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1. 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.



2. CELKITUZES

Vizsgalataink sordan célunk volt, hogy kinetikus aramlasi citométeres modszeriinket
alkalmazva jellemezziik a Thl és Th2 sejtek kalcium haztartdsanak szabalyozasaban
fennallo kiilonbségeket. Célul tiztiik ki, hogy gatloszerek segitségével vizsgaljuk az
endolplazmas retikulum (ER) kalcium {iritésének, a calcium release activated calcium
(CRAC) csatornaknak, valamint a mitokondridlis kalcium uniporter (MCU), a
szarko/endoplazmas retikulum kalcium ATPaz (SERCA) ¢és a plazmamembran kalcium
ATPaz (PMCA) transzport mechanizmusoknak a szerepét a citoplazmatikus szabad
kalcium szint ([Ca**].y) szabalyozasaban a limfocita aktivacié korai szakasza (els6 10
perce) soran Thl és Th2 limfocitakban.

Ezen talmenden célul tiiztiik 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

kinetikajaban.



3. ALANYOK ES MODSZER

3.1. A VIZSGALATOK ALANYAI

A Thl és Th2 sejtek kalcium haztartasanak szabalyozasat leir6 vizsgalatunkhoz 10
egészséges Onkéntest6l vettiink periférias vérmintat (5 nétél és 5 férfitdl, ¢letkor: 24
[23-25] év (median [tartomany])).

Az ujszilottek limfocitdinak aktivacios tulajdonsagait jellemzd vizsgalatunkhoz 9
egészséges feln6ttdl (5 notdl és 4 feérfitdl, életkor: 27 [24-52] év (median [tartomany]))
vettiink periférias vérmintat, és 9 érett, egészséges ujsziilottol (4 lanytol és 5 fiutdl,
gesztacios kor: 40 [38-41] hét (median [tartomany])) gyijtottiink koldokzsinorvért
kozvetleniil per vias naturales sziilés utan.

Az egészséges varandosok és preeclampsias (PE) betegek limfocitainak aktivacios
tulajdonsagait jellemz6 vizsgalatunkhoz 9 egészséges nem varandds asszonytodl (€letkor:
30 [25-33] év (median [tartomany])), 9 egészséges varandostol (életkor: 35,5 [34-37]
év (median [tartomany])), valamint 9 PE-s beteg6l (életkor: 32 [27-35] év (median
[tartomany])) vettiink periférias vérmintat. A fertilis, nem varandos nék esetében a
vérvétel a menstrudcios ciklus lutedlis fazisaban tortént. A PE-S betegek a korkép
klinikailag enyhe formajat mutattdk. A PE diagnozisat nemzetkozi standard kritériumok
alapjan allitottak fel.

Sclerosis multiplexben (SM) végzett vizsgalatainkhoz 10 egészséges Onkéntestdl (6
n6tol és 4 férfitdl, életkor: 35 [23—-44] év (median [tartomany])), valamint 11 olyan SM-
ben szenvedd betegtdl (7 notol és 4 férfitdl, életkor: 44 [24-51] év (median
[tartomany])) vettiink periférias vérmintat, akik a korkép relapszalo-remittalo formajat
mutattdk €és csupan tiineti kezelésben részesiiltek, immunmodulans terapiat azonban
nem kaptak. A vizsgalatban részt vett tovabba 6 olyan, relapszalo-remittaldo SM-ben
szenvedd beteg (4 nd és 2 férfi, életkor: 39 [32-56] év (median [tartomany])), aki
atlagos dozisu interferon (IFN) béta kezelésben részesiil (vagy IFN béta-1a, heti 30 pg
im. injekcid formdjaban (Avonex®), vagy IFN béta-la, heti haromszori 44 pg sc.
injekcié formajaban (Rebif®), vagy IFN béta-1b, masnaponkénti 250 ug sc. injekciod
formajaban (Betaferon®)). A SM diagnozisat nemzetkozi standard kritériumok alapjan

allitottak fel, és vérvételkor mindannyian remisszioban voltak. A mintagyljtés elotti



legutolsé IFN béta kezelés ota legalabb 24 ora telt el a vérvételig. Az egészséges
személyek neuroldgiai anamnézise negativ volt, és részletes fizikalis és neurologiai
vizsgalat soran statuszukat negativnak talaltuk. A SM-es betegek esetében mas betegség
nem allt fenn rutin laboratoriumi vizsgalat és fizikalis betegvizsgalat alapjan.

1-es tipust diabetesben (TIDM) végzett vizsgalatainkhoz 9 egészséges onkéntestdl (4
n6tol és 5 férfitdl, életkor: 27 [24-52] év (median [tartomany])) és 9 T1DM-ben
szenvedd betegtdl (4 nétol és 5 férfitdl, életkor: 35 [27-55] év (median [tartomany]))
gyljtottiink periférias vérmintat. A TIDM diagnozisat nemzetkozi standard kritériumok
alapjan allitottak fel. Az egészséges személyek cukorhéztartassal kapcsolatos
anamnézise negativ volt, és részletes fizikalis vizsgdlat soran statuszukat negativnak
talaltuk. TIDM-re specifikus autoantitestek vérmintaikbol nem voltak kimutathatéak. A
T1DM-es betegek esetében mas betegség nem allt fenn rutin laboratoriumi vizsgalat és
fizikalis betegvizsgalat alapjan. Minden résztvevé BMI és vérnyomads értéke a normal
tartomanyba esett.

A vizsgalatokban résztvevd alanyoktol, illetve ujsziilottek esetén a sziiloktdl a
vérmintak levétele eldtt tajékozott beleegyezést kértiink és kaptunk. A vizsgalatokat a

Helsinki Deklaracio eldirasaival 6sszhangban végeztiik.

3.2. AMONONUKLEARIS SEJTEK IZOLALASA

A mononukledaris sejteket standard stirliség 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 koldokzsindrvérbdl. Ezt a sejtszuszpenzidt
kétszer mostuk PBS-ben (phosphate buffer saline). A sejteket a tovabbiakban a
fluoreszcens markerekkel valo jelolés, a gatloszerekkel valo eldkezelés €s az aramlési
citométeres mérés teljes ideje alatt modositott RPMI médiumban (Sigma-Aldrich, St.
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 modositott

RPMI médium helyett PBS-ben taroltuk.



3.3. 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 konjugalt anti-human monoklondlis antitestek kombinacidjaval
a gyartd javaslatainak megfeleléen: anti-CD4 phycoerythrin-Cy7, anti-CD8
allophycocyanin-Cy7, anti-CXCR3 allophycocyanin (a Th1 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 leir6 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 tartalmazé keveréket adtunk
a sejtszuszpenzidhoz. A Thl és Th2 sejtek kalcium haztartdsanak 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 ezutan a mérésig szobahdn, sotétben taroltuk. A
[Ca®*]ey szintet a Fluo-3 és Fura-Red fluoreszcenciajanak fix hanyadosa alapjan

szamitottuk.
3.4. A SEJTEK GATLOSZERES KEZELESE

Az egy-egy alanytol szarmazo mononukleéris sejt szuszpenzidkat tobb, megegyezd
sejtszdmii. 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 gatlészer a mérések megkezdése elétt. A Thl és Th2 sejtek kalcium
haztartasanak szabalyozasat leir6 vizsgalat esetében az MCU miikddését ruthenium red
(RR) hozzaadasaval, a SERCA csatornat thapsigarginnal (TG), mig a PMCA-t caloxin
2A1 (CLX) segitségével gatoltuk. A RR-et (Sigma-Aldrich, 1,25 mM) legalabb 10
perccel a mérés el6tt adtuk a mintahoz, a TG-t (Sigma-Aldrich, 750 nM) koézvetleniil a
mérés elétt hozzaadva, a CLX-t (AnaSpec, Fremont, CA, USA, 750 uM) pedig legalabb
5 perccel a mérés el6tt hozzaadva alkalmaztuk. Minden mintahoz 20 ug PHA-t adtunk
kozvetlenil a mérés megkezdése el6tt aktivalas céljabol (Sigma-Aldrich). Az
intracellularis kalciumkotd festékek bazalis fluoreszcenciajat (melyet a Fluo-3 és Fura-
Red hényadosat 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

keresztil.

3.5. ARAMLASI CITOMETRIA A LIMFOCITA AKTIVACIO ROVIDTAVU
VIZSGALATARA

A mérések soran nyert adatokat a laboratériumunkban fejlesztett, FacsKin elnevezési
szamitogépes program segitségével értékeltiik. Ennek Iényege, hogy a mérés soran un.
dot-plotban abrazol6dé adathalmazbdl (ahol minden pont egy-egy sejtnek felel meg),
mely 0onmagaban nehezen értékelhetd és Osszehasonlithatd, a program olyan gorbét
szamit, melynek paraméterei azutan a tobbi gorbével szamszeriien is Osszevethetdek,
igy lehetdség nyilik az adatok kvantitativ vizsgalatara. Ehhez a miivelethez a kulcslépés
egy un. kettds logaritmikus (,,dlogist+”) fliggvény illesztése minden egyes mérésre, egy
tovabbfejlesztett algoritmus alapjan.

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 fiiggvényében valtozik. A limfocita aktivacid
soran a [Ca2+]cyt elészor megemelkedik, majd egy cstcsértéket elérve fokozatosan

csokken. Ezt a folyamatot legjobban a kettds logaritmikus fliggvény (,,dlogist+”) irja le.



Ez a fliggvény olyan mérések jellemzésére hasznalhatd, melyeknél az intenzitas az id6
elérehaladtaval novekszik, majd csokken.

A FacsKin program a fliggvény kovetkezé paramétereit szamitja ki: a maximum értékét
(Max), a maximum eléréséhez sziikséges i1dot (tmax), a goOrbe felszallo aganak
meredekségét a maximum értékének 50%-anal (Slope), valamint a gorbe alatti teriilet
értékét (AUC). Ezek a paraméterek a limfocitak kalcium bearamlasi kinetikajanak
kilonféle jellemzoit irjak le. Az AUC érték a kalcium valasz nagysagat irja le. Egy
egysége egyenld az egy masodpercre esO egy relativ intenzitas értékkel. A relativ
Intenzitas érték megegyezik az aktualis intenzitas érték és a nulla masodpercben mért
intenzitas érték hanyadosaval. Az AUC értékek aranyosak a [Ca2+]cyt szintjével, melyek

pedig a limfocita aktivaco szintjével allnak aranyban.
3.6. STATISZTIKAI ELEMZES

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

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



4. EREDMENYEK

4.1. 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
¢s Max értékek mind alacsonyabbak voltak Th2 sejtek esetében, mint Thl sejteknél. A
tmax €rték esetén nem talaltunk kiilonbséget.

Az ER-bo6l valo kalcium felszabadulas és a CRAC csatornan valé kalcium bedramlas
egyéni hozzajarulasat a [Ca2+]cyt emelkedéséhez ugy allapitottuk meg, hogy méréseinket
extracellularis kalciumot nem tartalmazd kozegben is elvégeztik. Igy az ER
hozzajarulasat tudtuk meghatarozni, hiszen a CRAC csatornan keresztiil kalcium nem
aramlott be a sejtekbe. A CRAC csatornan keresztiili kalcium bedramlas egyéni
mértékét ezutan ngy allapitottuk meg, hogy ezen mérések értékeit kivontuk az
extracellularis kalcium jelenlétében végzett mérések eredményeibdl. Végiil minden
vizsgalt paraméter esetében meghataroztuk a két tényez6 aranyat (CRAC/ER arény).

Az RR mindkét limfocita altipusban csokkentette az AUC értéket. A Thl sejtekben ezen
felill a Slope és Max értékek is csokkentek, a tmax érték pedig emelkedett a Th2
sejtekben. Az RR tehat a kalcium bedramlasnak mind a nagysagat, mind a kinetikdjat
befolyasolja. Eredményeink alapjan a mitokondrialis kalcium felvétel Thl sejtekben a
limfocita aktivacio kezdeti és csucs szakaszaban is jelen van (amire a Slope és Max
értekek valtozasa utal az MCU gatlasanak hatasara), mig Th2 sejtekben csupéan a
kalcium bedramlas cstiicsan van szerepe (amit a tmax €rték valtozasa jelez).

A TG az AUC, Slope és Max értekeket is megnovelte mind a Thl, mind a Th2
sejtekben. A TG tehat mind a kalcium eltavolitas mértékét és kinetikajat befolyasolja
Thl és Th2 sejtekben. A Slope érték kétszer akkora mértékben emelkedett Th2
sejtekben, mint a Th1 alpopulacidban a TG hatédsara. Ez arra utal, hogy az ER kalcium
felvétel hamarabb indul meg Th2 sejtekben. A tovabbi kalcium felvétel azonban (a
kalcium bedramlas csucsdn) mar hasonld Thl és Th2 sejtekben, mivel a TG hatasara a

Max érték azonos mértékben no.
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CLX hatasara a Thl sejtekben mutattunk ki valtozast a kalcium haztartasban. Itt a Max
értek 24 %-kal emelkedett a gatlészer hatdsara. A CLX kezelés tehat a kalcium
bearamlas csucsan eredményez valtozasokat. Erdekes modon a CLX a Th2 sejtekre nem

volt hatassal.

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

Egészséges onkéntesek mintain a Kv1.3 és IKCal csatornak specifikus gatldszerinek
alkalmazasa (MGTX ¢és TRAM) jelent6s hatassal volt a limfocitak kalcium
bearamlasanak AUC, Max és tmax értékeire. A TRAM gatloszerrel torténd kezelés
csokkentette az AUC és Max értékeket minden vizsgalt limfocita altipus esetén. A
MGTX szintén minden esetben csokkentette az AUC és Max értékeket, kivéve a Thl
sejteket. A tmax értékekben nem talaltunk szignifikans eltérést. A vizsgalt paraméterek
csokkenésének mértéke karakterisztikus volt a vizsgalt sejttipusra és a gatolt kalium

csatornara.

4.3. 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
populacioban, a Thl és Th2 sejtekben, valamint a CD8 sejtekben. Feln6ttekhez képest
Kisebbek voltak a tnax értékek ujsziilottek esetén a Thl és a Th2 alpopulaciokban.
Ujsziilottek CD8 sejtjeiben 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 bedramlést.

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

Elészor a kalcium bearamlas AUC, Max €s tmax paramétereit hasonlitottuk 6ssze a PHA-
val aktivalt limfocitakban fertilis, nem varandos nok, egészséges varandosok és PE-s
betegek esetén. Az AUC értékek alacsonyabbak voltak a Thl, a CD4 és a CDS8 sejtek
esetén egészséges varanddsokban nem terhesekhez hasonlitva. Az egészséges
varandosok mintait PE-s varandosokhoz hasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a tmax €érték
alacsonyabb PE-ban a Th2 altipusban.

A teljes limfocita populacioban, a Thl, a CD4 és a CDS8 alpopulaciokban mind a
MGTX, mind a TRAM csokkentette az AUC értékeket egészséges terhességben. A nem
varandos noktdl vett mintdkkal ellentétben azonban a gatloszereknek nem volt hatdsa a
kalcium bearamlasra a Th2 altipusban egészséges terhességben.

PE-ban mindkét gatloszer csokkentette az AUC értékeket a teljes limfocita
populacioban, valamint a Th2 és a CD4 alpopulaciokban, a Thl és a CD8 sejtek AUC
értékeire azonban nem voltak hatassal. A Th2 és a CDS 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.

4.5. 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 €s Slope) a limfocitak aktivaciojat kovetden 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 tmax érték a CD4, a Thl és a Th2 altipusok esetén. Tehat a kalcium bearamlas
csticsanak elérése ezekben az altipusokban hamarabb kovetkezik be SM-ben. IFN
bétaval kezelt betegek esetén a tna €rték ismét magasabb volt a Thl sejtekben, mint

IFN béta kezelés nélkiili SM-ben. A Slope érték IFN bétaval nem kezelt SM-ben
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magasabb volt mint egészséges onkénteseknél a CD4, Thl és Th2 limfocita altipusokat
vizsgalva, ami szintén gyorsabb kalcium bearamlasra enged kovetkeztetni. Ez az érték
ismét csokkent IFN bétaval kezelt SM-ben a CD4 és a Thl sejtekben.

A Kv1.3 és IKCal csatornék specifikus gatloszerinek alkalmazasa jelentds hatassal volt
a limfocitdk kalcium bearamlasdnak AUC, Max és tmax e€rtékeire mindharom
csoportban; a Slope érték azonban nem valtozott meg. 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, CDS8 ¢és Thl altipusoknal IFN bétaval nem kezelt betegek
esetén. A tmax érték kizardlag MGTX hatdsara csokkent a CD8 sejttipus esetén mindkét
SM-es csoportban. A vizsgalt paraméterek csokkenésének mértéke karakterisztikus volt
a vizsgalt sejttipusra és a gatolt kalium csatornara.

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, a

CDS8 ¢és Thl sejtek esetén azonban nem volt szignifikans kiilonbség.

4.6. 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 limfocitdk fokozott reaktivitdsaval magyardzhatd az autoimmun reakciod
fennallasa miatt.

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. TLDM-ben szintén mindkét
gatloszer csokkentette az AUC és a Max értékeket a teljes limfocita populacioban. Thl
sejtekben ezeket az értékeket a TRAM helyett azonban a MGTX csokkentette. Tovabba
T1DM-ben a Th2 ¢és CDS8 sejtek esetében is csupan a MGTX bizonyult hatisos
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gatloszernek. TIDM-ben tehat a vizsgalt limfocita altipusok érzékenyebbek a Kvl1.3
csatorna gatlasara, mint egészséges személyek esetén.

Megvizsgaltuk a Kv1.3 csatorna elleni antitest median fluoreszcencia értékeit a
limfocitdkon T1DM-ben egészségesekhez hasonlitva. Ez az érték magasabb volt

T1DM-ben a teljes limfocita populaci6 és a Thl sejtek esetén.
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5. KOVETKEZTETESEK

1. A T limfocita aktivacido soran az extracellularis térbol 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 miikdodése all annak a ténynek a hatterében,
hogy a Th2 sejtek azonos aktivald stimulus hatasara alacsonyabb szintii limfocita
aktivacion mennek keresztiil, mint a Th1 sejtek. A SERCA pumpa miikodése mar a
kalcium bearamlas kezdetén hozzajarul 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 csatornak 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 bearamlés kinetik4ja alacsonyabb szintli 0jsziilottek T limfocitdiban,
mint felnétt T limfocitdkban. Ebben fontos szerepet jatszhat a limfocitdk kalium
csatornainak Kkisebb szinti mikodése. Az ujsziildttek 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 CDS8 sejtekben, mig

preeclampsidban nem. A Th2 sejtek kalcium bedramlasa egészséges varandosokban
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érzéketlen volt a kalium csatorndk 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
hasonléak. A limfocitak kalcium valaszanak eltérései szerepet jatszhatnak az

egészséges terhesség soran megjelend immunologiai tolerancia kialakuldsaban.

A vizsgalt autoimmun korképekben és preeclampsidban a limfocitak kalcium
bedramldsa hamarabb éri el csucsat, mint egészségeseknél. Ez a limfocitdk fokozott

reaktivitdsaval allhat 6sszefliggésben a fenti megbetegedésekben.

SM-ben elérheté a CD8 limfocitak szelektiv immunmoduléacidja a Kv1.3 csatornak
gatlasaval. Azonban a korabbi feltevésekkel ellentétben ez a szelektivitds nem
eléggé specifikus az Osszes limfocita altipust vizsgalva, mivel az anti-
inflammatorikus citokineket termelé Th2 sejtekre is hatassal 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 és e sejtek kalium
csatornainak miikodésével all Osszefliggésben, 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. TIDM-ben a limfocitak
érzékenyebbek a Kvl.3 csatorndk gatlasara, mint egészségesekben. A Kvl1.3
csatornak gatlasaval befolyasolhat6 a limfocita aktivacio T1DM-ben. E csatornak
megnovekedett jelentdsége azonban nem kizardlagosan jellemz6 egy adott limfocita

altipusra.
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