [591-777] % [475-878] [582-823] % [515-1019]
Max 1,626 1,329* 1,156** -29 1,323 ns 1,144** -30 1,207 ns
(rpv) [1,208-3,914] [1,003-2,311] [1,028-1,566] % [1,002-1,873] [1,005-1,550] % [1,003-2,016]
Tnax 586 419* 517 ns 279 ns 482 ns 270 ns
(s) [207-1220] [138-570] [210-654] [12-578] [91-736] [200-869]
CD4 AUC 824 716 707** -14 655 ns 648** -20 648 ns
V) [690-1416] [603-1169] [608-833] % [602-813] [588-840] % [580-1010]
Max 1,627 1,370 1,301** -20 1,264 ns 1,153** -29 1,280 ns
(rpv) [1,206-3,194] [1,021-2,423] [1,045-1,612] % [1,025-1,692] [0,994-1,569] % [1,002-2,006]
Tnax 575 376 436 ns 222 ns 355 ns 226 ns
(s) [210-884] [200-914] [180-821] [138-650] [152-702] [146-694]
CDS8 AUC 950 656* 756** -20 619" -6 T77** -18 602" -8
(9)] [721-1889] [602-758] [600-943] % [563-721] % [586-1010] % [570-712] %
Max 1,912 1,117* 1,487** -22 1,086" -3 1,404** -27 1,0427 -7
(rpv) [1,260-4,280] [1,066-1,414] [1,024-1,918] % [1,005-1,305] % [1,004-1,959] % [1,002-1,315] %
tnax 518 297 339 ns 257 ns 265 ns 211 ns
(s) [125-985] [110-500] [195-584] [102-486] [161-963] [66-570]
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7. tablazat

Adatok: median [tartomany]. * ujsziilottek kezeletlen mintdit hasonlitottuk felndttek
kezeletlen mintaihoz, p<0,05, ** felnéttek MGTX ¢és TRAM kezelt mintait
hasonlitottuk felndttek kezeletlen mintaihoz, p < 0,05, l yjsziilottek MGTX ¢és TRAM
kezelt mintdit hasonlitottuk ujsziilottek kezeletlen mintaihoz, p <0,05. AUC — gorbe
alatti teriilet, Ly — teljes limfocita populacid, ns — nem szignifikans, rpv — relative
parameter value, tmax— a maximum elérésének ideje

relative parameter value
16637

A

Control
T MGTX

TRAM

10187 : 1
0.001 time (s) BO6.9

relative parameter value
16637

L ——— - Control
SRS S A S U MGTX
o : TRAM

1019+ . 1
0.001 time (g) A06.9

10. abra: A kalium csatornak gatléoszereinek hatiasa a limfocita aktivaciora
felnottektol (A) és ujsziilottektol (B) szarmazo limfocitak esetében

Lathato, hogy ujsziilottek limfocitdiban alacsonyabb szintli a kalcium bedramlas
fitohemagglutininnal torténé aktivacio hatasara. Tovabba — felnéttek limfocitaival
ellentétben — sem a margatoxin (MGTX), sem a triarilmetan (TRAM) nem csokkentette
szignifikdnsan a kalcium bearamlas mértékét.

6.4. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
EGESZSEGES TERHESSEGBEN ES PREECLAMPSIABAN

El6szor a kalcium bearamlas AUC, Max és tmax paramétereit hasonlitottuk 6ssze a PHA-
val aktivalt limfocitakban fertilis, nem varandos nék, egészséges varandosok és PE-s
betegek esetén. Az AUC értékek alacsonyabbak voltak a Thl, a CD4 és a CD8 sejtek

esetén egészséges varandosokban nem terhesekhez hasonlitva (8. tablazat, 11. abra).

41



DOI:10.14753/SE.2012.1749

8. tablazat: A margatoxin (MGTX) és a triarilmetan (TRAM) hatasai a kalcium bearamlas Kinetikajanak paramétereire nem

varandos nok, egészséges varandosok és preeclampsias betegek limfocitaiban (folytatas a kdvetkezd oldalon)

Kezeletlen MGTX (60 nM) TRAM (60 nM)

Sejttipus Nem terhes Egészs. terhes | Preeclampsia Nem terhes Egészs. terhes | Preeclampsia Nem terhes Egészs. terhes | Preeclampsia
AUC 686 654* 716 6627 642* 645" 652° 638° 690°
(U) [671-821] [641-677] [655-723] [658-717] [605-654] [611-704] [641-817] [584-649] [599-705]

> | Max 1,322 1,332 1,343 1,273 1,126* 1,133 1,285° 1,224 1,225

= | (rpv) | [1,271-1,530] | [1,264-1,629] | [1,141-1,358] | [1,266-1,301] | [1,064-1,261] | [1,046-1,263] | [1,180-1,447] | [1,020-1,326] | [1,023-1,289]
tax 553 648 364 560 642 565 664 725 181
(s) [460-682] [474-746] [140-619] [296-829] [585-705] [184-579] [280-725] [541-811] [129-428]
AUC 775 658* 749 753 626° 628 698° 636° 744
(V) [683-880] [640-669] [673-777] [668-770] [599-648] [608-747] [643-817] [597-640] [645-753]

= | Max 1,354 1,276 1,507 1,371 1,079* 1,218 1,409 1,193° 1,383

= | (rpv) | [1,303-1,574] | [1,116-1,374] | [1,305-1,547] | [1,286-1,446] | [1,025-1,263] | [1,098-1,421] | [1,204-1,569] | [1,078-1,275] | [1,171-1,558]
tax 616 602 450 533 633 546 522 615 290
(s) [519-639] [571-618] [110-588] [295-594] [582-681] [152-587] [260-606] [565-720] [139-510]
AUC 678 667 674 641" 641 637" 653° 646 637"
(U) [667-777] [620-700] [666-747] [633-656] [590-645] [624-660] [637-709] [572-689] [599-663]

o [ Max 1,326 1,406 1,203 1,156" 1,167 1,144 1,257° 1,161 1,126

~ | (rpv) | [1,286-1,463] | [1,191-1,645] | [1,163-1,426] | [1,118-1,228] | [1,038-1,262] | [1,087-1,159] | [1,186-1,299] | [1,037-1,424] | [1,080-1,174]
tax 589 642 443% 525 659 488 538 682 421
(s) [533-689] [638-705] [301-549] [313-628] [531-717] [314-596] [482-623] [476-696] [301-604]
AUC 691 649* 649" 668" 638° 625" 644° 637° 630°
(U) [684-781] [641-659] [648-660] [644-695] [598-645] [599-633] [640-681] [587-643] [608-638]

= | Max 1,364 1,258 1,167 1,2747 1,079* 1,100 1,201° 1,085 1,095

O | (rpv) | [1,295-1,389] | [1,141-1,457] | [1,162-1,212] | [1,222-1,314] | [1,032-1,165] | [1,050-1,108] | [1,154-1,390] | [1,000-1,206] | [1,081-1,121]
tax 593 642 25550 560 594 296 576 608 266
(s) [407-761] [515-680] [157-443] [295-700] [380-619] [218-481] [380-620] [436-759] [201-454]
AUC 736 649* 724% 7007 626° 652 696° 605° 685
(U) [670-881] [641-666] [672-830] [660-756] [605-636] [613-689] [659-780] [592-640] [630-707]

® | Max 1,336 1,161* 1,324 1,2477 1,105* 1,2007 1,312 1,173 1,194

O | (rpv) | [1,260-1,644] | [1,136-1,364] | [1,246-1,579] | [1,208-1,354] | [1,028-1,131] | [1,090-1,207] | [1,212-1,404] | [1,038-1,203] | [1,139-1,359]
tmax 444 615 314 384 635 281 352 674 415
(s) [326-643] [543-673] [277-456] [227-638] [532-666] [169-488] [230-564] [97-690] [390-665]
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8. tablazat

Adatok: median [kvartilis]. * egészséges varandosok kezeletlen mintait hasonlitottuk
nem varandosok kezeletlen mintaihoz, p < 0,05, & preeclampsiasok kezeletlen mintait
hasonlitottuk egészséges varandosok kezeletlen mintaihoz, p < 0,05, g preeclampsiasok
kezeletlen mintait hasonlitottuk nem varanddésok kezeletlen mintaihoz, p < 0,05, t
MGTX kezelt mintakat hasonlitottunk kezeletlen mintdkhoz a nem varandos csoporton
beliil, p < 0,05, $ TRAM kezelt mintékat hasonlitottunk kezeletlen mintakhoz a nem
varandds csoporton beliil, p < 0,05, * MGTX kezelt mintakat hasonlitottunk kezeletlen
mintakhoz az egészséges varandoés csoporton beliil, p < 0,05, € TRAM kezelt mintakat
hasonlitottunk kezeletlen mintakhoz az egészséges varandds csoporton beliil, p < 0,05, *
MGTX kezelt mintakat hasonlitottunk kezeletlen mintdkhoz a preeclampsias csoporton
beliil, p < 0,05, £ TRAM kezelt mintakat hasonlitottunk kezeletlen mintdkhoz a
preeclampsias csoporton beliil, p < 0,05. AUC — gorbe alatti teriilet, Ly — teljes
limfocita populaciod, ns — nem szignifikans, rpv — relative parameter value, tmax — @
maximum elérésének ideje

Az egészséges varandosok mintdit PE-s varandosokhoz hasonlitva azt tapasztaltuk,

hogy a tmax érték alacsonyabb PE-ban a Th2 altipusban.

relative parameter value
1.6557

0.992 1
0.000 time (s) 604.9

11. abra: A Kkalcium bearamlas kinetikaja a Thl limfocita populiacioban nem
terhes (kék), egészséges varandos (piros) és preeclampsias mintak (zold) esetében

A ,relative parameter value” megjel6lés a kalciumkotd festékek (a Fluo-3 és Fura-Red
hanyadosa) relativ fluoreszcencidjara utal. A kalcium bedramlas alacsonyabb szintli
egészseéges terhességben, mint nem terhesek €s preeclampsiasok esetén.

A teljes limfocita populacioban, a Thl, a CD4 és a CD8 alpopulaciokban mind a
MGTX, mind a TRAM csokkentette az AUC értékeket egészséges terhességben. A nem
varandos ndktdl vett mintdkkal ellentétben azonban a géatloszereknek nem volt hatésa a

kalcium bearamlasra a Th2 altipusban egészséges terhességben.
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PE-ban mindkét gatloszer csokkentette az AUC értékeket a teljes limfocita
populacidban, valamint a Th2 és a CD4 alpopulaciokban, a Thl és a CD8 sejtek AUC
értékeire azonban nem voltak hatassal. A Th2 és a CD8 sejtek esetében az MGTX, mig
a CD4 sejtek esetén mindkét gatloszer csokkentette a Max értéket PE-ban.

Megvizsgaltuk a Kv1.3 csatorna elleni antitest medidn fluoreszcencia értékeit a
limfocitdkon mindharom csoport esetében. Nem talaltunk szignifikdns eltérést a

csoportok kozott egyik vizsgalt limfocita altipus esetében sem.

6.5. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
SCLEROSIS MULTIPLEXBEN

Els6 1épésben gatloszerek hozzaadasa nélkiil hasonlitottuk Gssze a kalcium bearamlas
paramétereit (AUC, Max, tmax és Slope) a limfocitak aktivacigjat kovetéen az
egészséges onkéntesek és a SM-es betegek két csoportja (IFN bétaval és anélkiil kezelt)
kozott. IFN bétaval nem kezelt SM-es betegek esetén egészségesekhez viszonyitva
csokkent a tymax érték a CD4, a Thl és a Th2 altipusok esetén (9. tablazat). Tehat a
kalcium bearamlas cstucsanak elérése ezekben az altipusokban hamarabb kovetkezik be
SM-ben. IFN bétaval kezelt betegek esetén a tmax €rték ismét magasabb volt a Thl
sejtekben, mint IFN béta kezelés nélkiili SM-ben. A Slope érték IFN bétaval nem kezelt
SM-ben magasabb volt mint egészséges onkénteseknél a CD4, Thl és Th2 limfocita
altipusokat vizsgalva, ami szintén gyorsabb kalcium bearamlasra enged kovetkeztetni
(10. tablazat). Ez az érték ismét csokkent IFN bétaval kezelt SM-ben a CD4 ¢és a Thl
sejtekben.

A Kv1.3 és IKCal csatornak specifikus gatloszerinek alkalmazasa jelentds hatassal volt
a limfocitdk kalcium bearamlasdnak AUC, Max és tmax értékeire mindharom
csoportban; a Slope érték azonban nem valtozott meg. Az eredmények a 9. tablazatban
lathatok. A MGTX ¢és TRAM gatloszerekkel torténd kezelés csokkentette az AUC
értéket minden vizsgalt limfocita altipus esetén, mindharom csoportban. A Max érték is
csokkent egészségesek Th2 sejtjeiben, tovabba a CD4, CD8 és Thl altipusoknal IFN
bétaval nem kezelt betegek esetén. A tmax €rték kizardlag MGTX hatasara csokkent a
CDS sejttipus esetén mindkét SM-es csoportban. A vizsgalt paraméterek csokkenésének

mértéke Karakterisztikus volt a vizsgalt sejttipusra és a gatolt kalium csatornara.
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9. tablazat: A margatoxin (MGTX) és a triarilmetian (TRAM) hatasai a kalcium bearamlas kinetikdjanak paramétereire egészséges

onkéntesek, valamint IFN bétaval vagy anélkiil kezelt sclerosis multiplexes betegek limfocitaiban

Adatok: median [kvartilis]. * IFN bétaval nem kezelt SM-es betegek gatloszer nélkiili mintéit hasonlitottuk egészségesek gatloszer nélkiili
mintaihoz, p < 0,05, ° IFN bétaval kezelt SM-es betegek gatloszer nélkiili mintait hasonlitottuk IFN bétaval nem kezelt SM-es betegek
gatloszer nélkiili mintaihoz, p < 0,05, * MGTX és TRAM gatldszeres mintédkat hasonlitottunk gatloszer nélkiili mintdkhoz az egészséges
csoportban, p < 0,05, ¢ MGTX és TRAM gatloszeres mintakat hasonlitottunk gatloszer nélkiili mintakhoz az IFN bétaval nem kezelt SM-es
betegek csoportjaban, p < 0,05, * MGTX és TRAM gatloszeres mintakat hasonlitottunk gatloszer nélkiili mintakhoz az IFN bétaval kezelt

SM-es betegek csoportjaban, p < 0,05. AUC — gorbe alatti teriilet, rpv — relative parameter value, tmax— a maximum elérésének ideje

Gatloszer nélkiil

MGTX (60 nM)

TRAM (60 nM)

Sejttipus Egészséges IFN b nélkiil IFN bétaval Egészséges IFN b nélkiil IFN bétaval Egészséges IFN b nélkiil IFN bétaval
AUC 785 740 736 90%° 93%° 90%° 93%°¢ 92% ¢ 93%°
(V) [738-867] [719-863] [695-756] [83-93%] [89-96%] [89-93%] [89-98%] [82-94%] [90-95%]
3 | Max 1,377 1,318 1,179 95% 90% ¢ 86%° 99% 90% ¢ 89%°
O | (rpv) | [1,228-1,634] | [1,267-1,683] | [1,165-1,378] [84-102%)] [80-94%] [80-87%] [91-107%] [78-94%] [83-91%]
tax 416 2017 284 90% 102% 98% 118% 94% 100%
(s) [261-504] [169-251] [166-413] [42-184%)] [93-126%] [58-104%] [89-135%] [64-121%)] [39-110%]
AUC 868 872 738 90%°© 90% 1 92%° 86% ° 91%¢ 98%°
(U) [781-1002] [800-1106] [733-753] [84-93%] [74-93%] [90-95%] [85-93%] [82-96%] [91-99%]
= | Max 1,588 1,564 1,303 87%° 86%° 88%° 89% 87%° 99% ©
F | (rpv) | [1,333-1,931] | [1,392-2,101] | [1,181-1,349] [82-93%] [72-96%] [73-88%] [79-94%] [81-94%] [95-99%]
tax 353 184° 414" 118% 167% 109% 107% 115% 86%
(s) [227-486] [137-241] [386-566] [66-162%)] [78-324%] [104-192%] [82-221%] [72-224%)] [76-100%]
AUC 777 808 718 87%° 88%° 85%° 92%° 90%° 89% ©
(U) [752-854] [754-840] [695-885] [86-93%] [86-91%] [85-91%] [88-94%] [86-93%] [84-93%]
o | Max 1,460 1,535 1,204 88%° 88% 89%° 88%° 87%¢ 92%°
F | (rpv) | [1,258-1,546] | [1,330-1,611] | [1,076-1,383] [81-90%] [81-93%] [74-96%] [86-98%] [80-88%] [87-100%]
tax 393 189° 254 110% 118% 125% 134% 101% 66%
(s) [228-536] [163-438] [248-316] [100-174%] [95-169%] [37-171%] [117-174%] [69-127%] [13-95%]
AUC 831 840 727 92%° 83%° 93%° 86% © 90% ° 95% ©
(U) [727-950] [738-996] [680-753] [87-98%] [79-93%] [91-95%)] [82-91%)] [86-95%)] [93-96%]
@ | Max 1,462 1,709 1,194 92%° 86% ¢ 87%° 84% 85% ¢ 91%°
O | (rpv) | [1,260-2,041] | [1,336-1,899] | [1,154-1,349] [87-97%] [75-89%] [74-88%)] [69-89%] [82-93%] [89-99%]
tax 326 364 439 84% 63% ¢ 88%° 108% 91% 77%
(s) [205-478] [265-503] [338-566] [68-125%)] [47-103%] [68-98%] [68-156%] [56-123%] [77-95%)]
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10. tablazat: A Kkalcium bearamlas Kinetikajanak Slope értékei egészséges
onkéntesek, valamint IFN bétaval vagy anélkiil kezelt sclerosis multiplexes betegek
limfocitaiban, a kalium csatornak gatlészereinek alkalmazasa nélkiil

Adatok: median [kvartilis]. ® IFN bétdval nem kezelt SM-es betegek mintait
hasonlitottuk egészségesek mintaihoz, p < 0,05, ® IFN bétaval kezelt SM-es betegek
mintait hasonlitottuk IFN bétaval nem kezelt SM-es betegek mintaihoz, p < 0,05

Sejttipus Egészséges IFN b nélkiil IFN bétaval
D4 0,003 0,005 0,002"
[0,002-0,007] [0,002-0,013] [0,001-0,012]
Thi 0,005 0,010° 0,001°
[0,002-0,007] [0,008-0,021] [0,001-0,001]
Tho 0,002 0,006° 0,006
[0,001-0,006] [0,004-0,013] [0,004-0,053]
D8 0,004 0,004 0,002
[0,002-0,021] [0,002-0,011] [0,001-0,010]

Megvizsgaltuk a Kv1.3 csatorna elleni antitest medidn fluoreszcencia értékeit a
limfocitdkon mindharom csoport esetében. Ez az érték csokkent a CD4 és a Th2 sejtek
esetén az IFN bétaval nem kezelt SM-es csoportban egészségesekhez viszonyitva (40
[29-49] vs. 18 [9-23], valamint 67 [34-73] vs. 33 [23-46], median [kvartilis], p < 0.05]),

a CD8 és Thl sejtek esetén azonban nem volt szignifikans kiilonbség.

6.6. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
1-ES TiPUSU DIABETESBEN

Egészséges személyek limfocitaival dsszehasonlitva TIDM-ben kisebb tyax értékeket
mértiink a teljes limfocita populaciot, valamint a Thl sejteket vizsgalva. Ez, SM-hez
hasonldan, a limfocitak fokozott reaktivitdsdval magyarazhaté az autoimmun reakciod
fennallasa miatt (11. tablazat).

Egészséges személyek mintait vizsgalva Thl sejtekben az AUC és a Max értékeket
csupan a TRAM kezelés csokkentette, mig Th2 sejtekben mind a MGTX, mind a
TRAM. A teljes limfocita populdcidban, valamint CD4 és CDS8 sejtekben szintén
mindkét gatloszer csokkentette az AUC és a Max értékeket.

T1DM-ben szintén mindkét gatloszer csokkentette az AUC és a Max értékeket a teljes
limfocita populécioban. Thl sejtekben ezeket az értékeket a TRAM helyett azonban a
MGTX csokkentette.
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egészséges onkéntesek, valamint 1-es tipusu diabeteses betegek limfocitaiban (folytatas a kovetkez6 oldalon)

Kezeletlen

MGTX (60 nM)

TRAM (60 nM)

Sejttipus Egészséges (n=9) T1DM (n=9) Egészséges (n=9) T1DM (n=9) Egészséges (n=9) T1DM (n=9)
Ly AUC 891 963 710* -20 715° -26 657* -26 751° -22
(9)] [684-1338] [750-1168] [608-878] % [668-788] % [338-887] % [636-959] %
Max 1,661 1,787 1,267* -24 1,295° -28 1,163* -30 1,326° -26
(rpv) [1,199-2,748] [1,358-2,263] [1,058-1,627] % [1,16-1,509] % [1,003-1,723] % [1,110-1,805] %
tnax 567 392° 490 ns 237 ns 280 ns 355 ns
(s) [201-1356] [138-700] [172-866] [162-546] [142-810] [119-975]
Thi AUC 880 968 770 ns 735° -24 699* -21 833 ns
(V) [650-1092] [787-1244] [626-1008] [690-805] % [569-882] % [673-1128]
Max 1,669 1,860 1,416 ns 1,334° -28 1,262* -24 1,575 ns
(rpv) [1,173-2,214] [1,371-2,767] [1,108-1,848] [1,238-1,591] % [0,979-1,774] % [1,188-2,078]
tnax 582 126" 319 ns 220° +75 373 ns 185 ns
(s) [162-1398] [110-562] [160-613] [133-543] % [36-1147] [90-602]
Th2 AUC 777 772 644* -17 648° -16 653* -16 772 ns
(V) [667-1603] [669-1161] [591-777] % [224-749] % [582-823] % [632-972]
Max 1,626 1,578 1,156* -29 1,115$ -29 1,144* -30 1,470 ns
(rpv) [1,208-3,914] [1,160-2,233] [1,028-1,566] % [0,742-1,333] % [1,005-1,550] % [1,170-2,034]
Tnax 586 493 517 ns 421 ns 482 ns 403 ns
(s) [207-1220] [163-573] [210-654] [198-590] [91-736] [177-971]
CD4 AUC 824 811 707* -14 683° -16 648* -20 734° -9
V) [690-1416] [720-1128] [608-833] % [617-729] % [588-840] % [591-829] %
Max 1,627 1,554 1,301* -20 1,218° -22 1,153* -29 1,331° -14
(rpv) [1,206-3,194] [1,292-2,337] [1,045-1,612] % [1,058-1,966] % [0,994-1,569] % [1,015-1,671] %
Tnax 575 439 436 ns 316 ns 355 ns 392 ns
(s) [210-884] [182-603] [180-821] [216-585] [152-702] [186-668]
CDS8 AUC 950 927 756* -20 667° -28 777* -18 782 ns
(9)] [721-1889] [684-1388] [600-943] % [232-817] % [586-1010] % [649-937]
Max 1,912 1,758 1,487* -22 1,202$ -32 1,404* -27 1,480 ns
(rpv) [1,260-4,280] [1,216-2,600] [1,024-1,918] % [0,612-1,505] % [1,004-1,959] % [1,215-1,917]
tnax 523 281 339 ns 351 ns 265 ns 432 ns
(s) [125-985] [128-730] [195-584] [118-536] [161-963] [133-750]
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11. tablazat

Adatok: median [tartomany]. ' T1DM-es kezeletlen mintakat hasonlitottuk
egészségesek kezeletlen mintaihoz, p < 0,05, * egészségesek MGTX és TRAM kezelt
mintait hasonlitottuk egészségesek kezeletlen mintaihoz, p < 0,05, * TIDM-es MGTX
¢s TRAM kezelt mintakat hasonlitottuk TIDM-es kezeletlen mintdkhoz, p < 0,05. AUC
— gorbe alatti teriilet, Ly — teljes limfocita populacié, ns — nem szignifikans, rpv —
relative parameter value, tnax— a maximum elérésének ideje

Tovabba T1DM-ben a Th2 és CD8 sejtek esetében is csupan a MGTX bizonyult hatasos
gatloszernek. TIDM-ben tehat a vizsgalt limfocita altipusok érzékenyebbek a Kv1.3
csatorna gatlasara, mint egészséges személyek esetén.

Megvizsgaltuk a Kvl.3 csatorna elleni antitest median fluoreszcencia értékeit a
limfocitdkon T1DM-ben egészségesekhez hasonlitva. Ez az érték magasabb volt
T1DM-ben a teljes limfocita populacio és a Thl sejtek esetén (46 [18-62] vs. 78 [32-
154], valamint 4 [1-41] vs. 41 [21-151], median [tartomany], p < 0.05]).

48



DOI:10.14753/SE.2012.1749

7. MEGBESZELES

7.1. A KALCIUM HAZTARTAS SZABALYOZASA EGESZSEGESEKBEN ROVID
TAVU LIMFOCITA AKTIVACIO SORAN

Vizsgéalataink sordn kinetikus 4ramldsi citométeres modszeriinket alkalmazva
gatloszerek segitségével jellemeztiik az ER kalcium tiritésének, a CRAC csatornaknak,
az MCU, a SERCA és a PMCA transzport mechanizmusoknak a szerepét a [Ca2+]cyt
szabalyozasaban a limfocita aktivacio korai szakasza (elsé 10 perce) soran Thl és Th2
limfocitakban.

Eredményeink jellegzetes kiilonbségekre mutattak ra a kalcium bedramlés kinetik4jaban
Thl és Th2 sejtek kozott. A T limfocita aktivacio soran létrejove eltéré [Ca” oy
kinetika mintazatok eltér6 modon befolyasoljak a citokintermelést Thl és Th2
sejtekben, a kalcium jel egyes elemeinek eltérései ugyanis kiilonb6z6 transzkripcios
faktorok aktivacidjaval allnak osszefiiggésben [34, 35].

A sejten kivilli térbé] belépd kalcium éltaliban véve nagyobb jelentéségii a [Ca” oy
megemelkedésében, mint az ER-bol felszabaduld kalcium, melynek mennyiségét
hasonlonak talaltuk a két sejttipusban. A CRAC csatorndk dominancidjadban azonban
kiilonbség mutatkozik a Th1 és Th2 sejtek kozott. A CRAC mitkddésének hozzdjarulasa
a [Ca2+]cyt emelkedéséhez nagyobb volt Thl sejtek esetén. Ez szoros Osszefiiggésben all
az MCU szabalyoz6 szerepével. Méréseink alapjan Thl sejtekben ugyanis az MCU-n
keresztiil nagyobb a kalcium forgalma. Mivel a mitokondriumok tébb kalciumot
vesznek fel a CRAC csatornak kozelében, a negativ feedback alacsonyabb szintii Thl
sejtekben, ezért a CRAC csatornak aktivabban miikodnek. Ez a jelenség hozzajarul a
Th2 sejtek altalaban vett alacsonyabb szintii kalcium bearamlasdhoz a limfocita
aktivacio soran.

Az RR MCU-ra kifejtett hatdsan til az ER-bol valé kalcium kidramlas egyik
leghatékonyabb inhibitora is (20 pM feletti koncentracidban alkalmazva), gatolja
ugyanis a ryanodin receptorokat. Az IP3-mal ellentétben, amely tranziens [Ca2+]cyt
emelkedést valt ki, a ryanodin receptoron keresztiili ER kalcium f{irités fenntartott
kalcium jelhez vezet [35]. A RR ezen tulajdonsaga hozzajarulhat az AUC-t csékkentd
hatasahoz [81, 82].
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Mar Fanger és mtsai. is felvetették, hogy a Th2 sejtek gyorsabb kalcium iiritésének
legvaloszinibb oka a PMCA csatornak eltérd aktivitdsa [13]. Eredményeink
alatamasztjak ezt a feltételezést, amint az a CLX kezelés Thl és Th2 sejtekre gyakorolt
eltér6 hatasan latszik. Egyéb vizsgalatok azt is megallapitottak, hogy a szabad kalcium
tobbségét a PMCA tavolitja el a citoplazmabol [83].

A SERCA ¢és PMCA csatorndk miitkddése T sejtekben finoman szabalyozas alatt all
annak érdekében, hogy megfeleld legyen a [Ca2+]cyt kinetikaja az aktivacid soran. A
SERCA-nak méar a sejtek nyugalmi allapotaban fontos szerep jut a [Ca2+]cyt
szabalyozasaban, mivel ellenstlyozza az un. ,,kalcium leak”-et az ER-bol. Ezért ez a
pumpa mar rogton a limfocita aktivacido elején, a [Ca2+]cyt megemelkedésekor
miikddésbe 1ép mindkét vizsgalt T sejt altipusban. Ezt tiikrozi, hogy a SERCA gatlasa a
Slope értéket befolyasolja. Az ER [Ca®*]ey emelkedésének ellenstlyozaséban betdltott
szabalyoz6 szerepe kifejezettebb Th2 sejtekben, és ez a mechanizmus gyorsabban
aktivalodik ebben a sejttipusban. Az AUC érték ndvekedése nagyobb volt TG kezelés
hatasara a Th2 sejtekben, ami azt jelzi, hogy a SERCA ebben a sejttipusban nagyobb
mennyiségi kalcium eltavolitasaban vesz részt. Ez 0sszhangban all Fanger és mtsai.
korabbi eredményeivel [13]. Megallapitottuk tehat, hogy a SERCA csatorna
fokozottabb miitkodése, valamint a mitokondrialis kalcium visszavétel kisebb aktivitasa
all annak a ténynek a hatterében, hogy a Th2 sejtek, azonos aktivald stimulus hatasara,
altalanossagban véve alacsonyabb szintli limfocita aktivacion mennek keresztiil (és
részben ennek koszonhetben eltérd citokineket termelnek), mint a Thl sejtek [2] (9.
abra).

Amint a Thl sejtek esetében megallpitottuk, a SERCA-val ellentétben a PMCA-nak a
[Ca2+]cyt kinetik4janak szabalyozdsdban csak attol a fazistol van szerepe, amikor mar
megemelkedett a [Ca2+]cyt, nem pedig rogton a kalcium bearamlas kezdetétél. A PMCA
igy jarul hozza az eredeti [Ca2+]cy[ visszaallitasdhoz. Mindez abban tiikr6zddik, hogy a
PMCA gatlasa csupan a Max értéket befolyasolta Thl sejtekben, a Slope-ot azonban
nem. A PMCA {6 szabalyozdja a megemelkedett [Ca2+]cyt [11]. Amint lathattuk, az ER
kalcium visszavétele kifejezettebb Th2 sejtekben, ezért a [Ca2+]cyt itt nem fog olyan
mértékben emelkedni, mint a Thl sejtek esetén. Th2 sejtekben tehat ez az emelkedés
nem lesz elégséges ahhoz, hogy a PMCA-t miikodésbe hozza a limfocita aktivacio

vizsgalt elsé 10 percében. Ezzel szemben Thl sejtek esetén az ER kalcium visszavétel
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kisebb mértéke miatt a [Ca2+]cyt kell6 mértékben fog emelkedni ahhoz, hogy aktivalja a
PMCA-t. Osszefoglalva, a limfocita aktivacio kezdetén a megemelkedett [Ca2+]cy'[
csokkentésében jelentdsebb az ER szerepe. Ez a mechanizmus aktivabban mitkodik Th2
sejtekben. Az ER kezdeti kalcium felvétele fontos szabalyozé hatassal van a PMCA
miikddésére. Ez a csatorna inkabb a kalcium bearamlas cstucsan vesz részt a [Ca2+]cy'[
szint csokkentésében.

Finom kiilonbségeket figyelhetink meg a kalcium bearamlast szabalyozo
mechanizmusok miikodésében Thl és Th2 sejtek kozott. Az eltéré kalcium jelatvitel,
valamint a [Ca2+]cyt valtozas kinetikajanak kiilonbozésége fontos szereppel birhat abban,
hogy ez a két sejtpopulaciod eltérd tipust citokineket termel. A kivaltott kalcium jel
kiilonb6z6 tulajdonsagai nagymértékben befolydsoljdk az egyes citokinek génjeinek
atirasat. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak megallapitasara, hogy a kalcium
bearamlas kinetikdjanak milyen tulajdonsagokkal kell birnia az adott tipusu citokinek
termeléséhez. Ezek az eredmények feltehetéleg az immunmodulacié j mddszereinek
kidolgozasahoz is hozzajarulhatnak, melyek a kalcium {irités mechanizmusaira hatnak a
limfocita aktivacio sordn Thl és Th2 sejtekben. Ez a megkdzelités terapias szempontbol
i1s hasznossd valhat az immunmedialt korképek, igy tobbek kozott az autoimmun

betegségek gyodgyitasaban.

7.2. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
EGESZSEGESEKBEN

Amint az irodalmi attekintésben lathattuk, a limfocita aktivacié folyamatédban a kalium
csatornak jatsszak a foszerepet abban, hogy folyamatos legyen a kalcium bearamlas,
mivel lehetdvé teszik, hogy kalium tavozzon a sejtbdl, ezaltal fenntartva a kalcium
belépéséhez sziikséges elektrokémiai potencialkiilonbséget [3]. Korabbi vizsgalatok
eredményei [59] azt is felvetették, hogy a kalium csatornak specifikus gatlasaval
elérhetd az egyes limfocita altipusok szelektiv befolyasolasa, ami 0j terapias lehetdséget
jelenthet az autoimmun betegségek kezelésében.

Egészséges onkénteseknél feltiing kiilonbséget talaltunk a Th1 és Th2 sejttipusok kozott
az IKCal csatorna gatlasa iranti érzékenységhen. A TRAM, az IKCal csatorna

specifikus gatloszere kisebb mértékben csokkentette a kalcium bearamlast a Th2
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sejtekben, mint a Thl sejtekben (9. tablazat). Ezek az eredmények Osszhangban allnak
a korabban Fanger és mtsai. altal patch clamp technikaval kapott adatokkal, melyek
szerint az IKCal csatornan keresztiili ionaram kisebb mértékti a Th2 sejtekben, mint a
Thl sejttipusban. Ehhez a jelenséghez hozzajarulhat az is, hogy a [Ca2+]cyt, amelynek el
kell érnie egy kiiszobértéket ahhoz, hogy aktivalni tudja az IKCal csatornékat,
gyorsabban ndvekszik a Thl, mint a Th2 sejttipusban. Ez pedig annak a
kovetkezménye, hogy a SERCA pumpa, amely a kalcium endoplazmaba valo
visszavételéért felelds, aktivabb a Th2 sejttipusban [13]. Az IKCal csatornakkal
ellentétben a Kv1.3 csatorndk gatlasa esetén a Th2 sejttipusndl csokkent nagyobb
mértékben a kalcium bearamlas a Th1 sejtekhez viszonyitva. A Thl sejtekben a kalcium
bedramlas tehat kevéshé volt érzékeny a Kv1.3 csatornak gatlasara. Osszességében tehat
nagyobb mennyiségii kalium hagyja el kompenzatorikusan a sejtet a kalium csatornakon
keresztiil a limfocita aktivacié soran a Th1 sejttipusban a Th2 sejttipushoz képest. Ez az
extracellularis térbél nagyobb mennyiségii kalcium bearamlasat teszi lehetové. A kétféle
csatorna aktivitasaban tapasztalhatd kiilonbség a két sejttipus esetén hozzajarulhat az
eltér6 citokintermelési profilhoz [34, 35].

Egészséges onkéntesek esetén a CDS sejtek érzékenyebbek voltak az IKCal csatornak
gatlasara, mint a CD4 sejtek, igy a TRAM hatasara nagyobb mértékii csokkenést
figyelhettiink meg az AUC értékekben. Nem volt azonban szignifikans kiilonbség a

CD4 és CDS sejtek kozott a fesziiltségfiiggd csatornak gatlasat vizsgalva.

7.3. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
UJSZULOTTKORBAN

Vizsgalataink arra utalnak, hogy a T sejtek PHA-val torténd aktivacigjat kovetd kalcium
bearamlas eltéré képet olt ujsziildttkorban felndttekhez hasonlitva. Az alacsonyabb
AUC, Max és tmax értékek alatamasztjak, hogy ujsziilottek limfocitaiban kisebb szintii a
rovidtava aktivacid, illetve a hozza tarsul6 intracellularis kalcium bearamlas kinetikéja.
Ez Osszhangban all kordbbi vizsgalatok eredményeivel [43], valamint azzal a széles
korben ismert ténnyel, hogy az 0jsziilottek kisebb mértékli immunvalasszal reagalnak

kilonbozo stimulald hatasokra.
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A tnax érték szintén alacsonyabb a Thl és Th2 szubpopulaciokban, kifejezettebben a
Th1 sejtekben, amely alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy ez az alcsoport gyorsabban
aktivalodik PHA stimulusra. Ezek szerint ugy tlnik, hogy az 0jsziilottek T helper sejtjei
gyorsabban aktivalodnak akkor, ha pro-inflammatorikus valaszra van sziikség, mint ha
anti-inflammatorikus reakcio sziikséges. Felmeriil tehat, hogy 0jsziilott korban a pro-
inflammatorikus valasz konnyebben alakul ki, mig az anti-inflammatorikus &llapot
nehezebben jon 1étre. Ezt a feltevést nem tamasztjak ald az egereken végzett kisérleti
adatok, mivel az 10jsziilott egerekben a Th2 funkcié dominal a Thl funkcio f6lott [84,
85]. Az azonban nem ismert, hogy egerekben vajon gyorsabb valasszal is tarsul-e ez a
dominancia.

Vizsgalataink soran szelektiv modon gatoltuk a Kv1.3 és IKCal csatornakat, és
megallapitottuk, hogy a f6 limfocita altipusok rovidtava aktivéacioja kisebb mértékben
valtozik ujsziilottek esetén, mint felndttekben. Ez az eredmény arra utal, hogy az
ujszilottek limfocitdi kevésbé érzékenyek a kalium csatorndk specifikus gatlasara
felndttekbdl izolalt limfocitdkkal Gsszehasonlitva. Elméletileg ez a kisebb szintli
érzékenység a kalium csatorndk funkciondlis éretlenségébdl és/vagy alacsonyabb
csatornak expresszigjat, és felndttekhez képest emelkedett értékeket mértiink az
yjsziildttek CD4, CD8 és Th2 limfocitain. A gatldészeres kezelés iranti kisebb szintii
érzékenység a magasabb expresszios értékekkel kombinalva arra utal, hogy a limfocitak
Kv1.3 kalium csatornai funkciondlisan €retlenek ujsziilottkorban.

Hasonlo jelenséget figyeltiink meg az IKCal csatornak specifikus gatldsa esetében is. A
kereskedelmi forgalomban e csatorndk elleni antitest egyeldre nem kaphatd, igy e
csatornak expresszidjat ezzel a modszerrel nem tudtuk megvizsgalni. Adataink azonban
indirekt bizonyitékkal szolgalnak az IKCal csatorndk funkcionalis éretlenségére.
Ujsziilottek  limfocitaiban  szignifikansan  emelkedett intracellularis  bazalis
kalciumszinteket mértiink. Ennek a jelenségnek egyik lehetséges magyarazata az
ujsziilottkori vérsejtek kalciumiiritd mechanizmusainak éretlensége, beleértve a PMCA
éretlenségét. Ezt a megfigyelést kordbban ujsziilottek vordsvérsejtjeiben irtdk le
kutatocsoportunk munkatarsai [86]. Az emelkedett bazalis kalciumszint noveli az
immunsejtek excitabilitasat, citokin termelését [87], valamint az IKCal csatornak

funkcionalitasat is [2]. Az alacsonyabb szintli excitabilitds és az IKCal csatornak
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gatlasa iranti kisebb szintli érzékenység az emelkedett bazalis kalciumszinttel tarsulva
az Ujsziilottek limfocitaiban arra utal, hogy — a Kv1.3 csatornakhoz hasonléan — az
IKCal csatorndk is funkciondlisan éretlenek.

A kalium csatornak funkcionalis éretlenségének jelei az 0sszes vizsgalt fobb limfocita-
altipusban (Th1, Th2, CD4, CD8) kimutathatéak voltak. Ujsziilottek esetén az egyetlen
alpopulacio, melynek a rovidtdva aktivacidjat szignifikansan gatolta mind a Kvl.3,
mind az IKCal csatorna specifikus gatloszere, a CD8 sejtek voltak. Azonban még e
sejtek esetében is megfigyeltiik, hogy a Kv1.3 csatorndk emelkedett expresszidja
ellenére, a gatlas mértéke nem érte el a felndtteknél megfigyelt szintet. Mindez arra utal,

hogy megfigyeléseink altalanosan jellemzoek a vizsgalt limfocita altipusokban.

7.4. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
EGESZSEGES TERHESSEGBEN ES PREECLAMPSIABAN

Eredményeink alapjdn megallapithato, hogy az aktivalt T limfocitdk kalcium bearamlasi
kinetikdjaban jelentds eltérések mutatkoznak egészséges terhesség sordn a nem terhes
allapothoz képest: az AUC értékek alacsonyabbak a Thl, CD4 és CDS8 limfocita
szubpopulaciokban egészséges terhesség soran. Ezen megfigyelés alapjan ésszerli
feltételezni, hogy a terhesség soran a foetalis antigének ellen kialakuld fiziologias
immuntolerancia részben az alacsonyabb szintli kalcium valasznak tulajdonithaté. Ezt a
feltevést tamasztja ald a Thl és CDS8 limfocita altipusok karosodott funkcidjanak
kitiintetett szerepe az anyai immuntolerancidban [88]. A Thl sejekkel szemben, az
aktivacio altal kivaltott kalcium valasz nem csokkent a Th2 alcsoportban a nem terhes
allapothoz képest. A Thl alcsoport csokkent aktivacioja (amelyet vizsgalatunkban az
alacsonyabb AUC érték jelol) és a Th2 sejtek megtartott aktivacidja részben szerepet
jatszhatnak az egészséges terhesség soran kialakuld Th2 talstlyban [51-53].

Az egészséges varandosoktol eltéréen a PE-ban szenvedd terhesekben nem észleltiink
csokkent aktivaciot, azaz csokkenést az AUC értékben a Thl és CDS sejtek esetében a
nem terhes allapothoz képest. Az egészséges terhességre jellemzd kalcium bedramlés
jellegzetességeinek hianya alapjan felmeriil, hogy ezek a sajatsagok Osszefiiggésben
allhatnak az elégtelen anyai immuntoleranciaval, amely PE-ban tapasztalhato, mivel a

vizsgalati eredmények a nem terhes mintakéhoz hasonléak [88]. A PE-s betegekben a
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Th1 limfocitdk megtartott aktivacios tulajdonsagai valdjdban a normal terhesség soran
megjelend Th2 dominancia hidnyaval lehetnek Osszefliggésben. A Thl
szubpopulacidhoz hasonldan a CD8 sejtekben sem tapasztalhato aktivacidé csokkenés
PE-s betegekben, ennek megfeleléen a citotoxikus aktivitds csokkenése, amely az
egészséges terhesség soran kialakul, preeclapmsiaban nem jon 1étre [89, 90].

Erdekes médon a tmax értékek csokkentek a Th2 és CD4 limfocitdkban a PE-s
betegekben az egészséges terhesekhez képest. Ez az eredmény jelentheti a limfocitak
fokozott reaktivitasat PE-ban, lehetséges kovetkezményeként a folyamatosan zajld
anyai szisztémas gyulladasnak.

Mivel a Kvl.3 és IKCal kalium csatorndk jelentésen befolyasoljak az aktivacidval
kivaltott kalcium valaszt, ezért specifikus antitestek alkalmazasaval megvizsgaltuk
sejtfelszini expresszidjukat is egészséges terhesekben valamint PE-sokban. A mintak
Kv1.3 ellenes antitestekkel torténé jelolése utan Osszehasonlithatdo fluoreszcens
értékeket kaptunk, ami arra enged kovetkeztetni, hogy nem mutathato ki kiilonbség a
sejtfelszini  expresszioban egyetlen vizsgélt limfocita altipus esetén sem.
Kovetkezésképpen a kalium csatorndk gatldsa utdn a kalcium bearamlas kinetikajaban
tapasztalt kiillonbségek a nem terhes, egészséges terhes illetve PE-s mintak esetében
valoszinlileg a csatorndk megvaltozott mikodésének, és nem az expresszid (azaz a
csatornak mennyiségének) valtozasanak az eredménye.

Vizsgalati eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a teljes limfocita populacio,
illetve legkifejezettebben a CD4 szubpopulacid érzékeny MGTX és TRAM gatlasra
valamennyi vizsgalati csoport esetében, amely tisztan jelzi a Kv1.3 és IKCal csatorndk
meghataroz6 szabalyozd szerepét a kalcium bedramlasban. A gatlds az AUC és Max
értekek csokkenésében tiikrozddik a kezeletlen mintdkhoz képest. Mindazonaltal a
kalcium bearamlas érzékenysége a tobbi vizsgalt limfocita szubpopulacioban jelentds
valtozatossagot mutat. Kiilonosen érdekes, hogy a Th2 limfocitdk kalcium bedramlasa
egészséges terhesekben érzéketlen volt a kalium csatorndk gatlasra, mig a nem terhes
mintdkban a specifikus csatornablokkolok hatdsara jelentdsen csokkent a kalcium
bearamlas mértéke. Figyelemreméltdo, hogy PE-ban a Th2 sejtek nem terhes
jellegzetességeket mutattak, és MGTX, valamint TRAM kezelésre is érzékenyek voltak.
Mivel eredményeink alapjan a Kv1.3 és IKCal csatornak kalcium bearamlasra kifejtett

szabdlyozd hatasa korlatozott terhességben (mivel a csatorndk gatldsa nem
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eredményezett csokkenést az AUC ¢és Max értékekben), konnyen levonhatd a
kovetkeztetés, hogy ez a tényezd részben felelds lehet az egészséges terhesség sordn
bekovetkezd Th2 eltolodasért, ami a hianyzik PE-ban. Ezt a feltevést tamasztjak ala
azon vizsgalatok, melyek szerint a kalcium bearamlasi gorbe alakja, amelyet a kalium
csatornak befolyasolnak, meghatdrozza az egyes T helper sejttipusok citokintermelési
profiljat [34, 35].

Tovabbi eltérések is megfigyelhetok egészséges varandosok és PE-sok kozott. Amig a
kalcium bearamlas CD8 ¢és Thl sejtekben érzéketlen volt a kalium csatornak gatlasra
PE-ban, addig egészséges terhességben ezek a szubpopulaciok érzékenyek voltak. Ez az
érzéketlenség PE-ban Osszefiiggésben allhat a kialakuld Thl talstllyal.

A tmax értékek, amelyek a limfocita aktivacid idébeni lefolyasat jellemzik, nem
valtoztak a gatlas hatdsara egyik vizsgalt csoportban sem. Ez az eredmény jol tiikrozi
azt a megallapitast, hogy sokkal inkabb a belépd kalcium mennyisége, nem pedig a
belépés sebessége az, ami megvaltozik a kalium csatorna blokkolok hatasara

terhességben.

7.5. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
SCLEROSIS MULTIPLEXBEN

Korabbi vizsgalatok soran mar megfigyelték SM-ben, hogy a fennalld6 autoimmun
reakcié miatt a CD4 sejtek preaktivalt allapotban vannak. Buntinx és mtsai. kimutattak,
aktivalodnak IFN gamma jelenlétében, ami magasabb szintli reaktivitast jelez [91].
Jelen vizsgalatunkban a fokozott reaktivitast a tmax érték csokkenése jelzi SM-ben
egészséges Onkéntesekhez viszonyitva, azaz a kalcium bearamlas hamarabb éri el
maximumat a CD4, Thl és Th2 sejttipusok esetén. A Slope értékben mérhetd
novekedés is ezt tamasztja ala. Erdekes, hogy ezek az eltérések a CD4 sejtekre
korlatozodtak és nem voltak jelen a CDS8 sejttipus esetén. Mig a kalcium bearamlas
kinetik4ja megvaltozik, az AUC és Max értékek 0sszehasonlitasa soran kideriilt, hogy a
limfocitakba bearamlo kalcium mennyisége nem kiilonbozik SM-ben egészségesekhez

viszonyitva.
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Az egészséges Onkéntesekhez képest a SM-es betegek esetén a vizsgalt limfocita
altipusok eltérden reagaltak a Kv1.3 és IKCal csatornak gatlasara. Az IKCal csatorna
gatlasaval a vizsgalt altipusok kozel azonos mértékben voltak gatolhatok. Azonban a
MGTX, a Kvl1.3 csatorna specifikus gatloszere nagyobb mértékben csokkentette az
AUC ¢értéket a CD8, mint a CD4 sejteknél. Ez ellentétben all azzal, hogy egészséges
onkéntesek esetén nem volt ilyen kimutathaté kiilonbség. A Kvl.3 csatorndk
hozzajarulasa a kalcium bedramlds szabalyozasahoz tehat megnovekedett a CD8
altipusban SM-ben. A Kv1.3 csatorna specificitisa a CD8 sejtekre korlatozodik, mivel a
tobbi sejttipus, igy a Thl és Th2 sejtek is, hasonld mddon reagalnak a Kv1.3 csatornak
gatlasara.

Korébbi vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a limfocita aktivacid szelektiv
befolyasolasa a kalium csatornak specifikus gatlasaval 0j terapias lehet6séget jelenthet
SM-ben [33, 59, 92-95]. Idaig nem allt azonban adat rendelkezésre arr6l, hogy ez a
modszer milyen hatassal van a limfocitdk f6 tipusainak (CD4, CDS, Thl és Th2 sejtek)
aktivacigjara ebben a korképben. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a CD8 sejtek
érzékenysége a Kv1.3 csatornak gatlasara megnovekedett SM-ben a CD4 sejtekhez
viszonyitva (-17% vs. -7% az AUC értékben). Ez az eredmény azon ismeretek tiikrében
értelmezhetd, melyek a TEM sejtek SM-ben beto6ltott szerepét tamasztjak ala.

Amint korabban emlitettiik, Beeton és mtsai. kimutattdk, hogy a TEM sejtek
kulcsfontossagu szerepet toltenek be a SM pathogenezisében [59]. Bar a Kv1.3pign
IKCaljow kélium csatorna fenotipus mind a CD4 mind a CD8 TEM sejtekre jellemzd,
feltételezhetjiik, hogy a TEM sejtek tobbsége CDS8 sejt, mivel a TEM sejtek azonnali
effektor funkciot mutatnak. Ez magyarazhatjia a CD8 sejtek megnovekedett
érzékenységét a Kv1.3 csatornak gatlasa irant SM-ben. Ennek kovetkeztében a CD4-

CDS sejtek tekintetében kimutattuk, hogy a szelektiv immunmodulacié eldnyds lehet a

kezeléssel, mint a CD4 sejtek. Ez a specificitas azonban nem figyelheté meg a CD4
alitpusban, mivel eredményeink azt mutatjak, hogy a Thl és Th2 sejttipus kdzel azonos
mértékben volt gatolhatdo a Kv1.3 csatornakat vizsgalva. Mivel a citokintermelés
kiilonos fontossagu az autoimmun reakciok szabalyozdsdban, a gyulladast csokkentd
Th2 sejtek gatlasa valoszinlileg nem kedvezne az autoimmun folyamat

visszaszoritasanak.
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Megtigyeléseink alapjan tobb eltérés is jellemzoé az IFN bétaval kezelt és a nem kezelt
SM-es betegek limfocitainak Kkalcium bearamlasi kinetikajaban és az alkalmazott
gatloszerek iranti érzékenységében. Az IFN bétaval nem kezelt SM-es betegek
mintaiban 6sszehasonlithatd Slope értékeket mértiink a Th1 és Th2 altipusokon. Az IFN
bétaval kezelt SM-es betegeknél a Thl sejtek esetében a Slope érték csokkent, mig a
tmax érték emelkedett a nem kezeltekhez hasonlitva, és ezek a paraméterek kozel
megegyezd értéket értek el, mint egészséges onkéntesek esetén (12. abra). Ugy tiinik
tehat, hogy Osszefliggés all fenn az IFN béta kezelés és a limfocita aktivacid, valamint a
kalcium bearamlas kinetikaja kozott a Thl sejttipusban, a Th2 sejttipusban azonban
szekrécioja, de nem befolyasolja az anti-inflammatorikus citokinek termelését, ami

kompenzalja a fennallo gyulladasos folyamatot.
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12. abra: Az IFN béta vizsgalatunk soran megfigyelt immunmodulins hatasai
sclerosis multiplexben

A Thl (de nem a Th2) sejtekben az IFN bétaval kezelt SM betegek esetén (piros gorbe)
magasabb tmax értéket és csokkent Slope értéket mértiink IFN béta kezelésben nem
részesild6 SM betegekhez képest (kék gorbe). Az IFN béta a kéalium csatorndk
miikodését is elsésorban a Thl sejttipusban befolyasolja SM-ben. Az IKCal csatorna
miikodését nagyobb mértékben csokkenti (]]), mint a Kv1.3 csatornaét (|). Th2
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sejtekben az IKCal csatorna mitkédése nem valtozik (—), a Kv1.3 csatornaé pedig n6 (1)
IFN béta kezelésben nem részesiilo SM betegekhez hasonlitva.

Tovabba eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az IFN béta elsédlegesen a Thl
altipusban befolyasolja a Kv1.3 és IKCal csatornak miikodését is, és csak mérsékelten a
Th2 sejttipus esetén. Mig az IFN béta a Th1 sejttipus esetén csokkenti mindkét csatorna
miikodését (az IKCal csatornat nagyobb mértékben, mint a Kv1.3-at), a Th2 sejttipus
esetén az IKCal csatorna miikodése nem valtozik, a Kv1.3 csatorna funkcidja pedig nd
az IFN bétaval nem kezelt SM-es betegekhez hasonlitva (12. abra). Ezek a
mechanizmusok valosziniileg szintén hozzajarulnak az IFN béta citokintermelést
csOkkentd hatasahoz, els6sorban a Thl altipus esetén. Megfigyeléseink az IFN béta

idaig nem ismert terapias hatasat jelezhetik SM-ben.

7.6. A T LIMFOCITAK AKTIVACIOJA ES A LIMFOCITA KALIUM CSATORNAK
1-ES TiPUSU DIABETESBEN

T1DM-ben Thl sejtekben az AUC és a Max értékeket a TRAM helyett a MGTX
csokkentette, Th2 sejtekben pedig csupan a MGTX csokkentette a kalcium bearamlast.
A teljes limfocita populdcioban és a CD4 sejtekben, egészségesekhez hasonloan,
mindkét gatlészer hatdsos volt, a CD8 sejtekben azonban ismét csupan a MGTX
csokkentette az AUC és a Max értékeket. TIDM-ben tehat a limfocitak érzékenyebbek
a Kv1.3 csatornak gatlasara, mint egészségesekben. Ennek hatterében az allhat, hogy a
Kv1.3 csatornak expresszidja megnovekedett a limfocitak felszinén T1DM-ben. A
TIDM limfocitdk megvaltozott aktivacios kinetikdjat részben magyarazhatja a Kv1.3
csatornak megnovekedett jelentdsége. Megvizsgaltuk, hogy a Kvl.3 csatorndk
magasabb expresszioja Osszefliggésbe hozhato-e a fokozott reaktivitassal (azaz a
csokkent tyax értékekkel) TIDM-ben. Szamottevd mértékii forditott korrelaciot talaltunk
a Kv1.3 expresszio €s a tmax €rtékek kozott egészségesek és T1DM betegek mintait
Osszevontan vizsgalva mind a Thl sejtekben (r = -0,59; p = 0,01), mind a teljes
limfocita populacidoban (r = -0,49; p = 0,04). A Kv1.3 csatorndk expresszidjanak és
mitkodésének tehat fontos hatasa van a kalcium bearamlas kinetikajara.

Eredményeink ramutatnak, hogy a Kvl.3 csatorndk gatlasdval befolyasolhato a

limfocita aktivacio T1DM-ben. E csatornak megnovekedett jelentésége azonban nem
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kizardlagosan jellemz6 egy adott limfocita altipusra, hanem tobb alpopulaciot jellemez
T1DM-ben. A limfocitdk kalium csatorndinak gatlasaval, mint lehetséges
immunmoduldns terapids beavatkozéassal kapcsolatban eddig csupan korlatozott
mértékben alltak rendelkezésre adatok arra vonatkozdan, hogy az alkalmazott
gatloszerek milyen hatassal vannak a teljes limfocita populacio €és a fobb alcsoportok
aktivacidjara emberben. Eredményeink ramutatnak arra, hogy a kalcium bedramlas
fenntartasdhoz mindkét vizsgalt kalium csatorna hozzajarul mind T1DM-ben, mind SM-
ben. A limfocita aktivacioban betoltott 6nalld szerepiik azonban a vizsgalt limfocita
altipustol, valamint att6l fiiggnek, hogy a minta egészséges személytdl vagy T1DM,
illetve SM betegt6l szarmazik-e. Egészségesek esetében a Thl sejttipus kivételével
minden vizsgalt alpopulacioban mindkét csatorna gatolhaté volt. A Thl sejtekben
azonban csak az IKCal csatorna specifikus gatloszere volt hatasos. Ezen eredmény
Osszhangban all Fanger és mtsai. korabbi eredményével egér eredetli limfocitakban [13].
Korabbi vizsgélatok alapjan [58, 92] feltételezték, hogy a MGTX kezelés els6sorban
azon limfocitdk mitkodését csokkentené, melyek a pancreas béta sejtjeinek karositasaért
feleldsek. Eredményeink azonban ravilagitottak arra, hogy a Kvl.3 csatorndknak
minden limfocita alitpusban jelentds a szerepe T1DM-ben, igy Th2 sejtekben is, melyek
ellensulyozd tényezdk a T1DM progresszidjaban az anti-inflammatorikus citokinek
termelése révén [70]. Ezért a Kv1.3 csatorndk gatloszereinek az alkalmazisa nem
kizarolag azokra a sejtekre hatna, melyek az autoimmun valaszért felelések T1DM-ben,
hanem 4&ltaldban véve minden immunsejt aktivacids karakterisztikajat befolyasoljak,
ami elére nehezen megjosolhatd valtozasokat eredményezne. Ezért tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a Kvl1.3 csatorndk gatloszereivel valo kezelés hatasanak leirdsara, és

kovetkezményeinek megismerésére T1DM-ben.

7.7. ARAMLASI CITOMETRIAS MODSZERUNK ALTALANOS
HASZNOSITHATOSAGA

A korosan miikdodé limfocita altipusok maés autoimmun korképek kialakuldsdban is
fontos szerepet jatszanak. Attol fliggden, hogy mi az autoimmun reakcid célpontja,
kiilonbozd szervek, szervrendszerek betegedhetnek meg, eltérd korképeket 1étrehozva.

Az immunologiai megbetegedések egy masik csoportjdban éppen az immunvélasz, a
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limfocita aktivacio elégtelensége okozza a problémat. Az immunhianyos allapotokban a
szervezet kiillondsen fogékonnya valik a fert6zések irant, és megnd a tumorképzddés
kockézata is. Immunhidny nem csupan velesziiletett modon, hanem kiilsé hatdsokra is
kialakulhat. Elég csak az AIDS-re, vagy a szervtranszplantaciot kovetden létrehozott
immuntolerans allapotra gondolni. Moddszerlink azonban altaldnosan hasznalhat6
els6sorban immunmedialt, de szamos egyéb betegség vizsgalataban is a limfocita
aktivacioé megfigyelésére.

Ujonnan fejlesztett eljarasunk nagy elénye a vizsgalati beallitas rugalmassaga. Mind a
sejttipusok, mind a gatloszerek, mind a vizsgélni kivant folyamat felcserélhetd, attol
figgden, hogy mit kivanunk vizsgélni, és ennek megfelelden milyen modon készitjiik
eld mintainkat.

Modszerlink nem csupan a kalium csatorndk gatloszereinek, hanem kiilonb6zd egyéb
molekulak, gyogyszerek terapias hatékonysdganak nyomon kdovetésére egyarant
alkalmas. Tovabba nem csak a jelenlegi vizsgalatokban bemutatott sejttipusok, hanem
barmilyen egyéb limfocita altipus is vizsgalhato, attol fliggden, hogy a sejtfelszini festés
soran milyen markereket hasznalunk a sejtek jelolésére. Funkcionalis alapon sok egyéb
limfocita altipust ismeriink, melyek szintén kézremiikodnek az autoimmun €s egyéb
immunologiai  folyamatok szabalyozasdban. Modszeriink tehdt 1) terapias
megkozelitések kifejlesztésére nyuajthat lehetdséget, amelyek az immunvalasz
modulalasat célzottan tehetik lehetové.

Eljarasunknak fontos szerepe lehet tovabba nem csupan a limfocita aktivacid
vizsgalatdban, hanem az alapkutatds egyéb teriiletein is, ahol kiilonbozd sejten beliili
folyamatok kinetikdjanak jellemzésére van sziikség (példaul reaktiv oxigéngyokok
képzddése). A vizsgalt kinetikus paraméterek értékelésére, attol fliggben, hogy a
megfigyelt mechanizmus milyen kinetikat kovet, kiilonb6zé matematikai fliggvények
allnak rendelkezésre a FacsKin programba épitve. A program automatikusan valasztja
ki a mérés adataira legjobb illeszkedést biztosito fiiggvényt. A fiiggvény lehet konstans,
novekvd vagy csokkend logaritmikus (logist+, logist-), illetve ndvekvd vagy csokkend
kettds logaritmikus (dlogist+, dlogist-) [77, 96]. A program honlapjan
(www.facskin.com) részletes leiras olvashatdé a fiiggvények jellemzoirdl, illetve a

program haszndlatardl. A programot ezen a honlapon le is tolthetik az érdeklddok.
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8. KOVETKEZTETESEK

1. A T limfocita aktivacio soran az extracellularis térb6l belépé kalcium nagyobb
szerepet jatszik a citoplazmatikus kalcium szint emelkedésében, mint az
endoplazmas retikulumbol felszabadulé kalcium. Az endoplazmés retikulumbol
felszabadul6 kalcium mennyisége megegyezik Thl és Th2 sejtekben. Az MCU, és
részben ennek koszonhetéen a CRAC csatorndk alacsonyabb szintli mikodése,
valamint a SERCA pumpa fokozott miikodése all annak a ténynek a hatterében,
hogy a Th2 sejtek azonos aktivald stimulus hatdsara alacsonyabb szintii limfocita
aktivacion mennek keresztiil, mint a Thl sejtek. A SERCA pumpa miikodése mar a
kalcium bearamlas kezdetén hozzdjarul a citoplazmatikus kalcium szint
csokkentéséhez, és szabalyozza a PMCA pumpa miikodését. A PMCA pumpa az
emelkedett kalcium szint csokkentéséhez a kalcium bearamlas csucsatol jarul hozza,

¢s aktivabban miikddik Thl sejtekben.

2. Egészséges személyek esetén a TRAM, az IKCal csatorna specifikus gatloszere
kisebb mértékben csokkentette a kalcium bearamlast a Th2 sejtekben, mint a Thl
sejtekben. Ez részben arra vezethetd vissza, hogy a citoplazmatikus kalcium szint,
amelynek el kell érnie egy kiiszobértéket az IKCal csatorna aktivalodasahoz,
gyorsabban novekszik Thl, mint Th2 sejtekben. Az IKCal csatornakkal ellentétben
a Kv1.3 csatorndk gatlasa esetén a Th2 sejttipusnél csokkent nagyobb mértékben a
kalcium bearamlas a Thl sejtekhez viszonyitva. A Thl sejtekben a kalcium

bearamlas tehat kevésbé volt érzékeny a Kv1.3 csatornak gatlasara.

3. A kalcium bearamléas kinetik4ja alacsonyabb szintli 0jsziilottek T limfocitdiban,
mint felnétt T limfocitdkban. Ebben fontos szerepet jatszhat a limfocitdk kalium
csatornainak Kisebb szinti mikodése. Az 0jsziildttek limfocitai kevésbé érzékenyek
a kalium csatorndk specifikus gatlasara felndttekbdl izolalt limfocitdkkal

Osszehasonlitva. A Kv1.3 csatorna expresszidja magasabb jsziilottek limfocitéin.

4. Egészséges terhességben csokken a kalcium bearamlas a Thl és CDS sejtekben, mig

preeclampsidban nem. A Th2 sejtek kalcium bearamlasa egészséges varandosokban
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érzéketlen volt a kalium csatornak gatlasra, mig preeclampsidsok esetén jelentdsen
csokkent a kalcium bedramlads mértéke a gatlas hatdsara. Egészséges varandos
ndékben a limfocitdk kalcium bearamlasi kinetikdja és a kalium csatornak
gatloszereire vald érzékenysége specifikus mintazattal bir, amely hianyzik
preeclampsiaban. Ezek a tulajdonsagok preeclampsidban a nem terhes allapothoz
hasonldak. A limfocitak kalcium valaszanak eltérései szerepet jatszhatnak az

egészséges terhesség soran megjelend immunoldgiai tolerancia kialakuldsaban.

A vizsgalt autoimmun korképekben és preeclampsiaban a limfocitdk kalcium
bedramldsa hamarabb éri el cstcsat, mint egészségeseknél. Ez a limfocitdk fokozott

reaktivitdsaval allhat 6sszefliggésben a fenti megbetegedésekben.

SM-ben elérheté a CD8 limfocitak szelektiv immunmodulacioja a Kv1.3 csatornak
gatlasaval. Azonban a korabbi feltevésekkel ellentétben ez a szelektivitds nem
eléggé specifikus az 0Osszes limfocita altipust vizsgalva, mivel az anti-
inflammatorikus citokineket termelé Th2 sejtekre is hatdssal van az alkalmazott
gatloszer, ami valdsziniileg visszaesést jelentene a jelenlegi terapias torekvésekben.
SM-ben az IFN béta kezelés els6sorban a Thl sejttipus kalcium bearamlasi
kinetikdjaban 1étrejové kompenzatorikus valtozasokkal ¢€s e sejtek kalium
csatornainak miikodésével 4all Osszefiiggésben, azonban a Th2 sejttipus fokozott

mikodését, €s igy a gyulladast csokkentd citokinek termelését kevésbé érinti.

A limfocitdk fokozott reaktivitdsa T1DM-ben Osszefliggést mutat a Kv1.3 csatornak
magasabb expresszidjaval egészségesekhez képest. T1DM-ben a limfocitak
érzékenyebbek a Kvl.3 csatorndk gatldsdra, mint egészségesekben. A Kvl.3
csatornak gatlasaval befolyasolhaté a limfocita aktivacio T1DM-ben. E csatornak
megnovekedett jelentésége azonban nem kizardlagosan jellemzé egy adott limfocita

altipusra.
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9. OSSZEFOGLALAS

Hattér: A kalcium bedramlas donto szereppel bir a limfocita aktivacidé folyamatdban,
kinetikajanak vizsgalata ezért nélkiilozhetetlen az immunstatusz jellemzésében mind
fiziologias koriilmények kozott, mind autoimmun betegségekben. A fesziiltségfiiggd
Kvl1.3 és a kalcium-dependens IKCal limfocita kalium csatornak kiemelkedd szerepet
jatszanak a limfocita aktivacio szabalyozasaban.

Célkitiizés: Célunk volt, hogy tujonnan fejlesztett kinetikus aramlasi citométeres
modszeriink segitségével leirjuk a Thl ¢és Th2 sejtek kalcium haztartdsanak
szabalyozasaban fennallé kiilonbségeket. Jellemezni kivantuk tovabba az aktivacid altal
kivéltott kalcium bedramlas kinetik4jat a fobb limfocita alcsoportokban (igy a Thl, Th2,
CD4, CDS8 sejtekben) ujsziilottekben, egészséges varandosokban, preeclampsidban,
sclerosis multiplexben, valamint 1-es tipust diabetesben, egészséges, nem varandos
felnottekhezhez hasonlitva. Célunk volt tovabba leirni azokat a valtozasokat, melyeket a
Kvl1.3 illetve IKCal csatorndk szelektiv gatlasa hoz létre a limfocita aktivacid
kinetiké4jaban.

Eredmények: A mitokondridlis kalcium felvétel, és részben ennek koszonhetéen a
CRAC csatornak kisebb szintli mikodése, valamint a SERCA pumpa fokozott
miikddése 4ll annak a ténynek a hatterében, hogy a Th2 sejtek azonos aktivald stimulus
hat4séra alacsonyabb szintli limfocita aktivacion mennek keresztiil, mint a Th1 sejtek.

A kalcium bedramléds kinetik4ja alacsonyabb szintli Ujsziilottek limfocitdiban, mint
felnétt limfocitdkban. Ebben fontos szerepet jatszhat a limfocitak kalium csatornainak
alacsonyabb szintli miikodése.

Egészséges varandds ndkben a limfocitdk kalcium bedramlasi kinetik4ja és a kélium
csatornak gatloszereire vald érzékenysége specifikus mintdzattal bir, amely hidnyzik
preeclampsiaban. Ezek a tulajdonsdgok preeclampsidban a nem terhes allapothoz
hasonloak.

Sclerosis multiplexben elérheté a CD8 limfocitak szelektiv immunmodulacidja a Kv1.3
csatorndk gatlasaval. Ez a szelektivitas azonban nem eléggé specifikus az 0Osszes
limfocita altipust vizsgalva, mivel az anti-inflammatorikus citokineket termeld Th2

sejtekre is hatassal van a gatloszer. Sclerosis multiplexben SM-ben az IFN béta kezelés
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elsésorban a Th1 sejttipus kalcium bearamlasi kinetikajaban 1étrejové kompenzatorikus
valtozasokkal és e sejtek kalium csatornainak miikodésével all osszefliggésben.

A Kvl.3 csatornak gatlasaval befolyasolhaté a limfocita aktivacido 1-es tipusu
diabetesben. E csatornak megndvekedett jelentdsége azonban nem kizardlagosan
jellemz6 egy adott limfocita altipusra.

Konkluzio: Vizsgalataink soran jellemeztiik a citoplazmatikus szabad kalcium szint
szabalyozasanak sajatsagait Thl és Th2 sejtekben. Jellegzetes kiilonbségeket mutattunk
ki a kalcium bedramlas kinetikajaban a vizsgalt csoportokban egészséges, nem varandos
felnottekhezhez hasonlitva. Megfigyeltiik tovabba a vizsgalt csoportokban a Kv1.3 és

IKCal csatorndk gatlasanak hatdsait ¢s miikodésiik specifikus eltéréseit.
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10. SUMMARY

Background: Calcium influx plays an essential role in the process of lymphocyte
activation, therefore the investigation of its kinetics is indispensable for the
characterization of the immune status both under physiological conditions and in
autoimmune disorders. Voltage-gated Kv1.3 and calcium-dependent IKCal lymphocyte
potassium channels play an important role in the regulation of lymphocyte activation.
Aims: Using our novel kinetic flow cytometry approach, we aimed to describe the
differences in the regulation of calcium homeostasis between Thl and Th2 cells.
Furthermore, we aimed to characterize the kinetics of the activation-elicited calcium
influx in major lymphocyte subsets (i.e. Thl, Th2, CD4 and CD8 cells) in neonates,
healthy pregnancy, preeclampsia, multiple sclerosis and type 1 diabetes, compared to
healthy, non-pregnant adults. We also aimed to describe the alterations in the kinetics of
lymphocyte activation induced by the selective inhibition of Kv1.3 and IKCal channels.
Results: The lower activity of mitochondrial calcium uptake, and therefore of CRAC
channels, along with the higher activity of the SERCA pump account for the notion that
Th2 cells go through a lower level of lymphocyte activation compared with Thl cells
upon identical activating stimuli.

The kinetics of calcium influx is lower in neonatal than in adult lymphocytes. The lower
activity of lymphocyte potassium channels may have an important role in this
observation.

There is a characteristic pattern of calcium influx in lymphocytes and its sensitivity to
potassium channel inhibition in healthy pregnancy that is missing in preeclampsia.
These properties are more comparable to the non-pregnant state in preeclampsia.
Specific immunomodulation of the CD8 subset can be reached through inhibition of
Kv1.3 channels in multiple sclerosis. However, this effect is not specific enough
concerning all lymphocyte subsets influencing the autoimmune response, since it also
affects anti-inflammatory Th2 cells. IFN beta treatment is related to compensatory
changes in calcium influx kinetics and lymphocyte potassium channel function in MS
primarily in the Thl subset, shaping these properties more similar to those of healthy

individuals.
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Lymphocyte activation can be modulated via the inhibition of Kv1.3 channels in type 1
diabetes. However, the increased significance of these channels is not exclusive for a
specific lymphocyte subset, but is characteristic for each subset investigated.

Conclusion: We described the properties of the regulation of cytoplasmic calcium level
in Thl and Th2 cells in our investigations. We demonstrated characteristic differences
in the Kkinetics of calcium influx in the investigated study groups in comparison with
healthy, non-pregnant adult subjects. Furthermore, we observed the effects of Kv1.3 and
IKCal channel inhibition and the specific alterations in their activity in our study

groups.
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13. KOSZONETNYILVANITAS

Tobb mint 6t évvel ezel6tt, masodéves diakkords hallgatoként kapcesolédtam be az 1.
szamu Gyermekklinikain miikod6 MTA-SE Gyermekgyogyaszati és Nefrologiai
Kutatocsoport munkéjaba. Koszonettel tartozom Tulassay Tivadar professzor urnak
nem csupan azért, hogy megteremtette a kutatocsoport munkdjdhoz sziikséges
feltételeket, hanem személyes tamogatasaért, batoritasaért is.

Kutatomunkamat a kezdetektdl iranyitja témavezetém, Vasarhelyi Barna. O tanitott meg
a tudomanyos gondolkodas és kritikus szemlélet alapjaira, az eredmények értelmezésére
¢és a tudomanyos kozlés technikajara. Kiilonosen halas vagyok neki azért, hogy mindig
készen allt arra, hogy tanacsokkal segitse utamat.

Mindig nagy oromet jelent inspirald kozdsségben dolgozni. Koszonet illeti Treszl
Andrast, aki bevezetett az aramlasi citométeres mérések és a laboratériumi munka
alapjaiba, ¢és nagy segitségiinkre volt az eredmények értékelése sordn is.
Hallgatotarsaim, Kaposi Ambrus és Mészaros Gergd munkaja nélkiil nem johetett volna
létre a mérések kiértékelésére hasznalt modszer és a FacsKin program. Koszonom
tovabba kutatocsoportunk minden tagjanak a hozzajarulast és a biztatast, amellyel
munkankat segitették.

Koszonetemet fejezemi ki Rig6 Janos professzor trnak, Molvarec Attilanak és Stenczer
Baldazsnak (I. sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika), akik a véaranddés ¢és
preeclampsias mintak gyiijtésben nyujtottak segitséget.

Haélasan koszondm Zsembery Akos tamogatasat (Klinikai Kisérleti Kutato- és Human
Elettani Intézet), aki szakértelmével és tanacsaival segitette eredményeink értékelését.
Gyarmati Béla forvos Gr (Uzsoki utcai Korhaz, Sziilészeti és Nogyogyaszati Osztaly) és
Pongor Vince hallgatotarsam a kdldokzsinorvér gylijtésében voltak segitségiinkre.

A sclerosis multiplexben végzett vizsgalatok elvégzésében Folyovich Andras féorvos ur
(Szent Janos Korhaz, Neurologiai Osztily) nyujtott potolhatatlan segitséget, aki
kollégaival, Simon Zsuzsaval ¢és Zsiga Katalinnal a vérmintdk gyiijtésében is
kozremiikodott. Bird Enikd diakkords hallgatd a mintdk mérésével és az eredmények
értelmezésével segitette munkankat.

A T1DM-ben végzett vizsgalat soran Panczél Pal és Hosszufalusi Nora (1. sz.

Belgyogyaszati Klinika) tamogattak munkankat a vérmintak gytjtésével.
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Végezetiil ezton szeretnék koszonetet mondani a vizsgalatban részt vevo betegeknek és
onkénteseknek a vérmintakért, valamint az ujszilottek sziileinek, akik hozzajarultak a

koldokzsinorvér felhasznalasahoz.
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